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RESUMEN

El cambio global antropogénico, con sus consecuencias en
contaminacion y calentamiento global, esta causando una
extraordinaria pérdida de biodiversidad, conocida como la sexta gran
extincion. Se sabe muy poco sobre los efectos de este cambio global en
organismos tan importantes como el fitoplancton, pese a que son los
responsables de la mitad de la produccion primaria del planeta y
controlan los ciclos biogeoquimicos del carbono, fosforo y nitrégeno.
Entre los mayores contaminantes antropogénicos actuales se
encuentran el petroleo y sus derivados, que tienen un gran efecto sobre
los organismos fitoplanctonicos. El presente trabajo estudia la
adaptacion de los organismos fitoplanctonicos al petrdleo y al diesel.
Dada la diversidad del fitoplancton, trabajamos con diferentes especies
que representan a distintos grupos funcionales-taxonomicos.

En su primera parte, nuestro trabajo demuestra (mediante analisis de
fluctuacion) que el fitoplancton es capaz de adaptarse a bajas dosis de
petrdoleo o diesel exclusivamente mediante mecanismos de aclimatacion
fisiolégica. Sin embargo, a medida que las dosis de contaminante se
incrementan, solo la aparicion de nuevos mutantes que confieren
resistencia, asegura la adaptacion. Estos mutantes aparecen
aleatoriamente antes de la exposicion a los hidrocarburos. En ningtun
caso, ni el petroleo ni el gasoil, favorecen la aparicion de resistentes.

Ademas realizamos un estudio de la maxima capacidad de adaptacion
de estos organismos al petrdoleo y al diesel (mediante un procedimiento
de Ratchet). Existen enormes diferencias en la capacidad de adaptacion
de las distintas especies, pero algunas de ellas logran adaptarse y
proliferar en presencia de grandes dosis de contaminantes. En este
apartado realizamos una contribucién conceptual novedosa,
determinando la respuesta a la seleccion y la heredabilidad (entendida
como capacidad para responder a la seleccion).

Finalmente, estudiamos la posibilidad de aprovechar en la practica esta
capacidad de adaptacion. Los resultados analiticos demuestran que los
organismos seleccionados, que presentan la maxima resistencia a los
hidrocarburos, son capaces de degradar eficazmente estos compuestos,
en un corto periodo de tiempo. Este hecho conlleva interesantes
posibilidades aplicadas.
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SUMMARY

Anthropogenic global change with its impact on global warming and
pollution is causing an extraordinary loss of biodiversity (called The
Sixth Great Extinction). Very little is known about the effects of global
change on important organisms such as phytoplankton, although they
are responsible for half of the primary production of the Earth,
controlling the biogeochemical cycles of C, P and N. Among the biggest
anthropogenic polluters are the crude oil and its derivatives, which have
a great effect on phytoplankton organisms. This paper studies the
adaptation of phytoplankton species to crude oil and diesel. Due to the
diversity of phytoplanktonic species we work with diverse species
representing different functional - taxonomic groups.

The first part of our work demonstrates (through fluctuation analysis)
that phytoplankton can adapt to low doses of oil or diesel only by mean
of physiological acclimation mechanisms. However as contaminant
doses are increased, only the appearance of new mutants conferring
resistance ensures adaptation. These mutants appear randomly before
the exposure to hydrocarbons. In any case, neither oil nor oil favor the
emergence of resistant .

We also perform a study to determine the maximun capability of these
organisms to adapt to crude oil and diesel (by a process of Ratchet).
There are huge differences in the adaptability of different species, but
some of them were able to adapt and growth under large doses of
pollutants. In this section we make a conceptual contribution by
determining the response to selection and the heritability (defined as the
ability to respond to selection).

Finally we study the possibility of using this adaptability in the practice.
Analytical results demonstrates that the selected organisms with high
oil resistance are able to effectively degrade these hydrocarbons in a
quick time. This fact opens interesting possibilities for practical
applications.
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3.INTRODUCCION

"Es mas lo que ignoramos que lo que conocemos y la mayoria de las buenas
preguntas no han sido aun formuladas"

Helen Curtis







INTRODUCCION

La especie humana es una especie con mucho éxito evolutivo. Somos
muchos y crecemos exponencialmente. Pero nuestra accion sobre el
planeta esta provocando enormes cambios en la estructura y
funcionamiento de los ecosistemas.

Nuestra presencia en la Tierra deja una huella ecolégica que lleva
consigo la modificacion de los ciclos biogeoquimicos y el clima. Esta
disminuyendo la diversidad de organismos que se homogeneizan,
haciendo proliferar especies oportunistas e invasoras y originando nuevos
problemas ambientales emergentes (Myers & Knoll 2001). Esta
modificacion del entorno, de manera directa o indirecta, produce
presiones ambientales tan fuertes que, aproximadamente entre 3.000 y
30.000 especies se extinguen anualmente (Hughes, 2000).

Estamos inmersos en la sexta gran extincion y somos la causa principal
de todos los cambios que esta sufriendo el planeta, pero probablemente
también somos las victimas.

Cualquier extincion masiva se caracteriza porque tiene lugar en periodos
cortos de tiempo donde se eliminan simultaneamente gran numero de
organismos y de especies. Durante estos procesos catastroficos
desaparecen en los ecosistemas, muchos grupos taxonomicos. Estas
variaciones en la composicion de los ecosistemas después de los eventos
de extincion, pueden diferir notablemente respecto a las fases evolutivas
anteriores, independientemente del éxito alcanzado en ellas.

Las causas de las extinciones masivas siguen siendo un problema
complejo y muy discutido, aunque generalmente se diferencian dos
grupos de causas: cosmicas o extraterrestres y terrestres.

Entre las causas cosmicas, la mas conocida es la teoria del impacto
(Alvarez et al. 1980), donde se considera que la extincion del final del
Cretacico, fue originada por el impacto de un gran meteorito.

En un gran numero de lugares mas o menos distantes, los sedimentos
que se depositaron durante esta extincion, incluso en el plancton marino,
estan muy enriquecidos en iridio y otros elementos, que probablemente
proceden de una fuente extraterrestre (Smit & Kate 1982).
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INTRODUCCION

Mientras que la tnica evidencia a favor de una causa extraterrestre de
extincion masiva, es una anomalia del iridio en el cretacico, existen
numerosas pruebas que relacionan las extinciones masivas con eventos
terrestres. Estos eventos se refieren a cambios en el nivel del mar,
cambios climaticos, el volcanismo, etc. Las oscilaciones en el nivel del
mar causadas por los fenomenos de glaciacion y deshielo, pudieron ser
una de las causas que produjeron episodios de extincion y especiacion.

La diversificacion explosiva de grupos fitoplanctéonicos como
cocolitoforidos, dinoflagelados o diatomeas tuvo lugar coincidiendo con
una de las mayores subidas del nivel del mar que se conocen (Hallam
1986).

Otra hipotesis bastante utilizada para explicar extinciones masivas, es la
que propugna cambios climaticos, los cuales son inseparables de los
cambios del nivel del mar. Se han descrito en numerosas ocasiones, en el
pasado geologico, cambios de temperatura a escala global. El registro de
la vida muestra que la biosfera, en varias épocas geologicas, fluctuo en
relacion con la extension de los mantos de hielo.

Estos acontecimientos han dejado un inconfundible registro, evidenciado
en algunas de las extinciones masivas, como es el caso de la gran
extincion de la bola de nieve Neoproterozoica, donde el fitoplancton podria
haber sobrevivido en refugios como las fuentes termales (Costas et al.
2008) o la gran extincion del Pérmico (Ogden & Sleep 2012). Ademas las
regresiones globales de los mares han podido jugar un doble papel, bien
porque hayan producido un cambio en el albedo de la Tierra, o bien
porque podrian haber debilitado el efecto invernadero originado por el
CO2 atmosférico (Berner et al. 1983).

Aunque las dos causas de extincion masiva mas frecuentes segun el
registro fosil son el cambio climatico y el cambio en el nivel del mar,
existen otros fenomenos geologicos a gran escala como las erupciones
volcanicas, la actividad tecténica o las plumas de manto, que muestran
un comportamiento ciclico y que estan relacionadas con extinciones
masivas.
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INTRODUCCION

Estos fenomenos liberarian grandes cantidades de CO», sulfatos y
metales pesados que tendrian a su vez efectos sobre el clima y los
ecosistemas (Arthur & Garrison 1986).

Numerosos cientificos, desde 1970 (Crutzen, 2006), coinciden en llamar
a la era actual Antropoceno, en lugar de Holoceno, como se denominaba
hasta ahora, debido a la acciéon que nuestra especie es capaz de ejercer
sobre el planeta.

Somos responsables de fenomenos tan importantes como el cambio
global, la destruccion de la capa de ozono, la desaparicion de especies, la
destruccion de habitats, la acidificaciéon, la eutrofizacion, o incluso los
cambios en la composicion de la atmosfera.

El cambio global se produce en parte como consecuencia de la quema de
combustibles fosiles que arrojan a la atmoésfera unas 450 mil toneladas
de CO2 y es lo que determina el calentamiento global. Sin embargo el
cambio global, ademas del calentamiento, abarca la contaminacién, la
destruccion de habitats, la movilidad de las especies y efectos directos
sobre los sistemas de obtencion de alimentos como son: la pesca, la
agricultura y la ganaderia. El cambio global y como consecuencia la sexta
extincion, es uno de los mayores peligros a los que se ha enfrentado la
humanidad.

Estos fenomenos estan produciendo una importante reorganizacion de los
grupos de organismos fitoplanctonicos predominantes (adaptacion
diferencial) (Huertas et al. 2010), lo que puede tener consecuencias
inesperadas como ya ha ocurrido antes a lo largo de la historia de la
Tierra.

De acuerdo con el Quinto informe de Valoracion del Panel internacional
de Cambio Climatico (IPCC 2013, Working Group I Technical Support
Unit), La temperatura media de la superficie de la Tierrra ha crecido
aproximadamente 1 °C, en el ultimo siglo.
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INTRODUCCION

Dado que la emision de CO:> a la atmoésfera continuara, algunas regiones
oceanicas podrian calentarse mas rapido que en el ultimo millon de anos
(Hansen et al. 2000; Belkin 2009). Las predicciones apuntan a que para
finales del siglo XXI, la temperatura de la superficie del mar aumente
entre 1.18°C (en un escenario de bajas emisiones de CO»), y 6.48°C (en
un escenario de altas emisiones de CO3) (Meehl et al. 2007).

