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RESUMEN

La Antértida es un ecosistema altamente vulnerable. De-
bido al transito maritimo en este continente, la amenaza
de algun derrame de hidrocarburos es latente. Ante esta
problemédtica la técnica mas ecoamigable es la biorreme-
diacién. Por lo cual la presente investigacion se basa en
la caracterizacion del perfil degradativo de hidrocarburos
de cepas bacterianas aisladas de la Antdrtida para obte-
ner potenciales consorcios que se puedan aplicarse para
solucionar posibles derrames de hidrocarburos. En este
estudio se trabajé con 211 cepas de las cuales 43 presen-
taron actividad degradativa sobre hidrocarburos. De las
43 cepas el 63% (27 cepas) degradé crudo de petréleo, el
44% (19 cepas) degrado borra, el 42% (18 cepas) degradd
parafina y el 37% (16 cepas) degradé gasolina de 84 oc-
tanos. Con respecto al nimero de fracciones degradadas
el 16% (7 cepas) degradé 3 fracciones y el 9% (4 cepas)
pudo degradar las 4 fracciones. Estas 11 cepas al degradar
3 0 4 de las 4 fracciones, fueron identificado molecular-
mente; las cepas 9A2, 79Af1, 39B1, 60Bf2, 9A1 y 63B2 se
identificaron como Pseudomonas putida; la cepa 63B1
se identificd como Pseudomonas aeruginosa; en tanto la
cepa 79Af2 se identificé como Lysinibacillus sp.; la 39B2
como Aeromonas sp.; la 95f como Paenibacillus lautus
y finalmente la cepa 116B como Stenotrophomonas rhi-
zophila.

PALABRAs cLAVE: Degradadores de petréleo, bacterias psi-
créfilas, fracciones de petroleo, Antartida.

ABSTRACT

Antarctica is a highly vulnerable ecosystem. Due to the
maritime traffic on this continent the threat of any oil spill
is latent. Faced with this problem the bioremediation is
the more supported technique. So this research is based
on the characterization of the degradative profile of iso-
lated bacterial strains of Antarctica to obtain potential
consortia that can be applied to solve possible oil spills.
In this study, we worked with 211 strains of which 43 had
degradative-hydrocarbon activity. Of the 43 strains 63%
(27 strains) degraded crude oil, 44% (19 strains) degraded
vacuum residuum, 42% (18 strains) degraded paraffin and
37% (16 strains) degraded 84-octane gasoline. Regarding
the number of fractions degraded 16% (7 strains) degrad-
ed 3 fractions and 9% (4 strains) could degrade the 4 frac-
tions. These 11 strains to degrade 3 or 4 of the 4 fractions
were identified molecularly: 9A2, 79Af1, 39B1, 60Bf2, 9A1
and 63B2 were identified as Pseudomonas putida; 63B1
was identified as Pseudomonas aeruginosa; 79Af2 as Ly-
sinibacillus sp.; 39B2 as Aeromonas sp.; 95f as Paeniba-
cillus lautus and 116B as Stenotrophomonas rhizophila.

Kevworps: Oil degraders, psychrophilic bacteria, petro-
leum fractions, Antarctica.

Recibido: 16/07/2015 Aprobado: 11/09/2015

1 Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Microbiana, Facultad de Ciencias Biolégicas, UNMSM.

2 <abilio1007@gmail.com>

57



FERNANDO MERINO RAFAELET AL.

Introduccion

a Antartida considerada el continente

mas remoto y frio de la Tierra, presenta

la corriente ocednica mas grande im-

pulsada por el viento, la mayor varia-
cioén estacional y el mayor niumero de espe-
cies endémicas; ademas, contiene casi el 80%
del agua dulce del mundo y al mismo tiem-
po es considerado el desierto mas frio en la
Tierra. Por sus caracteristicas y su sensibilidad
climatica a los cambios globales Bargagli et al.
(2006) y Rogers et al. (2012) consideran a este
continente un importante laboratorio natu-
ral para obtener informacién basica sobre el
impacto de la actividad antropogénica en los
ecosistemas polares. Entendiendo asi que su
preservacion dependera de cuanto se conoz-
ca e investigue sobre este ecosistema para asi
tener las herramientas propicias que concre-
ten soluciones a los problemas que se puedan
presentar.