Los efectos de la crisis ambiental estan razonablemente entendidos en
algunos organismos como en los vertebrados terrestres, pero se conoce
muy poco sobre microorganismos tan importantes como el fitoplancton.

El fitoplancton esta constituido por un conjunto polifilético de
microorganismos cuya caracteristica comun es realizar la fotosintesis,
formando parte de todos los ecosistemas acuaticos del planeta.

Dentro de los ecosistemas acuaticos juegan un papel ecologico esencial,
ya que son productores primarios y responsables de aproximadamente la
mitad de la produccion primaria total del planeta, y por tanto de la mitad
del oxigeno atmosférico y de la materia organica presente en la Tierra
(Falkoswski et al. 1998).

El fitoplancton realiza un papel decisivo en los ciclos biogeoquimicos
como el del carbono, el nitrégeno y el fosforo. Organismos constituyentes
del fitoplancton como las cianobacterias son de los pocos grupos
taxonomicos capaces de fijar nitrogeno atmosférico asimilable para el
resto de organismos vivos.

Por lo tanto, el fitoplancton es una pieza clave en el funcionamiento de los
ecosistemas acuaticos porque son el inicio de la cadena trofica en el agua
(Nyholm & Peterson 1997; Western 2001). Debido a su papel fundamental
en el funcionamiento de la biosfera cualquier alteracion significativa de
estos sistemas podria tener consecuencias globales catastroficas.

Hoy en dia se considera que los ecosistemas acuaticos se encuentran en
una situacion de maximo riesgo pues las consecuencias del cambio global
llegaran a afectar a todos los componentes de los ecosistemas tanto
acuaticos como terrrestres (IPCC 2013).
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INTRODUCCION

Los contaminantes derivados de la accion del hombre sobre el planeta
han modificado el entorno global con un alto coste ecologico (Palumbi
2001). Los elevados niveles de CO2 y otros gases de efecto invernadero
tienen una influencia decisiva sobre los sistemas fisicos y biologicos de la
Tierra.

Estos elevados niveles son debidos sobre todo a la quema de
combustibles fosiles, a los cambios en el uso del suelo y a la
deforestacion.

Ademas una de las grandes presiones ambientales que ejerce el hombre
son los vertidos masivos de contaminantes procedentes de las ciudades,
de la industria o de la actividad agricola y ganadera, que siempre acaban
alcanzando los ecosistemas acuaticos especialmente los costeros y
continentales.

La supervivencia de los organismos en contacto con estas sustancias de
nueva sintesis suponen un reto al que no se han enfrentado a lo largo de
toda su historia evolutiva. Por lo tanto es necesario conocer y comprender
como se produce la adaptacion de los organismos fotosintéticos del
plancton a los contaminantes antropogénicos emergentes, ya que es la
unica forma de poder realizar predicciones acertadas sobre la evolucion
de los ecosistemas acuaticos.
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Mecanismos de adaptacion de microorganismos a contaminantes
antropogénicos especificos: petroleo y diesel

En la actualidad, el ritmo de extincion de especies se estima en 500 veces
mas alto que en el anterior periodo, como consecuencia del cambio global
antropogénico (Woodruff, 2001). Poco se sabe acerca de la crisis de la
biodiversidad en organismos tan importantes como los microbios. Sin
embargo, estudios sobre la adaptacion de los microbios al cambio global
antropogénico son indispensables, dado que las cadenas troficas se veran
seriamente alteradas, si los microorganismos y el fitoplancton esencial,
sucumben a los contaminantes (Woodruff, 2001).

En particular, la tolerancia de microalgas al cambio antropogénico es
extremadamente relevante, ya que estos organismos son los productores
primarios de los ecosistemas acuaticos (Kirk, 1994; Falkowski & Raven,
1997).

El colapso de especies se puede atribuir principalmente a la incapacidad
de los organismos para afrontar drasticos cambios antropogénicos
ambientales que ocurren en sus habitats. La contaminacion acuatica es
una causa importante de este colapso de especies, y los derrames
accidentales de crudo de petroleo o productos de derivados del petroleo
en los ecosistemas acuaticos, son uno de los problemas ambientales mas
preocupantes.

El crudo de petroleo es una mezcla de hasta 10.000 tipos diferentes de
hidrocarburos altamente toxicos, que producen grandes danos a los
organismos vivos (Dawes, 1998).

En la actualidad, grandes cantidades de crudo de petroleo se extraen, se
refinan y se manipulan cada ano, y pese a las mejoras en la seguridad, el
transporte y la contencion, existe la posibilidad de que estas actividades
pueden ocasionar vertidos accidentales en los ecosistemas acuaticos.
Estas actividades han hecho que el petréleo se convierta en uno de los
mayores contaminantes acuaticos de nuestros tiempos (Rahman et al.,
2002).
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La mayor parte del tiempo este crudo viaja por el agua, e inevitablemente,
se producen algunos vertidos desde los propios tanques de los vehiculos
de transporte o desde los oleoductos.

Ademas de los vertidos de crudo ocasionales, debido al lavado rutinario
de los tanques de almacenamiento, o a pequenos errores en la
manipulacion, podemos destacar los dos vertidos mas importantes de los
ultimos anos.

En primer lugar el vertido del buque Prestige en 2002, que supuso el
derrame de mas de 50.000 toneladas de crudo sobre las costas gallegas
espanolas, y cuyos efectos han sido descritos por numerosos autores
incluso mas de 5 anos después del desastre (Carrera-Martinez et al.
2010).

Y en segundo lugar, el vertido procedente de una plataforma petrolifera
que se encuentra sobre el mar, en el golfo de Mé&jico, de la compania BP.

Los impactos de este ultimo vertido todavia estan lejos de conocerse. La
fuente del vertido se encuentra por debajo de 1600 metros de agua de
mar, los vientos y las corrientes de difusion del crudo hacen que los
movimientos de las manchas sean imprevisibles.

Los estudios experimentales sobre el efecto del crudo de petroleo y
productos petroliferos en microalgas han mostrado resultados
contradictorios.

El petrdleo, generalmente, inhibe la fotosintesis y el crecimiento de las
microalgas (Dahl et al., 1983; Siron et al., 1996; Stepaniyan, 2008; Nayar
et al., 2005). El crudo y sus derivados actian sobre el aparato
fotosintético inhibiendo la cadena transportadora de electrones en el
fotosistema II (Singh and Gaur, 1988; Aksmann and Tukaj, 2008).
Ademas, altera tanto la integridad como la funcion de todas las
membranas (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2005). Las algas expuestas a
productos derivados del crudo de petréleo muestran alteraciones en el
DNA, RNA y el contenido de proteinas (El Sheekh et al., 2000), y a
menudo, reducen la expresion de los genes de pigmentos fotosintéticos,
produciendo una desorganizacion de todas las funciones celulares (Bopp
and Lettieri, 2007).
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Por otro lado, aunque generalmente los episodios de extincion local de
fitoplancton se producen en aguas contaminadas con crudo de petroleo,
éste, también puede sobrevivir a los efectos nocivos de los productos
petroliferos mediante algin tipo de adaptacion. Varios estudios han
puesto de manifiesto el escaso efecto del crudo petrdleo, en algunas
especies de fitoplancton (Fabregas et al., 1984; Padros et al., 1999).

Un ejemplo fascinante de la adaptacion de microalgas a una
contaminaciéon extrema de crudo de petréleo ha sido descrito en el rio de
Arroyo Minero, Argentina (Lopez-Rodas et al., 2009; Carrera-Martinez et
al., 2011). Como consecuencia de la prueba de perforacion para la
explotacion del petréleo, una cantidad muy grande de crudo, se lleva
filtrando al agua del rio constantemente, desde 1915. Sin embargo,
cuatro especies de microalgas Symploca dubia, Chlamydomonas
dinobryonis, Scenedesmus obtusus and Scenedesmus sp. proliferan en
contacto con este crudo de petroéleo.

El fitoplancton puede adaptarse mediante aclimatacion fisiologica
(modificaciones en la expresion de los genes) o mediante adaptacion
genética (nuevas mutaciones que confieren resistencia). Estos mutantes
resistentes que aparecen de forma espontanea y se mantienen en las
poblaciones mediante equilibrio mutacion-seleccion, tienen una eficiencia
fotosintética reducida y una menor tasa de crecimiento, con lo que el
cambio global tiende a reducir la eficiencia de la bomba biolégica, por lo
que la captacion de CO;z podria decrecer.

Pero todavia no se sabe cual es la capacidad genética de adaptacion del
fitoplancton al cambio global.

Los organismos fitoplanctonicos son haploides, con reproduccion asexual,
organizados en conjuntos de clones, con tamanos de poblaciones ingentes
y tiempos de generacion cortos. Por lo tanto, son un buen modelo para
ver la evolucion en accion.

Un intento para dilucidar los mecanismos implicados en la adaptacion de
las microalgas a la contaminacion por crudo de petroleo y derivados,
muestra que Scenedesmus sp puede adaptarse a bajas concentraciones
de petroleo por medio de aclimatacion fisiologica (Lopez-Rodas et al.,
2009; Carrera-Martinez et al., 2011). Sin embargo, algunas raras
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variantes de esta especie, son capaces de crecer bajo altos niveles de
crudo.

Después de realizar algunos experimentos, se sabe que estos mutantes
resistentes al crudo de petroleo, han surgido a través de una rara
mutacion espontanea que ocurrio antes de la exposicion de estas especies
al agente selectivo. (Carrera-Martinez et al., 2011).

Un resultado similar fue observado previamente en Dunaliella tertiolecta
en el accidente del petrolero Prestige que tuvo lugar en las costas
espanolas en el ano 2002 (Carrera-Martinez et al., 2010).

A pesar de esto, la adaptacion de fitoplancton a la exposicion de crudo de
petroleo todavia ha sido poco estudiada y documentada. Una sola
mutacion resistente es suficiente para asegurar la supervivencia de
algunas variantes de microalgas bajo contaminacion de crudo de petroleo
(Carrera-Martinez et al., 2010, 2011).

La teoria evolucionista, sin embargo, asume que la adaptacion a
condiciones extremas, depende de la ocurrencia de varias mutaciones que
confieren resistencia y su posterior supervivencia motivada por la
seleccion natural de tales mutaciones. Después de la aparicion de la
primera mutacion que confiere resistencia al contaminante en cuestion,
la seleccion de nuevas mutaciones debe desempenar un papel importante
en el proceso de adaptacion.
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Factores que influyen en la evolucion y 1la adaptacion de
microorganismos: La genética poblacional y cuantitativa de los
organismos haploides con reproduccion asexual

Existen numerosos estudios que demuestran la idea original de Darwin
sobre la evolucion basada en la seleccion natural de los organismos mejor
adaptados en las poblaciones (Gould 2002). La adaptacion genética, como
consecuencia de la seleccion natural, es considerada actualmente la
mayor fuerza evolutiva. Sin embargo existen otros dos factores que
también contribuyen de una manera importante al cambio evolutivo: la
contingencia historica y el azar (Flores et al, 2008).

La contigencia historica puede llegar a ser importante si ciertos cambios
genéticos con valor adaptativo en el pasado, contienen o promueven
resultados evolutivos (Gould & Lewontin 1979; Blount et al. 2008). Por
otro lado, los efectos del azar normalmente son debidos a la deriva
genética y a mutaciones que se producen aleatoriamente, sin ningun
valor para los organismos. (Crow & Kimura 1970; Kimura 1983; Spiess
1989).

La consecuencia final es que algunas cracteristicas que no mejoran ni
disminuyen la adaptacion se mantienen en las poblaciones.

La genética de poblaciones se considera la principal base conceptual de la
evolucion, (Gould, 2002). Mayoritariamente la genética de poblaciones
trata sobre organismos diploides que se reproducen sexualmente en las
denominadas poblaciones mendelianas (Crow & Kimura, 1976). Estos
conjuntos de organismos que intercambian un pool génico son muy
diferentes a las poblaciones microbianas, por lo general haploides, con
claro predominio de reproduccion asexual. No olvidemos que la
reproduccion sexual y la diploidia son "inventos" evolutivos relativamente
recientes, mientras que la mayor parte de la historia de la vida sobre la
Tierra, fue escrita por microorganismos haploides asexuales.

Aun hoy en dia estos microorganismos, son los que controlan la mayor
parte de de los ciclos biogeoquimicos vitales del planeta.
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Sin embargo la genética evolutiva de estos microorganismos se encuentra
actualmente en sus comienzos. Einstein decia que una manera
interesante de avanzar en ciencia era hacer experimentos con modelos
extremos. Segun esto, el caso mas extremo, seria estudiar la evolucion de
una poblacion de organismos haploides que se reproduzcan
asexualmente empezando desde un uUnico individuo. Con el tiempo
tendriamos un conjunto de individuos genéticamente idénticos. Después
aparecerian mutaciones, primero una, y después otras, generandose
finalmente una poblacion, constituida por un conjunto de clones que se
reproducen asexualmente, es decir, no mendeliana. En estos momentos
las distintas fuerzas evolutivas seleccion y deriva genética entrarian en
accion.

Hasta el momento este es un problema que no ha sido tratado en
profundidad en la genética de poblaciones.

En este trabajo de investigacion proponemos realizar una aproximacion
totalmente diferente al abordaje clasico, para profundizar en los
mecanismos evolutivos de poblaciones no mendelianas.

La genética cuantitativa clasica mide la heredabilidad, calculando la
intensidad de seleccion y estima la maxima respuesta a la seleccion.
Nosotros procederemos al contrario. Podemos realizar experimentos
evolutivos en el laboratorio implicando centenares de generaciones,
estimando en primer lugar la maxima respuesta a la seleccion y su
intensidad, para posteriormente calcular la heredabilidad.

La maxima respuesta a la seleccion, va a ser un parametro medible
experimentalmente. A partir de €l, estimaremos el resto de parametros
mencionados.

Aunque partimos de una poblacion inicial sin ninguna variabilidad
genética, llegaremos a una poblacion final con mucha variabilidad, como
resultado de la accion de las fuerzas evolutivas que han actuado a lo
largo del desarrollo de los experimentos (mutacion, seleccion y deriva).

Se trata de un objetivo sin duda muy ambicioso, que hasta el momento
no ha sido abordado.
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Aplicaciones de la adaptacion de microorganismos a contaminantes
antropogénicos especificos: Degradacion de petrdoleo y derivados

La vida marina en la ruta del crudo se extiende sobre cientos de
kilometros cuadrados, desde el fondo del mar a la superficie. La pesca
comercial siempre esta afectada, y las fragiles marismas costeras estan
en riesgo. El seguimiento de todos estos ecosistemas es el primer reto;
medir el nimero de especies afectadas y emitir las consecuencias sera
un paso posterior.

Los hidrocarburos presentes en el medio marino pueden provenir de las
filtraciones naturales de petroleo o de las actividades humanas,
incluyendo la extraccion, transporte, refino, almacenamiento Yy
utilizacion de los derivados del petroleo (Trolio et al. 1999; Venosa
2003).

Muchos hidrocarburos, contenidos en el crudo, tienen efectos muy
toxicos sobre los ecosistemas acuaticos.

Las consecuencias de los vertidos de crudo de petrdleo en el agua suelen
ser catastroficas. En los ecosistemas acuaticos, sus principales
componentes, los hidrocarburos, pueden permanecer durante mas de 5
anos ejerciendo su accion toxica recalcitrante, después de los primeros
vertidos (Lindstrom & Braddock 2002; Kobayashi et al. 2009; Pelletier et
al.2004).

La magnitud de las catastrofes dependera del alcance del crudo, de la
cantidad de petroleo vertida, de como se transforma quimica y
fisicamente, y de cuales son las condiciones de su desplazamiento,
debido a las corrientes y mareas.

En la actualidad, podemos encontrar numerosos intentos por reducir los
impactos producidos por los vertidos. Estos procesos podemos dividirlos
en tres grandes grupos:

Meétodos Fisicos: hasta ahora los primeros en utilizarse en todas las
catastrofes ocurridas, consistentes en la eliminacion del crudo mediante
su recogida mecanica con gruas, con redes o incluso manualmente.
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Meétodos Quimicos: consistentes en la accion de un agente quimico que
degrade los componentes del crudo de petréleo en otro tipo de
componentes facilmente eliminables, menos toxicos, o que permitan
eliminar los desechos del vertido mediante métodos fisicos.

Métodos Biologicos de degradacion (biorremediacion): procesos de
degradacion de compuestos quimicos mediante organismos vivos,
especialmente microorganismos, para obtener energia, metabolitos
celulares y productos de desecho biologico (Rahman et al. 2002).

Estos microorganismos pueden ser desde organismos de una uUnica
especie, consorcios de varias especies que optimizan el rendimiento de
degradacion, hasta organismos modificados genéticamente para obtener
un mayor rendimiento en la degradacion.

La mayoria de los organismos empleados en la biorremediacion de
vertidos de crudo de petréleo han sido bacterias como Pseudomonas
aeruginosa (Obayori 2009; Medina, et al 2005), Rhodococcus opacus
(Wnkelmann et al. 2009), consorcios de bacterias (Komukai-Nakamura
et al. 1996; Rahman, et al. 2002;) o incluso los ultimos avances de la
ingenieria genética han  proporcionado bacterias modificadas
genéticamente que han resultado mas eficientes que sus
correspondientes salvajes.

Hasta ahora, la mayoria de los intentos de eliminacion del crudo,
suponian generar residuos peligrosos (Incardona et al. 2009; Wang et al.
2009) o incluso poblaciones bacterianas, que desplazarian los ciclos de
vida existentes en las zonas afectadas.

Pero, ¢qué pasaria si pudiéramos encontrar un organismo que fuera
capaz de degradar el petroleo y ademas contribuir a la formacion de una
nueva cadena trofica constituyendo una poblacion de productores
primarios?
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4.O0BJETIVOS

"Un cientifico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestion,
de dudar de cualquier afirmacion y de corregir errores."

Julius Robert







OBJETIVOS

Para poder comprender en profundidad los mecanismos de adaptacion
de microalgas a contaminantes antropogénicos emergentes, debemos, en
primer lugar, describir los factores que condicionan el proceso evolutivo
de estos microorganismos.

Una vez comprendidos estos factores, y el peso de cada uno de ellos en
la evolucion de las distintas especies, podremos saber sobre cuales de
ellos podemos influir.

Planteando experimentos de laboratorio que controlen los distintos
factores que influyen en el proceso evolutivo, y sometiendo a distintas
especies a distintos contaminantes antropogénicos, podemos discernir
cuales son los mecanismos mas probables de la adaptacion de las
microalgas a esos contaminantes antropogénicos.

Comprendidos estos mecanismos, podremos aplicar técnicas de
seleccion artificial para separar mutantes resistentes a los
contaminantes mencionados.

Si realizamos experimentos de adaptacion con dosis controladas
crecientes, podremos seleccionar mutantes mejorados, que resistiran
dosis mas altas que los iniciales obtenidos por seleccion artifical
inducida.

Con los resultados de estos experimentos intentaremos desvelar los
procesos poblacionales calculando las heredabilidades (que toman
valores distintos de cero cuando la mutacion hace aparecer nueva
variabilidad genética), o la intensidad de seleccion que realizan estos
contaminantes antropogénicos.

Mediante un diseno experimental relativamente sencillo, podremos
explicar en qué se basa la resistencia de estos mutantes a los
contaminantes antropogénicos ensayados, lo que nos permitira elegir las
aplicaciones mas utiles en las que podrian ser empleados.

Numerosas serian las aplicaciones para las que podrian usarse estos
mutantes mejorados, pero en este caso, estudiaremos solo algunas de
ellas, como pueden ser la biorremediacion de estos contaminantes en
ecosistemas acuaticos contaminados o la deteccion de contaminantes en
pequenas dosis.
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Conocer las fuerzas evolutivas que intervienen en la adaptacion de
microalgas a distintos contaminantes procedentes de la accion
antropogénica.

Determinar los mecanismos de adaptacion del fitoplancton a
crudos de petréleo y combustibles de base petrolifera: obtencion
de organismos resistentes.

Estudiar la respuesta a la seleccion de los mutantes resistentes.