Uno de los problemas globales que po-
tencialmente podria afectar en gran magni-
tud a la Antartida son los derrames de hidro-
carburos. Eckle y otros (2012) manifiestan que
la data mundial entre 1974 y 2010 contiene
un registro de 1213 derrames de petréleo en
todo el mundo de més de 200 toneladas cada
uno, de los cuales 888 derrames fueron oca-
sionados por embarcaciones. En este sentido
la Antartida no es ajena a estos accidentes
pues ya han habido derrames de hidrocarbu-
ros bien documentados en este lugar Cripps 'y
Priddle (1991) y Aislabie et al. (2004).

Lastimosamente, dichos antecedentes
confirman la poca resiliencia que presenta
este ecosistema al no contar con la suficiente
capacidad como para afrontar los pequefios
derrames ya producidos pues lo que sucede
con los hidrocarburos es que se alojan en el
sedimento marino o en ciertos estratos de la
capa de hielo Polmear y otros (2015) mas no
llegan a ser degradados. Entendiéndose que
ante problemas de este tipo, pero de gran

magnitud, los efectos llegarian a ser devasta-
dores para el ecosistema antartico.

Cripps y Priddle (1991) sostienen que el
ecosistema marino antartico contiene baja
concentracién de hidrocarburos, y que gran
parte de ellos tienen un origen biogénico.
Los bajos niveles naturales de hidrocarburos
y la pequena cantidad de actividad antropo-
génica local, hacen que el ecosistema marino
antartico sea adecuado como referencia para
evaluar la contaminacién por hidrocarburos
a nivel global. En la actualidad, la contami-
nacion es muy baja y dificil de resolver. Pues
la contaminacién local se limita a muy pocos
eventos generalmente derrames por trans-
porte maritimo.

Debido a la latente amenaza de algun po-
sible derrame de hidrocarburos muchos es-
tudios han optado por proyectar soluciones
a través de la biorremediacién aplicando or-
ganismos como plantas, hongos y bacterias.
Con respecto a la fitorremediacién las inves-
tigaciones describen plantas con potencial
uso en este campo, como Bramley-Alves et
al. (2014) que demuestran el potencial de la
hierba nativa sub-antértica Poa foliosa de la
Isla Macquarie junto a las comunidades mi-
crobianas asociadas a la tierra para degradar
combustible SAB (Special Antarctic Blend).

Por otro lado, en procesos de biorreme-
diaciéon usando hongos se han descrito en
especial hongos filamentosos con capacidad
degradativa. Hughes y otros (2007) describen
algunas cepas aisladas de la Base Rothera, de
tierra previamente impactada con hidrocar-
buros donde demuestra que el crecimiento
de las hifas de dichos hongos se comportan
muy diferente entre diversos tipos de hidro-
carburos. Describe que la tasa de extensién
de las hifas se redujo mas en presencia de
los hidrocarburos aromaticos que alifaticos.
Ademas, propone a Mortierella sp. como cepa
de potencial uso en biorremediacion.

Sin embargo, la biorremediaciéon usan-
do bacterias es la mas estudiada debido a
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la ubicua capacidad que éstas tienen para
degradar hidrocarburos de petréleo segun
Atlas (1995) y porque presentan una mayor
interaccion con los hidrocarburos, debido a
la permanencia de éstos en el sedimento bac-
teriano, segun lo reportado por Dilille y Dilille
(2000). Aunque normalmente las bacterias
que degradan hidrocarburos se reproducen a
una temperatura entre 20 y 30 grados en am-
bientes extremos como la Antartida, existen
microorganismos que estan perfectamente
adaptados a temperaturas inferiores a los 0°C,
a la pobreza de nutrientes y a la presencia de
hidrocarburos como Unica fuente de carbono
mostrando al mismo tiempo un alto dinamis-
mo degradativo como comunidad bacteriana
de acuerdo con Vazquez et al. (2009).