Desarrollar un programa de mejora genética por seleccion artificial
para organismos haploides frente a los contaminantes estudiados.

Estimar los principales parametros de la genética cuantitativa de
estas peculiares poblaciones de organismos haploides con
reproduccion asexual.

Analizar la capacidad de biodegradacion/bioeliminacion vy
biorremediacion de los organismos seleccionados.
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"... sin un gran entusiasmo, sin la decision de dirigir la mirada hacia
abajo, sin la sed de conocer, sin la disposicion a despojarse de toda
presuncion para ser alumno modesto, sera imposible realizar ninguna
investigacion o hacerla bien".

Mao Tse-Tung







MATERIAL Y METODOS

Describiremos el material y métodos en orden a las preguntas y experimentos
planteados.

5.1. Mecanismos de adaptacion de microalgas a contaminantes
antropogénicos

Conociendo los factores que influyen en el proceso evolutivo uno de los
objetivos de este trabajo fue evaluar los efectos toxicos a corto y a largo plazo
del crudo de petroleo y del petroleo, asi como del combustible diesel,
elegidos como un ejemplo representativo de la contaminacion antropogénica
en los ecosistemas acuaticos. Los estudios se realizaron tanto en el
fitoplancton marino, como en el continental, con el fin de evaluar su
potencial de adaptacion.

Este estudio podria proporcionar evidencias de la respuesta a la
contaminacion, que permiten evaluar como el fitoplancton podria responder
a la contaminacion con productos del petroleo en un futuro cercano. Aunque
estos experimentos podrian ser considerados una simplificacion de la
realidad, el enfoque evolutivo-ecologico seguido aqui constituye una forma de
explorar, a través de un modelo experimental riguroso, la capacidad de las
microalgas para adaptarse al petroleo y sus derivados.

Organismos experimentales y condiciones de cultivo:

Como organismos experimentales para realizar un estudio de los
mecanismos de adaptacion de microalgas a contaminantes antropogénicos se
utilizaron los siguientes:
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una cepa de Scenedesmus intermedius Chodat (SiD1).

Especie generalmente dispuesta en cenobios de 4 a 8 células,
alargadas, fusiformes, ligeramente curvada -alcanzando la maxima
curvatura las células situadas al exterior-. Alcanzan un longitud de 25-
30 ym y un diametro de 3-6 un. Destaca una pared celular de
hemicelulosa lisa pero bien visible, Células uninucleadas,
generalmente con un cloroplasto unico, conteniendo un simple
pirenoide. Sin embargo se trata de una especie muy polimoérfica. Es
una especie planktonica de agua dulce, prefiriendo ambientes
eutroficos.
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Figura 1: Scenedesmus intermedius Chodat (Protist Information Server)

una cepa de Microcystis aeruginosa (Kutzing).

Células esféricas, pequenas (2-5 um de diametro), generalmente
agrupadas por mucilago formado colonias en las que las células
aparecen agrupadas muy densamente; estas colonias que llegan a ser
lo suficientemente grandes como para poder detectarse a simple vista
con su caracteristico color verde-azulado. Cerca de la superficie celular
se distingue un patron reticulado. La division celular ocurre en 3
planos, perpendiculares uno a otro en las sucesivas generaciones. Se
trata de una cianobacteria ubicua que prefiere los ambientes entrofico.
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Figura 2: Microcystis aeruginosa (algaebase.org)

e una cepa de Dunaliella tertiolecta (Butcher) (DtM1), Especie unicelular,
de forma piriforme, de unos 15 um de longitud, ligeramente acuminada
en su extremo anterior, generalmente biflagelada (con flagelos del
doble de la longitud celular) , nadadora activa, uninucleada, con un
par de vacuolas contractiles, cloroplastos estrechos, con pirenoides
claramente destacados. Nunca se encontré reproduccion sexual en
esta especie.
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Figura 3: Dunaliella tertiolecta (Coleccion de cultivos Utex, Texas)
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Las dos primeras especies fueron aisladas de una laguna pristina en el
Parque Nacional de Donana, Espana, y pertenecen al fitoplancton de aguas
continentales. La tercera especie, procedente de agua marina costera fue
aislada de un area protegida en Bocche di Bonifacio (Isla de N. Sardegna;
Italia).

En ninguna de las areas mencionadas ni en sus proximidades, se habian
descrito vertidos de crudo de petréleo antes y durante los muestreos.

Los cultivos fueron fundados a partir del aislamiento de una célula, para
evitar la aparicion de mutantes aleatorios que pudieran haberse acumulado
en la poblacion durante los ciclos de crecimiento anteriores al experimento.

Las microalgas mencionadas crecieron en condiciones axénicas, en cajas de
cultivo Greiner (Greiner; Bio-One Inc., Longwood, 46 NJ, USA), conteniendo
20 mL de medios BG11 (Sigma-Aldrich), para Scenedesmus (SiD1) y
Microcystis (MaD3), v {/2 para Dunaliella (DtM1). Se mantuvieron los
cultivos a 22 °C, con una densidad de flujo de fotones continua de 80 pmol
m~2 s~1, con una longitud de onda de entre 400-700 nm, procedente de tubos
fluorescentes. Las especies ensayadas fueron mantenidas en mid-log,
crecimiento exponencial mediante transferencias sucesivas de inoculos de 6
x 105 células a medio de cultivo nuevo. Bajo esas condiciones, los cultivos
crecieron asexualmente.

Solo los cultivos que no contenian bacterias fueron usados en los
experimentos. La ausencia de bacterias se comprobo mediante observacion
directa usando un microscopio de epifluorescencia, después de realizar una
tincion con naranja de acridina.

Medida de la maxima respuesta a la seleccion tras el experimento de
Ratchet.

Para estimar la respuesta de adaptacion genética desarrollamos un
procedimientos inspirados en las metodologias convencionales utilizados en
genética cuantitativa para medir la respuesta a la seleccion artificial
(Falconer 1981).
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En primer lugar estimamos la respuesta a la seleccion (R) como:

R =o0r- 0o (Falconer 1981)
donde:

or: valor medio fenotipico de la poblacion de microalgas después del
experimento de Ratchet.

0o: valor medio fenotipico de la poblacion de microalgas antes del
experimento de Ratchet.

En nuestro caso y justo al final de nuestro experimento de ratchet, la
respuesta a la seleccion coincide con la maxima respuesta a la seleccion
(Rmax) ya que el experimento de Ratchet prosiguiéo hasta que no se alcanzoé
mas respuesta.

Dado que:

Rmax =ih2o0p  (Falconer 1981)

donde: i es la intensidad de la seleccion, h? es la heredabilidad y op es la
desviacion estandar de los valores fenotipicos de la poblacion.

Como conocemos el valor de Rmax podemos estimar una serie de valores de
interés. Podemos estimar h? como la pendiente de la linea de regresion entre
los valores medios iniciales (antes del experimento de Ratchet) y finales
(después del experimento de Ratchet).

Dado que podemos calcular directamente op y conocemos todos los demas
valores de la ecuacion, también podemos estimar la intensidad de la
seleccion (i).
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Test de toxicidad inicial:

Se utilizaron como agentes selectivos, un estandar de petroleo (Fluka
Analytical Petroleum Special Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Ch-9471,
Buchs, Germany 77370), y un estandar de diesel (Sigma-Aldrich Chemie,
GmbH, Ch-9471, Buchs, Germany Ref w1361), para asegurar la repetibilidad
de los ensayos.

El estandar de petroleo utilizado contiene un 18% de hidrocarburos
aromaticos. Los agentes selectivos se utilizaron en concentraciones de 0.15%,
0.45%, 1.5%, 3%, 9%, 12% diluidos en medio BG-11.

Para realizar una mezcla homogénea de los patrones de petroleo y diesel con
los cultivos, el medio de cultivo junto con los agentes selectivos de fueron
sonicados con pulsos de 10 segundos cada uno, con una potencia de 40W y
una frecuencia de 16, con un sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials, Inc.,
Danbury, USA), manteniendo los tubos en un bano de hielo picado durante
el proceso, para evitar el calentamiento de los tubos.

Se analizo el efecto de las concentraciones crecientes de petroleo o diesel
sobre la eficiencia fotosintética de las cepas de SiD1 y DtM1, midiendo los
cambios en el rendimiento cuantico del fotosistema II (¢PSII).

Se realizaron medidas utilizando un fluorimetro de pulsos de amplitud
modulada (ToxY-PAM fluorimeter Walz, Effeltrich, Germany), sobre
triplicados de muestras expuestas a petroleo. Las medidas fueron tomadas
48 horas después de la adicion de petrdoleo para asegurar la exposicion
completa de los cultivos al agente selectivo durante un ciclo completo. El
rendimiento cuantico efectivo se calculé como sigue:

Fi, — Fi

hPSI =

m

Donde F’m (fluorescencia maxima bajo luz actinica constante) y Ft
(fluorescencia en estado estable de la clorofila) son los valores maximos de
fluorescencia de células adaptadas a la luz, respectivamente (Schreiber et al.,
1986).

48



MATERIAL Y METODOS

El efecto toxico del petréleo o del diesel fue estimado calculando la tasa de
crecimiento maxima de aclimatacion (r), en muestras triplicadas de cultivos
en fase de crecimiento exponencial, en presencia de concentraciones
crecientes de petroleo de acuerdo con la ecuacion del experimento de Crow
and Kimura (1970):

N log(N:/Ng)
==

donde Nt y No representan el numero de células al principio y al final del
experimento, y t= 5 dias es el tiempo que los cultivos fueron expuestos a
concentraciones crecientes del agente selectivo.

Tanto los controles como los cultivos experimentales fueron contados usando
un microscopio invertido (Axiovert 35; Zeiss) y un hemocitometro.

Analisis de Fluctuacion:

El analisis de fluctuacion permite conocer la naturaleza de la mutacion y
distinguir entre dos modelos generales:

Modelo 1: la mutacion es preadaptativa preselectiva y general.
Modelo 2: la mutacion es postadaptativa, postselectiva y especifica.

Se llevo a cabo un analisis de fluctuacion modificado para cultivos liquidos
de fitoplancton, (Costas et al., 2001; Lopez-Rodas et al., 2001), en los cultivos
de microalgas de las especies de estudio, con dosis de agentes selectivos
superiores a las dosis letales encontradas en el experimento anterior, para
analizar la naturaleza de la mutacion que confiere la resistencia, al petréleo
y al diesel (Fig. 4).