El Protocolo de Madrid, que establece
normas de preservacién ambiental del con-
tinente helado, prohibe introducir bacterias
o cualquier microorganismo a este continen-
te; obligando a utilizar bacterias autoctonas
para su remediacién. Debido a estos acuer-
dos existen investigadores como Stallwood
et al. (2005) y Delille et al. (2004) que viran al
uso de la bioestimulacién y bioaumentacion
de ciertos géneros bacterianos especificos.
Pero, la necesidad de prevencién exige con-
tar con bancos de cepas aisladas y caracteri-
zadas provenientes de este continente, ade-
mas de la realizacién de ensayos pilotos para
su correcta aplicacion. Afortunadamente, las
investigaciones que describen cierta diversi-
dad de cepas bacterianas con actividad de-
gradativa e investigaciones que confirman la
presencia de una gran cantidad y diversidad
de genes involucrados en la degradaciéon de
hidrocarburos en muestras provenientes de
la Antartida como las de Muangchinda et al.
(2014) muestran gran potencial y futuro para
las investigaciones en este campo.

Para la busqueda de cepas potenciales, un
factor importante a considerar es la zona de
muestreo; por eso, el muestreo de esta inves-
tigacion se realizé en la base peruana Machu

Picchu en la Antartida. Esta zona no presen-
ta antecedentes de derrames; aun asi, existe
la posibilidad de encontrar cepas con activi-
dad degradadora de hidrocarburos debido a
la conocida totipotenciabilidad metabdlica
microbiana. Atlas (1981) sostiene que existe
una probabilidad menor al 0.1% de encon-
trar microorganismos que puedan degradar
hidrocarburos en cualquier ecosistema que
no haya sido contaminado por estos; por
otro lado, el porcentaje de microorganismos
degradadores posibles en un ambiente con-
taminado por hidrocarburos constituye hasta
un 100% de los microorganismos viables del
ecosistema, dicho porcentaje refleja el grado
a la exposicion de este ecosistema a los hi-
drocarburos y la selecciéon natural que estos
producen tal como lo manifiestan Cripps y
Priddle (1991).

Es importante ademas de contar con ce-
pas degradadoras de hidrocarburos, el de-
terminar el tipo de hidrocarburo de petréleo
que degradan. Debido a que el petréleo es
una mezcla extremadamente compleja de
hidrocarburos formada por cientos de com-
ponentes los cuales variaran dependiendo de
la naturaleza de su formacién. La mezcla de
petréleo puede ser fraccionada en: fraccion
saturada o alifatica, fraccién aromatica y frac-
cién asfaltica o polar. Para investigaciones del
perfil degradativo es necesario enfrentar a las
cepas tanto con el crudo de petréleo que con-
tiene una gran mezcla de hidrocarburos como
con todas las fracciones posibles para descri-
bir de mejor manera la capacidad degradativa
de cada cepa.

En esta investigacion se busca estudiar la
presencia de bacterias con capacidad degra-
dativa sobre hidrocarburos en la base perua-
na “Machu Picchu” en la Antartida e identifi-
car molecularmente las cepas que presentan
mejor perfil degradativo sobre hidrocarburos
de petréleo para construir consorcios apli-
cables en procesos de biorremediacion en la
Antartiday en ambientes de bajatemperatura.
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Materiales y métodos

Localizacion de la zona de muestreo

La zona de muestreo se ubico en la base cien-
tifica peruana “Machu Picchu” ubicada en la
Ensenada Mackellar, Bahia del almirantazgo
- Isla Rey Jorge en la Antértida. El muestreo
se desarrollé durante el Plan de Monitoreo
Ambiental en la temporada de verano
2006-2007.

El muestreo se realizdé en 11 areas alrede-
dor de la base peruana “Machu Picchu’, de
las cuales se obtuvieron diferentes tipos de
muestras: agua de deshielo (D), agua marina
superficial (S) y tierra de sedimento (F). Las
estaciones se encuentran ubicadas entre la
latitud 62°04'0.16"-62°06'06.8" y la longitud
58°24'56.9"- 58°29'069" (Tabla N° 1).

Metodologia del muestreo

La metodologia de muestreo consistié en la re-
coleccion de 1L de agua superficial, kg de tie-
rra de sedimento y 1L de Agua de deshielo. De
acuerdo a las condiciones de las 11 zonas de
muestreo se pudo recolectar 1 6 2 de los tipos
de muestras mencionadas en cada una de las
areas (Tabla 1). Para el aislamiento de las cepas
se empled Agar Tripticasa Soya. Las cepas aisla-
das fueron mantenidas en refrigeracion hasta
su empleo para el presente estudio.

Criotolerancia

Las cepas aisladas fueron reactivadas en
Caldo Nutritivo e incubadas por duplicado
a 4°C, 18°C y 25°C durante un maximo de 7
dias para determinar su criotolerancia. Se su-
perviso el crecimiento diariamente mediante
turbidimetria.

Perfil Degradativo de Petréleo

El perfil degradativo sobre petréleo y sus frac-
ciones se evalud segun la metodologia de
Mills et al. (1978). Se sembraron las cepas en
Caldo Nutritivo a 4°C, luego de su crecimien-
to se centrifugé el caldo a 5000 rpm por 15

minutos, se lavé dos veces el paquete celular
con solucién salina al 0.85% mediante centri-
fugacién a 5000 rpm por 15 minutos y se re-
suspendié el paquete celular con Caldo Mills
hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0.5
en la escala de McFarland.

Se prepard una bateria de 4 tubos para
cada cepa, los cuales contenian 9 ml de Caldo
Mills cada uno, con 0.2 ml de crudo de petro-
leo, gasolina de 84 octanos, parafina liquida
y borra por separado. Se agregé 1 ml del re-
suspendido obtenido de cada cepa en cada
tubo. Se incubaron a 4°C por 7 dias. Se super-
vis6 su crecimiento diariamente mediante
turbidimetria.

Actividad emulsificante

Se cultivaron las cepas en Caldo Nutritivo a
4°C, luego de su crecimiento se lavo dos ve-
ces el paquete celular con solucién salina al
0.85%, y se resuspendio con el Medio Minimo
propuesto por Goldman et al. (1982) modifi-
cado por Escalante (2002) hasta alcanzar una
turbidez equivalente a 0.5 en la escala de
McFarland.

En un matraz de 100 ml de capacidad con-
teniendo 18 ml del medio Goldman modifi-
cado se agregaron 2 ml del paquete celular
resuspendido. Se incubé a 18°Cy 150 rpm por
72 horas. El cultivo obtenido se centrifuga a
5000 rpm por 30 minutos, el sobrenadante re-
sultante se somete a una segunda centrifuga-
cion en las mismas condiciones.

En tubos estériles, se agregé 10 ml del so-
brenadante de la ultima centrifugada y 0.2 ml
del crudo de petroéleo, el tubo se tapd con pa-
rafilm y se agit6é de forma manual en sentido
de arco por 5 minutos. Después de 5 minu-
tos de reposo, se extrajeron 3 ml de la emul-
sion para la lectura en el espectrofotémetro
a 540 nm. Se usaron como blancos el medio
Goldman modificado estéril y la emulsion de
10 ml del medio y 0.2 ml de petréleo.

Para determinar la actividad emulsifican-
te por ml de sobrenadante (UAE/ml), se tomé
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como referencia que 0,816 de absorbancia es
equivalente a 1 unidad de actividad emulsifi-
cante por ml segun Escalante (2002).

Identificacion molecular

Para la reactivacién se sembré de 1 a 2 co-
lonias de cada cepa en Caldo Luria Bertani a
temperatura ambiente por 24 horas. Se pro-
cedid a la extraccion de DNA, para esto se
usé el kit para purificacion de DNA Wizard®
Genomic (Promega). Después de obtener el
DNA se procedié a amplificar la secuencia de
ADN ribosomal 16S usando los primers 27F [5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3] Lane y otros
(1991) y 1492R [5" GGTTACCTTGTTACGACTT
3'] Turner y otros (1999). Se usé el programa
BioEdit Sequence Alignment Editor para la edi-
cién delas secuencias. Para la construccion del
arbol filogenético se descargaron las secuen-
cias del NBLAST (NCBI). Para el alineamiento
de las secuencias se usé ClustalX V2.0.10, una
vez alineadas las secuencias se uso el progra-
ma Mega V6.06. para la construccion del arbol
filogenético, en el cual se usé la metodologia
de Maximum Likelihood Bootstrap de 1000
repeticiones.