Para el Set 1, se inocularon 50 tubos de cultivo de pyrex estériles (Pyrex,
Barloworld Scientific Ltd, Stone, UK), de 13 mL, con una poblacion de No =
102 células salvajes de M. aeruginosa (MaD3), D. tertiolecta (DtM1) y S.
intermedius (SiD1).
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SET1 SET 2

Propagacién de cultivos desde 10 2 hasta 10 °

Adicion del agente Selectivo

U i U u i H (Diesel o Petroleo)
v v vV v v

Adicion del agente Selectivo
(Diesel o Petroéleo)

BUE  JEE HEE

SET 1B

SET 1A

Figura 4: Esquema del analisis de fluctuacion.

Este pequeno numero de células es suficiente para practicamente asegurar
que no existen mutantes a priori, en la poblacion de estudio.
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Los cultivos crecieron axénicamente en 4mL de medio BG11l, bajo
condiciones no selectivas. Cuando cada uno de los cultivos adquirio el
numero de células apropiado para comenzar el experimento de fluctuacion
(Nt = 105 células), se anadio6 el agente selectivo (petroleo o diesel). El analisis
de fluctuacion fue llevado a cabo usando 3 concentraciones diferentes de
petréleo y diesel (3%, 9% and 21%, v/v petréleo o diesel /agua,
respectivamente). Simultaneamente, en el Set 2, se fundaron los controles,
en 25 tubos de cultivo de pyrex estériles (Pyrex, Barloworld Scientific Ltd,
Stone, UK), inoculados con una poblacion de 10° células de SiD1, MaD3 o
DtM1, respectivamente, de cada una poblaciones experimentales iniciales.

Se anadio el agente selectivo (petrdleo o diesel), usando las mismas
concentraciones que en el Set 1. Una vez preparados todos los cultivos
experimentales, éstos se dejaron crecer bajo condiciones selectivas durante
60 dias, para asegurar que una sola célula mutante de las que pudiera
aparecer fuera capaz de generar suficiente descendencia como para ser
detectada. Las células resistentes encontradas en cada uno de los cultivos se
contaron utilizando un microscopio invertido. Cada uno de los cultivos se
conto “a ciegas”, al menos por dos personas distintas.

De acuerdo con Luria y Delbriick (1943), podemos encontrar dos resultados
independientes, como consecuencia de dos fenéomenos de adaptacion (Fig. 4).
En primer lugar, podemos encontrar células resistentes que aparecen como
raras mutaciones pre-selectivas (modelo 1), que ocurren al azar durante la
época en que los cultivos crecieron de No a N: antes de la exposicion al
petroleo o al diesel; estas mutaciones pueden ocurrir antes en algunos
cultivos, mas tarde en otros o pueden no ocurrir en absoluto.

En contraste, si las células resistentes surgieron como mutaciones post-
selectivas (modelo 2), inducida por el agente selectivo, cualquiera de las
células es capaz de adquirir esta resistencia, puesto que las células han
adquirido resistencia después de la adicion del agente selectivo. Por lo tanto,
la variacion en el numero de células resistentes por cultivo seria semejante.

Los cultivos pertenecientes al Set 2, constituyen los controles para el analisis
de fluctuacion (Fig. 4).
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Si la relacion entre la varianza y la media del Set 1 es significativamente
mayor que la relacion entre la varianza y la media del Set 2, entonces
podremos decir que ha habido fluctuacion. Lo cual confirmaria que las
células resistentes han surgido de raras mutaciones pre-adaptativas,
anteriores a la exposicion del agente selectivo.

Si los resultados nos muestran una relacion semejante entre la varianza y la
media entre el Set 1 y el Set 2, entonces podremos deducir que no ha habido
fluctuacion. Lo que confirmaria que las células resistentes se han
desarrollado debido a mutacion inducida por la exposicion al agente
selectivo.

El ultimo resultado posible que podemos encontrar, es que no haya
resistentes en ninguna de los cultivos; lo que nos indicaria que ni la
seleccion de mutantes espontaneos, que aparecen antes de la exposicion al
agente selectivo, ni ninguna adaptacion especifica, se ha producido durante
el crecimiento de los cultivos.

El analisis de fluctuacion permite también estimar la tasa de mutacion como:

log, Py

N: —No (Luria and Delbrii ck, 1943)

o= —

donde el parametro Po representa la proporcion de cultivos del Set 1 que no
tiene células resistentes.
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Mejora y seleccion de organismos resistentes mediante el sistema de
ratchet:

El sistema experimental de ratchet utilizado tiene como finalidad alcanzar el
equilibrio entre una fuerte intensidad de seleccion, motivada por la accion de
dosis crecientes de los agentes selectivos (petroleo y diesel) sobre los cultivos
de estudio, y el mantenimiento de un tamano de la poblacion lo
suficientemente grande como para aumentar la probabilidad de raras
mutaciones espontaneas que les confieren adaptacion a los agentes
selectivos utilizados.

Las mutaciones que confieren resistencia a los cultivos ocurren
aleatoriamente (como se ha podido comprobar en el analisis de fluctuacion),
y los cultivos que las presentan deben ser sometidos al siguiente nivel del
ciclo de ratchet s6lo cuando su concentracion en la poblacion total, es tal
que, permite el crecimiento, ademas de soportar diferentes niveles de
seleccion. Este procedimiento permite estimar la maxima capacidad de
adaptacion de una especie bajo concentraciones crecientes de los agentes
selectivos. (Reboud et al., 2007; Huertas et al., 2010, 2011).

Durante la fase inicial, se prepararon los cultivos control, que contienen
medio de cultivo, las 3 especies analizadas, y 3 cultivos experimentales para
cada una de las concentraciones de petroleo o diesel. Las concentraciones
iniciales de los agentes selectivos empleados fueron las siguientes: 0.15, 0.45
and 1.5% (v/v), todas ellas diluidas en medio de cultivo BG11, como se
describié anteriormente. Cada uno de los cultivos se preparo en un tubo con
tapa de rosca permeable (BRAND, Otto-Schott Str. 2597877 Wertheim,
Germany), con 20mL de medio BG11, inoculados con 6 x 105 células de tipo
salvaje procedentes de las cepas de SiD1 y DtM1, obtenidas mediante el
crecimiento exponencial de los cultivos iniciales. El nimero inicial de células
elegido es suficiente para obtener una poblacion grande al final del
experimento. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones selectivas durante
20 dias, en cada ciclo de rachet, y luego se analizaron los resultados
obtenidos.

El periodo de tiempo de duracion del experimento es lo suficientemente largo
para permitir a los cultivos alcanzar una alta densidad celular.
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Bajo esas condiciones, la concentracion de células fue contada y comparada
con los resultados obtenidos entre los controles y los cultivos experimentales
sometidos a los agentes selectivos. Si la concentracion en los tubos tratados
con agentes selectivos es similar a la de los controles, podemos decir que la
poblacion ha alcanzado un crecimiento significativo. Por lo que dicha
poblacion, sera transferida al siguiente ciclo de ratchet, y expuesta a una
concentracion mayor de los agentes selectivos (Fig. 5). Los cultivos que no
alcanzan un crecimiento semejante al observado en los controles no se
transfieren.

Cada ciclo de ratchet conlleva un incremento de tres veces la concentracion
de agentes selectivos de los empleados en la dosis del ciclo anterior.

El experimento consta de tres replicados de cultivos de control, y tres
replicados de cultivos para cada una de las 3 dosis iniciales de agente
selectivo, para cada uno de los ciclos de ratchet. Cada tubo es transferido
hasta la siguiente concentracion cuando el crecimiento neto del cultivo con
agente selectivo coincide con el crecimiento de su correspondiente control
(los tubos se encuentran representados en la figura en la parte lateral
derecha).

Los cultivos que no presentaban crecimiento neto fueron mantenidos en la
misma concentracién. Se considera como un ciclo de ratchet cada vez que se
transfieren los tubos control. El experimento finaliza después de 6 ciclos,
donde podemos observar crecimiento neto en los controles. La maxima
capacidad de adaptacion corresponde a al concentracion maxima del agente
selectivo, donde podemos observar crecimiento neto.

Los siguientes ciclos del tratamiento corresponden a dosis de petrdoleo y
diesel de 2%, 3%, 4%, 6%, 9%, 12%, 16%, 21% y 30% (v/v), diluidas en el
medio de cultivo, como se ha descrito anteriormente.

Cada cultivo individual presenta una probabilidad aleatoria de mutaciones
particulares beneficiosas, las cuales pueden surgir individualmente.
Consecuentemente, cada cultivo individual, fue tratado como una poblacion
individual. Por lo tanto, si un cultivo tratado con petroleo o diesel alcanza el
crecimiento observado en los cultivos control, se transfiere al siguiente ciclo
de ratchet.
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TUBOS Tubos Tratados
o %QNdTRC?II-t' (Medio de Cultivo + células + agente selectivo)
eqio ae Cultivo
+
células

) 0,15x 0,45x 1,5x 2,0x 3,0x 40x 60x 90x 120x 16,0x 21,0x 30,0x

| |
' i i i i i i ' ' ' i i Condiciones Iniciales
» +

Transferencia de cultivos con crecimiento neto ( cultivos transferidos al siguiente ciclo)

; 0,15x 0,45x 1,5x
l l l 1er Ciclo de Ratchet
0,45x 1,5x 1,5x
0.45x 1,5x

| Ul | | Ul Ul

2° Ciclo de Ratchet

0,45x

: 1,5x
00000 = 0

3° Ciclo de Ratchet

1,5x 1,5x 2,0x 2,0x

0,45x 2,0x 2,0x
2,0x 3,0x 3,0x

1= i

4° Ciclo de Ratchet

3,0x 4,0x 4,0x

2,0x 3,0x 3,0x

El experimento finaliza después de 11ciclos, cuando sélo se observa crecimiento neto de los cultivos
en los tubos control

11 ° Ciclo de Ratchet

30,0x - i
La maxima capacidad de
’ adaptacion se observa en una
concentracién de 30x en este caso

Figura 5: Esquema del experimento de ratchet.
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Tanto los cultivos tratados con petroleo como los tratados con diesel, fueron
inoculados a los siguientes ciclos correspondientes con idénticas
concentraciones en el numero de células, semejantes a las usadas en el cilo
inicial de fundacion del experimento (6 x 105 células). Se considero el ultimo
ciclo de ratchet cuando no se observo crecimiento de células en un cultivo
especifico después de un periodo de 90 dias.