Resultados

Aislamiento y reactivacion

Se obtuvieron 380 cepas aisladas correspon-
dientes a las 11 areas de muestreo. La reac-
tivacion posterior recuperé el 63.9% es decir
243 cepas, de estas 243 cepas 17 eran hongos
y 15 eran bacterias meséfilas. Obteniéndose
finalmente qué 211 fueron las cepas bacteria-
nas seleccionadas para la prueba de criotole-
rancia (Figura 1-I).

Criotolerancia

Al analizar la criotolerancia de las 211 cepas
seleccionadas se obtuvo que un 1,42% (3 ce-
pas) sélo crecieron a 4°C; el 1,9% (4 cepas) cre-
cieron a 4°C y a 18°C; el 94.78% (200 cepas)

crecieron a4°C, 18°Cy 25°Cy el 1.9% (4 cepas)
crecieron a 18°Cy 25°C. (Figura N° 1-11).

Perfil degradativo sobre petréleo

El 80% (168 cepas) de las cepas analizadas no
presentaron ninguna actividad degradativa
en presencia del crudo o alguna de las fraccio-
nes de petréleo. A diferencia de este grupo,
el 20% (43 cepas) restante presentd actividad
degradativa al manifestar crecimiento usando
crudo de petréleo, parafina, gasolina o borra
como fuente de carbono.

De estas 43 cepas el 63% (27 cepas) de-
gradd crudo de petroleo, el 44% (19 cepas)
degradd borra, el 42% (18 cepas) degradé
parafina y el 37% (16 cepas) degradé gasoli-
na de 84 octanos. Al analizar este grupo por el
numero de fracciones degradadas se obtuvo
que el 49% (21 cepas) pudo degradar 1 de las
fracciones, el 26% (11 cepas) degrad6 2 de las
fracciones, el 16% (7 cepas) degrado 3 fraccio-
nesy el 9% (4 cepas) pudo degradar 4 fraccio-
nes (Figura 2-).

Actividad emulsificante

De las 43 cepas seleccionadas se encontrd
que el 70% (30 cepas) mostrd una actividad
emulsificante entre 0.1 y 0.46 UAE/m|, el 25%
(11 cepas) tuvo una actividad entre 0.5 y 0.66
UAE/mly que un 5% (2 cepas) mostré una ac-
tividad mayor a 1 UAE/ml. (Figura 2-1).

Identificacion molecular

Se identificaron las 7 cepas que degrada-
ron 3 de las fracciones y las 4 cepas que pu-
dieron degradar las 4 fracciones. En estas 11
cepas se encontraron: 7 cepas del género
Pseudomonas, de las cuales 9A2, 79Af1, 39B1,
60Bf2, 9A1 y 63B2 fueron identificadas como
Pseudomonas putida y 63B1 fue identificada
como Pseudomonas aeruginosa. Ademas, se
identificé a 79Af2 como Lysinibacillus sp.; 39B2
como Aeromonas sp.; 95f como Paenibacillus
lautus y 116B como Stenotrophomonas rhizo-
phila (Tabla 2) (Figura 3).
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Discusion

Segun Atlas (1981) y Bertrand et al. (1993) ,
el nimero de cepas aisladas con capacidad
hidrocarbonoclastica en determinado eco-
sistema depende del previo contacto que
ha tenido esta area con los hidrocarburos.
En esta investigacion aproximadamente el
11% de las cepas aisladas tuvieron actividad
degradativa sobre hidrocarburos, este por-
centaje de cepas apoya la informacion de la
presencia de hidrocarburos en este ecosiste-
ma ya sea de origen biogénico como men-
ciona Cripps y Priddle (1991) o por los derra-
mes accidentales ocasionados por transito
maritimo.