Para estimar el numero de generaciones durante el experimento de ratchet se
utilizo la ecuacion clasica de Novick y Szilard (1950):

Ne =Ng29T £= %
donde:
Nt : es el nimero de células a tiempo=t
No: es el numero de células a tiempo t=0
t: es el tiempo
T: es el tiempo necesario para que prolifere una generacion

g: es el numero de generaciones

Test de toxicidad final:

Finalmente, se evaluo el efecto toxico de las concentraciones de 9%, 12%,
16%, 21%, y 30% (v/v) de petroleo o diesel en la eficiencia fotosintética y en
la tasa de crecimiento de los cultivos derivados obtenidos mediante el
experimento de ratchet, midiendo la eficiencia fotosintética para las cepas de
tipo salvaje antes y después del experimento de ratchet y comparandola con
las obtenidas para los cultivos expuestos a los agentes selectivos.

La concentracion maxima que llevo al crecimiento de cultivos derivados
obtenida al final de los ciclos de ratchet, proporciona la estimacién de la
capacidad maxima adaptacion del cultivo antes mencionado.
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5.2. Medida de la maxima respuesta a la seleccion tras el experimento
de Ratchet.

La herencia entendida como el pool genético que se transmite a lo largo de
las generaciones, es facilmente caracterizable en la mayoria de los indiviuos,
sin embargo estimar como estos caracteres van a manifestarse en los
individuos de una poblacion, resulta algo mas complicado.

La importancia relativa de la influencia que los efectos que el entorno
provoca en la manifestacion fenotipica de los caracteres cuantitativos, junto
con la herencia genética que poseen los individuos, constituye el estudio de
las heredabilidades.

La contribucion que el entorno realiza en la heredabilidad es dificilmente
medible debido a todos los factores que pueden intervenir o interaccionar
dando lugar a los distintos fenotipos procedentes de un mismo genotipo.

Hasta el momento, se han realizado estudios de heredabilidades en
organismos diploides, con resultados relativamente satisfactorios. Se trata,
en estos casos, de poblaciones mendelianas en las que hay reproduccion
sexual, y por lo tanto recombinacion.

El caso de la mayoria de las especies fitoplanctonicas es radicalmente
distinto a las anteriores, debido a que, en general, no se trata de poblaciones
mendelianas porque se reproducen asexualemente y no hay recombinacion.

En el fitoplancton, normalmente, encontramos diferentes genotipos dentro de
una misma poblacion; su distincion y separacion es una tarea compleja e
inabordable en la mayoria de las ocasiones, por lo que la medida de la
heredabilidad en este tipo de organismos, no ha sido hasta ahora abordada.

Con los datos obtenidos en los experimentos anteriores podemos realizar un
estudio de la medida de la maxima respuesta a la seleccion de los
organismos de ensayo, frente a los contaminantes antropogénicos utilizados
(petroleo y diesel), es decir, podemos medir la heredabilidad de la eficacia
bilégica (fitness) en la poblacion estudiada.
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Esto es posible, porque partimos de un soélo genotipo, en especies con
reproduccion asexual, por lo tanto sin recombinacion, y en las que la tinica
fuente posible de variabilidad genética, que permita la supervivencia
superado el umbral de la adaptacion fisiologica, es la mutacion.

En este trabajo de investigacion se han desarrollado procedimientos
inspirados en las metodologias convencionales, utilizados en genética
cuantitativa, para medir, por primera vez, la respuesta a la seleccion y la
heredabilidad, en organismos fitoplanctonicos, mejorados mediante
seleccion artificial (Falconer 1981).

En primer lugar estimamos la respuesta a la seleccion (R) como:

R = or- 00 (Falconer 1981)
donde:

or: valor medio fenotipico de la poblacion de microalgas después del
experimento de Ratchet.

oo: valor medio fenotipico de la poblacion de microalgas antes del
experimento de Ratchet.

En nuestro caso y justo al final de nuestro experimento de ratchet, la
respuesta a la seleccion coincide con la maxima respuesta a la seleccion
(Rmax) ya que el experimento de Ratchet prosiguié hasta que no se alcanzo
mas respuesta, es decir, hasta que el crecimiento observado a la dosis de
contaminante fue nulo.

Dado que:

Rmax =i h2 op (Falconer 1981)
donde:
i: intensidad de la seleccion.
h? es la heredabilidad.

op: desviacion estandar de los valores fenotipicos de la poblacion.
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Como conocemos el valor de Rmax podemos estimar una serie de valores de
intereés.

La estimacion de h? puede calcularse como la pendiente de la linea de
regresion entre los valores medios iniciales (antes del experimento de
Ratchet) y finales (después del experimento de Ratchet).

Los valores de op pueden calcularse directamente y se conocen todos los
demas valores de la ecuacion, por lo que podemos estimar la intensidad de la
seleccion (i), mediante la ecuacion anterior.
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5.3. Aplicaciones de los microorganismos obtenidos por seleccion
artificial a distintos problemas de Dbiorremediacion de
contaminantes antropogénicos

Una vez seleccionados organismos resistentes con la maxima capacidad de
adaptacion a los contaminantes antropogénicos elegidos petrdleo y diesel,
proponemos en este trabajo de investigacion una nueva aproximacion para la
biorremediacion de los vertidos de petroleo, concretamente, para
biodegradacion de sus componentes mas toxicos y reclacitrantes, los
hidrocarburos.

Organismos experimentales y condiciones de cultivo:

Para realizar estos experimentos los organismos elegidos debian tener dos
caracteristicas principales y diferenciadoras de las bacterias:

Ser productores primarios, es decir, iniciadores de cadenas troficas, por lo
que no necesitan ser eliminados del ecosistema acuatico una vez utilizados.

Ser organismos fotosintéticos, disminuyendo la cantidad de CO2 en la
atmosfera y aumentando los niveles de oxigeno.

Estas dos caracteristicas permitiran que la biorremediacion no sélo aumente
la densidad fitoplanctonica de la zona que reciba el tratamiento, creando
nuevas cadenas troficas, recuperando asi la riqueza del ecosistema, sino
también contribuira a la recuperacion de los niveles de oxigeno y CO2 a nivel
global.

Los organismos utilizados para realizar estos estudios, que cumplen las
condiciones anteriormente mencionadas, proceden de una muestra de agua
en Arroyo Minero de Arriba, Nirihuan, Rio Negro, Argentina. Se trata de
clorofitas unicelulares (microalgas), que fueron identificadas por taxénomos
como Scenedesmus obtusus y Scenedesmus rapaporti.
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Scenedesmus obtusus (Meyen, 1829). Chlorophyceae, Chlorococcales,
Oocystaceae. Cenobio normalmente de 2 a 4 células (raramente 8 o mas)
normalmente unidas. Las colonias de 4 estan unidas en un plano horizontal
y desplazadas en el eje. Las células son ovoides con un diametro mayor de
7.5 pm y un diametro menor de 6.5 pm. La densidad celular de estas
especies fue de 9.200 + 700 células ml-1 (algaebase.org).

Scenedesmus rapaporti Chlorophyceae, Chlorococcales, Oocystaceae. Especie
con un cenobio de 2 a 4 células en colonias unidas en un mismo plano y las
células desplazadas del eje. Las células son mas esféricas (solo ligeramente
ovaladas) con un diametro mayor de alrededor de 5.5 pm y un diametro
menor de alrededor de 5.0 pm. La densidad celular de estas especies fue de
7.200 = 300 células ml-1 (Lopez-Rodas et al., 2009).

Figura 6: Scenedesmus obtusus Figura 7: Scenedesmus rapaporti

Las especies procedentes de las muestras recogidas de la expedicion de
Arroyo Minero, se aislaron y cultivaron para poder realizar posteriores
estudios tanto de sus morfologias, como de sus caracteristicas mas insdlitas,
debido a su crecimiento y evolucion en un ambiente extremo contaminado
por un vertido natural de petréleo que se remonta a 1915.
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Para el aislamiento de las especies encontradas se utilizaron dos métodos:

Aislamiento directo: utilizando micropipetas con un micromanipulador Zeiss-
Eppendorf conectado a un microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss,
Oberkochen, Alemania).

Procedimientos de diluciones sucesivas en placas multiensayo estériles de
poliestireno.

Una vez aisladas las cepas fueron re-clonadas mediante el aislamiento de
una sola célula.

Las cepas fueron cultivadas en frascos de 100 ml de cultivo celular con tapa
aireadora (Greiner Bio-One Inc Longwood, Nueva Jersey, EE.UU.), con 20 ml
de medio de cultivo comercial BG-11 (Sigma Aldrich Quimica, Taufkirchen,
Alemania), bajo luz continua de 60 micromol m2 s'! de longitud de onda de
400 a 700 nm proporcionada por tubos fluorescentes day-light (Phillips TLD
36W/ 33, Francia), a 20 °C en camaras de cultivo (Camaras de Crecimiento,
Modelo AGP, Ing. Climas, C / Industria 498-500, 08918 Badalona,
Barcelona, Espana).

El medio de cultivo BG-11 (Sigma-Aldrich-Fluka) fue preparado con agua
destilada (Elix 3uV Millipore) segun instrucciones del fabricante en una
cabina de fluyjo laminar para impedir la presencia de bacterias y refiltrado a
través de filtros estériles (Stericup, Millipore) de 0,22 micras de poro. Los
cultivos se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial mediante
transferencias de un inoculo a nuevas cajas con medio de cultivo nuevo una
vez cada 30 dias.

Las cepas aisladas fueron anadidas a la coleccion de cultivo de microalgas
del Laboratorio de Genética de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad
Complutense de Madrid.

Como en todos los casos anteriores, antes de la realizacion de los
experimentos, los cultivos fueron clonados a partir de de una sola célula para
prevenir el crecimiento de mutantes espontaneos que podrian haber
aparecido en los cultivos iniciales.
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Para la realizacion de los experimentos, los cultivos utilizados, procedentes
de la coleccion, fueron mantenidos en fase de crecimiento exponencial
mediante transferencias seriadas de alicuotas de 1-3 ml con nuevo medio de
cultivo BG-11 una vez al mes. Generandose las réplicas correspondientes 3P
correspondiente a Scenedesmus obtusus y 4P correspondiente a
Scenedesmus rapaporti.

La nomenclatura 3P y 4P, proviene del nombre con el que se encuentran
registradas las cepas utilizadas, en el Banco Espanol de Algas para Patentes:

Sc3P: Scenedesmus obtusus.
Sc4P: Scenedesmus rapaporti.

La ausencia de bacterias en los cultivos se confirmé semanalmente mediante
tincion con naranja de acridina de una muestra del cultivo, ésta fue
observada con un microscopio de epifluorescencia.

Analisis de biodegradacion y/o bioacumulacion de petrdoleo y derivados

El objetivo de este trabajo experimental fue comprobar si las especies
utilizadas eran capaces de degradar los hidrocarburos procedentes del
petréleo, y si la tasa de degradacion de hidrocarburos era igual en ambas
especies: Scenedesmus obtusus y Scenedesmus rapaporti (nueva especie
aislada del muestreo).

Para ello se fundaron cultivos de estas especies con un 5% de Fluka
Analytical Petroleum Special, con el siguiente diseno experimental (figura 8).

Se prepararon 4 controles que contenian un 5% de Fluka Analytical
Petroleum Special, en BG-11, y 2 series (una por cada especie microalgal) de
cuatro muestras cada una, procedentes de los cultivos de las dos especies
mencionadas anteriormente, con un contenido del patrén de petréleo igual
que en el caso de los controles.
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.\"'--—-r re? e = .-.-_-.-u—":
Control Scenedesmus obfusus Scenedesmus sp cf rapapordy
+ % Petroleo + B% Petrdleo + B% Petrdleo

l e

| ANALISIS FTIR HC | | ANALISIS FTIR HC | | ANALISIS FTIR HC |

Figura 8: disefio esquematico del experimento de biodegradacion y/o bioacumulacion de
petroleo

El petréleo es insoluble en agua, por lo que para asegurar que éste se
homogeneizaba en toda la muestra preparada para el experimento,
previamente a la adicion de las microalgas, en el caso de las muestras de los
cultivos, y en todas las muestras de los controles, las preparaciones fueron
sonicadas con Vibra Cell (Sonics & Materials Inc., Danbury CT, USA). El
patron de sonicacion fue de 4 pulsos cada 20 segundos, con una potencia de
40 watios y a una frecuencia de 16kHz.
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Una vez anadidas las microalgas, los cultivos preparados, se incubaron en
una camara de cultivo durante 15 dias a una temperatura de 22°C.

Transcurridos los 15 dias correspondientes al experimento se filtraron las
muestras, para eliminar la biomasa algal y cualquier otra materia solida
presente en las mismas. Como filtro se utilizé una red de plancton, en primer
lugar, y posteriormente un filtro de jeringa de 0.22 (m de los que se
obtuvieron los extractos acuosos para el posterior analisis de la tasa
degradacion de hidrocarburos.

Los extractos acuosos obtenidos se analizaron bajo un método basado en la
norma ASTM 3921 (Standard Test Method for Oil and Grease and Petroleum
Hydrocarbons in Water) y el método EPA 418b (Petroleum Hydrocarbons
(Spectrophotometric, Infrared).

Disefio estadistico:

De los datos obtenidos en los experimentos realizados se efectué un analisis
estadistico, basado en conceptos no paramétricos.

Los objetivos principales del analisis estadistico efectuado, fueron:

e Determinar si hubo biodegradacion, evaluando la existencia de
diferencias significativas entre los valores obtenidos en los
experimentos realizados, para los controles y para las dos especies
estudiadas.

e Calcular las tasas de biodegradacion.

e Determinar si existen diferencias entre las tasas de biodegradacion de
las dos especies estudiadas, comparando los resultados obtenidos en
los experimentos entre las dos especies entre si.
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Para estudiar si existia o no biodegradacion, se utilizé6 un test H de Kruskal-
Wallis no paramétrico, utilizando el paquete estadistico GraphPadlnstat
(GraphPad, Inc) para Apple.

El calculo de las tasas de biodegradacion se obtuvo comparando los
resultados de la cantidad de petroleo contenida en los controles sin células y
los cultivos experimentales, para determinar la  bioeliminacion
/biodegradacion correspondiente a las especies elegidas.

Para evaluar si habia diferencias entre las tasas de
bioeliminacion/biodegradacion se utilizé un test “a posteriori” (test de Dunn)
que analiza las diferencias por pares de tratamientos y posteriormente se
empled un remuestreo por bootstraping (remuestreo con 150 valores), para
corroborar los resultados obtenidos en el Test de Dunn.

No se emple6 un ANOVA (Analisis de Varianza) paramétrico al no cumplirse
las condiciones de normalidad (distribucion normal de los resultados),
homocedasticidad (homogeneidad de las varianzas), etc., requeridas para su
aplicacion.

La aplicacion de estos tratamientos estadisticos proporciona un analisis
cuantitativo de resultados, que permite corroborar si existe o no
bioeliminacion/biodegradacion y cual es la tasa de
bioeliminacion/biodegradacion de cada wuno de los microorganismos
ensayados.
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"Si no quieres obtener los mismos resultados no hagas siempre lo
mismo"

Albert Einstein







RESULTADOS

6.1. Mecanismos de adaptacion de microalgas a contaminantes
antropogénicos: petréoleo y diesel.

Resultados del Test de toxicidad inicial

Segun los resultados obtenidos en los experimentos realizados, podemos
decir que tanto el estandar de petréleo (Fluka Analytical Petroleum
Special Standard), como el estandar de diesel (Diesel Oil Standard), son
extremamente toxicos para todas las especies ensayadas. (Tabla 1)

Concentraciones de petroleo y diesel de tan sélo 0.45% (v/v) producen
una inhibiciéon considerable de la la fotosintesis (¢PSII) en todas las
especies analizadas.

Los efectos adversos se incrementan  drasticamente para
concentraciones de 1.50% (v/v). El petroleo parece ser mas toxico que el
diesel segun los datos encontrados.

% Inhibicion del @PSII (media + desviacion estandar)
Patron de Petrdleo Patron de Diesel
Dosis
SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% (control) 0 0 0 0 0 0
0.15 % 3+0 1+0 8+2 4+0 3+1 8+1
0.45 % 13+1 19+1 2815 13+1 20+1 26%3
1.50 % 25%2 28+1 794 19+1 27+1 70+ 9
3% 28+1 3242 100 2312 3143 100
9% 50+1 8419 3142 85+11
12 % 81+1 100 100 85+3

Tabla 1: Test de toxicidad inicial: efectos en el incremento de dosis de patrones de

petroleo y diesel en la fotosintesis (actividad de ¢PSII)
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Los efectos toxicos del petroleo y del diesel demostraron un amplio grado
de variacion interespecifica. Una concentracion del 3% (v/v) de cada uno
de los agentes selectivos es capaz de inhibir el 100% de la actividad de
¢PSII y el crecimiento de la cepa de MaD3 (Cyanobacteria). En contraste
con estos resultados, se requieren concentraciones de 9% y 12% (v/v) de

petréleo o diesel para inhibir el 100% de la actividad de

oPSII y el

crecimiento de la cepa DtM1 y SiD1, respectivamente. (Tabla 1 y Tabla

2)

% Tasa de Crecimiento (r) (media + desviacidn estandar)

Patréon de Petroleo

Patron de Diesel

Dosis
SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control | 0.74+0.05 | 0.61+0.03 | 0.53+0.05 | 0.74+0.05 | 0.61+0.03 | 0.53+0.05
0.15 % 0.73+0.2 | 0.61+0.04 | 0.42+0.05 | 0.72+0.04 | 0.60+0.03 | 0.45+0.02
045% | 0.68+0.03 | 0.53+0.002 | 0.16+0.04 | 0.69+0.01 | 0.56+0.04 | 0.18+0.03
150% | 0.36+0.06 | 0.29+0.08 | 0.09+0.05 | 0.45+0.05 | 0.31+0.10 | 0.07+0.03
3% 0.31+0.11 | 0.26+0.10 | Nohay | 32,003 | 0.08+0.07 | NOhay
crecimiento crecimiento
9% 0.04+0.03 | Nohay 0.11+0.04 | Nohay
crecimiento crecimiento
12 % No hay No hay
crecimiento crecimiento

Tabla 2: tasa de crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1),
Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) anteriores al
experimento de ratchet. Dosis expresadas en v/v (petréleo o diesel /medio de

cultivo).
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Resultados del analisis de fluctuacion:

Se obtuvieron tres resultados distintos para el analisis de fluctuacion de
las cepas de MaD3, DtM1 y SiD1 bajo condiciones crecientes de
petréleo y diesel (Tabla 1 y Tabla 2).

Las microalgas responden por medio de aclimatacion fisiologica en las
concentraciones mas bajas de de petrdoleo o diesel (3% en el caso de
DtM1; 3% y 9% en el caso de SiD1). Las células resistentes fueron
capaces de crecer en todos los cultivos de los experimentos del 1 Set y
Set 2 y no se observo ninguna fluctuacion (varianza/media = 1
constante con variabilidad de Poisson (p < 0.05, usando un test y2 de
bondad de ajuste).

Las microalgas se adaptan mediante raras mutaciones aleatorias para
concentraciones medias de los agentes selectivos considerados, petroleo
y diesel (3% en el caso de MaD3, 9% en el caso de DtM1 y 21% en el
caso SiD1).

En estos casos, la densidad celular se redujo drasticamente en cada
cultivo experimental debido a la destruccion de células sensibles. Sin
embargo, después de la incubacion adicional durante varias semanas,
varios cultivos recuperaron la densidad celular, debido al crecimiento de
variantes resistentes al petréleo o al diesel.

En el caso de Set 1, s6lo algunos cultivos se recuperaron después de 60
dias de la exposicion (tabla 2). En todos los cultivos del Set 1, la
varianza excede significativamente a la media (varianza/media > 1; p <
0.001, usando un test y 2 de bondad de ajuste). En contraste con estos
resultados, cada uno de los cultivos del Set 2 se recuperarn de la
exposicion y se pudieron detectar un numero similar de células
resistentes en cada uno de los cultivos (Tabla 1 y Tabla 2).