El perfil de criotolerancia de las cepas es-
tudiadas demostré que estas bacterias psi-
crofilas y psicrotrofas segun Moyer y Morita
(2007) presentaban en un 94% un amplio ran-
go de temperatura de crecimiento. Michaud
et al. (2004) han descrito que esta caracteris-
tica en cepas propias de zonas antarticas es
de gran ventaja debido a que aumenta su
potencial para utilizarlas en procesos de bio-
rremediacién. Cabe mencionar que en esta
investigacion, dentro de este grupo de cepas
de amplio rango de temperatura de creci-
miento se encuentran las cepas que presen-
taron el mejor perfil de degradacion de hidro-
carburos y que posterior fueron identificadas
molecularmente.

Con respecto al perfil degradativo bacte-
riano encontrado se observa gran diversidad
de patrones, desde la capacidad para solo
degradar el crudo de petréleo o alguna de
las fracciones presentadas, hasta el degra-
dar todas las fracciones a la vez. Estos resul-
tados se apoyan en las investigaciones de
Alexander y Schwarz (1980) quienes sostie-
nen que la respuesta metabdlica a los hidro-
carburos es altamente variable en la comuni-
dad bacteriana.

En esta investigacion las posibles razo-
nes de la diversidad de patrones encontra-

dos pueden estar ocasionadas a que las ce-
pas fueron obtenidas de diversos puntos de
muestreo y de muestras de diferente natura-
leza. Asi pues, aunque todos los puntos de
muestreo correspondan a una misma bahia
la diversidad bacteriana y la capacidad de-
gradativa de éstas llega a ser diferente aun-
que los puntos de muestreo sean cercanos
debido al microambiente nutricional al cual
ha sido expuesta cada cepa, estudios como
el de Delille y Delille (2000) apoyan esta
hipotesis.

A diferencia del 6ptimo perfil degradativo
presentado, la actividad emulsificante en su
mayoria es baja. El 70% de las cepas presen-
tan menos de 0.5 UAE/mly solo el 5% presen-
ta mas de 1T UAE/ml. Segun Escalante (2002)
las UAE/ml presentadas por bacterias meso-
filas involucradas en procesos de biorreme-
diaciéon normalmente superan las 2 6 3 UAE/
ml. Sin embargo al comparar estos resultados
con las UAE/ml obtenidas por otras bacterias
de origen antartico la diferencia disminuye.
Asi pues, aunque existen reportes como los
de Vasileva y Gesheva (2004) de bacterias con
mas de 2 UAE/ml, la mayoria presenta menos
de 1 UAE/ml .

Ademas del perfil degradativo y de la acti-
vidad emulsificante se buscé determinar que
bacterias estaban presentes en dicho ecosis-
tema. Estudios que comparan la composicion
de comunidades microbianas en la Antartida,
en areas pristinas, en otras con impacto antro-
pogénico y otras con impacto por hidrocar-
buros manifiestan que aunque se evidencia
cambios entre una y otra zona aun teniendo
las mismas condiciones climaticas, la presen-
cia de hidrocarburos incrementa dramatica-
mente la presencia de las gamma-proteobac-
terias como reportan Yakimov et al. (2004) y
Brakstad y Bonaunet (2006), informacion que
concuerda con las cepas seleccionadas que
fueron identificadas.

Las cepas identificadas fueron las bacte-
rias que presentaron el mejor perfil degradati-
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vo sobre hidrocarburo. Ha sido descrito que el
género Pseudomonas comprende a bacterias
que pueden adaptarse muy bien a ambien-
tes frios como el de la Antértida tanto asi que
han llegado a ser consideradas miembros de
la microbiota normal de este ecosistema de
acuerdo con Stallwood et al. (2005). Saul et
al. (2005) mencionan que este género usual-
mente es predominante en ambientes conta-
minados con hidrocarburos y ademas de pre-
sentar un buen perfil degradativo es capaz de
producir surfactantes aun en condiciones de
frio extremo como lo manifiesta Carrién et al.
(2015), esta investigacion demuestra lo antes
mencionado pues de las 11 cepas identifica-
das 7 pertenecen a este género.

Con respecto al resto de bacterias identi-
ficadas, se comprobé que todas son propias
de este ecosistema o facil de hallar en éste
por su capacidad adaptativa. Por ejemplo, el
género Aeromonas ha sido reportado como
parte de la microbiota en el permafrost antar-
tico por Gilichinsky et al. (2007) y en muestras
de agua de lagos antarticos por Franzmann et
al. (1990). Lysinibacillus sp. al ser una bacteria
formadora de esporas es reportada como uno
de los géneros mas abundante en hielo gla-
cial por Shivaiji et al. (2013).

Otra de las cepas identificadas fue
Paenibacillus lautus. Este género ha sido
reportado en andlisis microbiolégico de hielo
polar por Antony et al. (2012), y Dsouza et al.
(2014) encontraron cierta variedad de repre-
sentantes de este género en ecosistemas an-
tarticos. Y con respecto a Stenotrophomonas
rhizophila, Vasileva et al. (2014) ha descrito
su presencia como parte de la microflora es-
table que coloniza ciertas plantas antarticas,
ademas que es considerada parte de la micro-
biota natural antartica pues se ha encontrado
miembros de este género en restos de sedi-
mentos de aproximadamente de 1600 afos
segun Xiao et al. (2005).

Conclusiones

La identificacion molecular de las cepas
confirmé la predominancia del género
Pseudomonas y la diversidad bacteriana exis-
tente en este tipo de ecosistema.

Las cepas bacterianas aisladas en la Base
peruana de la Antartida presentaron una va-
riedad de perfiles degradativos sobre hidro-
carburos de petréleo lo que demuestra su
potencial para participar en consorcios apli-
cables a procesos de biorremediacion.
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ANEXOS

Figura 1. Total de cepas aisladas (I). Cepas no reactivadas (A), cepas de hongos (B), cepas de bacterias
mesdfilas (C) y cepas bacterias psicréfilas y psicrétrofas (D). Perfil de criotolerancia de las cepas del grupo
D (). Cepas que crecieron solo a 4°C (E), cepas que crecieron a 4°Cy a 18°C (F),cepas que crecieron a 4°C, 18°C
y 25°C (G) y cepas que crecieron a 18°Cy 25°C (H).

Figura 2. Perfil degradativo sobre hidrocarburos de petrdleo de las cepas seleccionadas (1). Cepas que
degradaron crudo de petréleo (P), cepas que degradaron borra (0), cepas que degradaron parafina (F) y cepas
que degradaron gasolina de 84 octanos (G). Actividad emulsificante de las cepas seleccionadas (ll). Cepas
con una actividad emulsificante entre 0.1y 0.46 UAE/mI (A), cepas con una actividad emulsificante entre 0.5 y
0.66 UAE/mI (B) y cepas con una actividad emulsificante mayor a 1 UAE/mI (C).
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Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias del gen 16S ARNr para la identificacién de las cepas que
presentaron mejor perfil degradativo sobre hidrocarburos de petréleo.
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TABLA 1
Coordenadas geograficas de las zonas de muestreo y naturaleza de las muestras colectadas

AREAS MUESTRAS LATITUD LONGITUD
E1 Agua superficial y sedimento 62°05'27.6" 58°29'069”
E2 Agua superficial 62°04'50.4" 58°27'52"
E3 Agua superficial y sedimento 62°04'37.9" 58°26'46.6"
E4 Agua superficial y sedimento 62°04'0.16" 58°25'15"
E5 Sedimento 62°05'34.3" 58°27'50.6"
E6 Agua superficial y sedimento 62°05'11.1" 58°27'04.4"
E7 Agua superficial 62°04'59.8" 58°26'03.9"
E8 Agua superficial y sedimento 62°04'33.1" 58°25'26.9"
E9 Agua superficial 62°06'06.8" 58°27'24.6"
ET1 Agua superficial 62°05'21.3" 58°24'56.9"
D2 Agua de deshielo 62°05'42.3" 58°28'0.38"

TABLA 2
Identificacion molecular de las cepas seleccionadas
CODIGO DE CEPA IDENTIFICACION

9A2 Pseudomonas putida
116 B Stenotrophomonas rhizophila
79Af 1 Pseudomonas putida
79 Af2 Lysinibacillus sp.
9A1 Pseudomonas putida
39B1 Pseudomonas putida
39B2 Aeromonas sp.
60 Bf 2 Pseudomonas putida
63B1 Pseudomonas aeruginosa
63B2 Pseudomonas putida

95 f Paenibacillus lautus
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