Los resultados correspondientes a una alta fluctuacion encontrada en
los cultivos del Set 1 se considera razonable porque podria deberse a
distintos procesos de errores de muestreo, que permiten inferir que las
células resistentes a petroleo surgieron debido a las raras mutaciones,
espontaneas ocurridas previamente a la exposicion a los agentes
selectivos.
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La tasa de mutacion estimada (r) desde cultivos sensibles a resistentes,
a petroleo y a diesel observada fue de 1.2 x 105>y 1.8 x 107°> mutantes
por division de célula (Tabla 2).

Las microalgas de las especies ensayadas son capaces de crecer (no de
adaptarse) en presencia de altas concentraciones de petroleo y diesel
(9% y 21% en el caso de MaD3, y 21% en el caso de DtM1).
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% Patron de Petrdleo (V/V)
3% 9% 21%
N de cultivos 50 25 50 25 50 25
replicados
N° de cultivos con 0 9 . 50 25 50 25
células resistentes
desde 1 a 10 34 25 - - - -
> 10% cél. resistentes
Fluctuacion Si No No
Mecanismo de Mutacion Ninguno Ninguno
Adaptacion
Tasa de mutacion (u) | 1,7x10°
% Patrén de Diesel (V/V)
3% 9% 21%
Set1 Set 2 Set1 Set 2 Set1 Set 2
Ne de cultivos 50 25 49 25 50 25
replicados
NP° de cultivos con 0 8 ) 49 25 49 25
células resistentes
desde 1 a 10* 31 25 - - - -
> 104 cél. resistentes 11 i i i ) )
Fluctuacion St No No
Mecanismo de Mutacion Ninguno Ninguno
Adaptacion
Tasa de mutacion (p) | 18x107

Tabla 3: Resultados del analisis de fluctuacién de M. aeruginosa en Patrén de petréleo y Diesel
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D. tertiolecta (DtM1)

% Patron de Petréleo (V/V)

3% 9% 21%
N2 de cultivos 50 25 50 25 50 25
replicados
N° de cultivos con 0 . ; 15 ) 50 25
células resistentes
desde 1 a 104 - - 38 25 - -
> 104 cél. resistentes >0 25 7 i i i
Fluctuacion No St -
Mecanismo de Adaptacién Mutacién Ninguno
Adaptacion fisiologica
Tasa de mutacion (p) 1,2x 105
% Patron de Diesel (V/V)
3% 9% 21%
Set1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2
N¢ de cultivos 50 25 50 25 50 24
replicados
NP° de cultivos con 0 _ _ 13 ) 50 24
células resistentes
desde 1 a 104 - - 38 25 - -
> 104 cél. resistentes 50 25 K ) . .
Fluctuacion No St -
Mecanismo de Adaptacién Mutacién Ninguno
Adaptaciéon fisiolégica
Tasa de mutacion (p) 1,3x 105

Tabla4 : Resultados del analisis de fluctuacion de D. tertiolecta en Patron de petroleo y Diesel
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Scenedesmus intermedius (SiD1)

% Patron de Petroleo (V/V)

3% 9% 21%
N de cultivos 50 25 50 25 50 25
replicados
N° de cultivos con 0 . . . . 13 .
células resistentes
desde 1 a 10* - - - - 32 25
> 104 cél. resistentes >0 25 50 25 5 i
Fluctuacién No No Si
Mecanismo de Adaptacion Adaptacion Mutacién
Adaptacién fisiolégica fisioldgica
Tasa de mutacién (u) 1,3x 10

% Patron de Diesel (V/V)

3% 9% 21%
Set1 Set 2 Set1 Set 2 Set1 Set 2
N¢ de cultivos 50 25 50 25 50 25
replicados
N° de cultivos con 0 . ) } . 11 .
células resistentes
desde 1 a 104 - - - - 25 -
> 104 cél. resistentes 50 25 50 25 14 i
Fluctuacion No No Si
Mecanismo de Adaptaciéon Adaptacion Mutacién
Adaptaciéon fisiolégica fisiolbgica
Tasa de mutacién (p) - - 1,5x 10

Tabla 5: Resultados del analisis de fluctuacion de S. intermedius en Patréon de petroleo y Diesel
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Resultados de la seleccion y mejora de resistentes mediante
ratchet:

La capacidad de adaptacion al petroleo o al diesel de las tres especies
estudiadas fue estimada en cultivos derivados, manteniendo grandes
poblaciones, continuamente expuestas a altas concentraciones del los
agentes selectivos durante el experimento de ratchet. (Tabla 6).

Se observaron diferencias considerables durante el tiempo o el numero
de generaciones requeridas para conseguir un crecimiento significativo
de los cultivos, bajo exposicion de los mismos, a concentraciones
crecientes de estandares de petrdleo o diesel en todas las especies
ensayadas (Tabla 6).

La cianobacteria MaD3, procedente de aguas continentales, fue la que
mostréo menor capacidad de adaptacion, comparada con el resto de las
especies. Como se puede ver en la tabla 3, MaD3, es capaz de resistir
concentraciones de estandares de petrdleo o diesel de entre el 6 y 9%
(v/v), pero no se observa crecimiento por encima de esas
concentraciones. Segun lo expuesto anteriormente podemos decir que la
maxima concentracion de petréleo o de diesel a la que se puede adaptar
la cianobacteria mencionada es del 9% (v/v).

En contraste con estos resultados la clorofila de la especie S.
intermedius, también procedente de aguas continentales, presenta,
segun los resultados la mayor capacidad de adaptacion, a los
contaminantes expuestos.

Se observo crecimiento en cultivos de SiD1 expuestos a concentraciones
superiores al 11% (v/v) de estandares de petroleo y diesel (Tabla 6).

La microalga marina D. tertiolecta fue capaz de crecer a concentraciones
de petroleo o diesel del 16% (v/v). El proceso de seleccion por ratchet
progreso durante numerosas generaciones (alrededor de 310, 220 y 160
en SiD1, DtM1 y MaD3, respectivamente).
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Ademas de estos resultados, los experimentos de ratchet nos
proporcionan otros resultados importantes. Cada una de las réplicas de
los cultivos ensayados constituye una poblacion independiente. Por esta
razon, los experimentos realizados nos permitieron analizar tres
poblaciones independientes

Como regla general, las tres réplicas de la misma cepa evolucionan de
manera similar. Aunque se observaron diferencias en el tiempo o en el
numero de generaciones a medida que se incrementaba la dosis de los
agentes selectivos, durante el proceso de adaptacion en el experimento
de ratchet (Tabla 6) .

Esta variacion entre réplicas de la misma especie en las mismas
condiciones, nos revela la influencia del azar en el proceso de
adaptacion.
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Scenedesmus Dunaliella Microcystis
intermedius tertiolecta aeruginosa
Ciclo Bt Dosis Patron de | Patron de | Patrén de | Patrénde| Patron de | Patron de
Ratchet Ratchet Petréleo Diesel Petréleo Diesel Petroéleo Diesel
1 0,15 — 0,45 20 20 20 20 40 20
1° 2 045—->15 40 40 40 40 40 80
3 15 —20 40 40 40 40 80 80
1 045 —>15 40 20 40 40 40 40
2° 2 15 —»20 20 20 20 20 80 60
3 20 —> 30 20 20 20 40 80 80
1 15 —»20 20 20 20 20 20 20
3° 2 20 —»3,0 20 20 40 20 80 60
3 30 —> 40 20 20 40 40 80 80
1 20 —»3,0 20 20 40 20 80 80
40 2 30 —>4,0 20 20 40 40 60 60
3 40 —6,0 40 20 60 40 80 80
1 30 —40 20 20 40 40 60 60
50 2 40 —6,0 40 20 60 40 80 60
3 6,0 —9,0 60 40 80 60 80 80
1 40 —6,0 40 20 60 40 60 60
6° 2 6,0 —9,0 60 40 60 60 80 80
3 9,0 » 12,0 60 40 80 60 incapaz incapaz
1 6,0 —»9,0 40 40 60 40 incapaz incapaz
7° 2 9,0 —» 12,0 60 40 80 60 incapaz incapaz
3 12,0 —» 16,0 60 40 80 80
1 9,0 —» 12,0 60 60 80 60 - -
8° 2 12,0 —» 16,0 60 60 80 80 - -
3 16,0 —» 21,0 80 60 incapaz incapaz - -
1 12,0 —» 16,0 80 60 80 80 - -
90 2 16,0 —» 21,0 80 60 incapaz incapaz - -
3 21,0 — 30,0 80 80 - - - -
100 1 16,0 > 21,0 80 80 incapaz incapaz - -
2 21,0 —» 30,0 incapaz incapaz - - - -
11° 1 21,0 - 30,0 incapaz incapaz - - - -

Tabla 6: resultados del crecimiento en los ciclos del experimento ratchet para las
especies Scenedesmus intermedius, Dunaliella tertiolecta y Microcystis aeruginosa, con
patrones de petréleo y diesel.
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Resultados del Test de toxicidad final:

Se comparo, por ultimo, la inhibicion de la fotosistema II (¢PSII), y la
tasa de crecimiento después de la exposicion de los cultivos, a los
estandares de petréleo y de diesel, entre los cultivos ancestrales (antes
de los experimentos), y los mutantes resistentes obtenidos mediante
analisis de fluctuacion o seleccion mediante ratchet. (Tablas 1 y 4,
respectivamente).

Mutantes resistentes obtenidos mediante analisis de fluctuacion

Experimento de Fluctuacion
% Inhibicion del @PSII (media + desviacion estandar)
— Patron de Petréleo Patron de Diesel
(V/V) : :
SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control 0 0 0 0
0.15% 1 2+1 6x3 1 2+1 6+3
0.45% 512 5+3 14+4 4+3 5+4 17£2
1.50% 7+1 9+6 29+11 712 8+3 28+7
3% 10+£3 177 50+10 o+4 14+5 46+10
9% 154 23+10 9849 136 217 98+10
12% 23+4 3111 - 21+7 3216 -
16% 35+6 42+9 - 33%10 44+5 -
21% 737 97+8 - 6919 9111 -
30% 91+11 - - 9010 - -

Tabla 7: Test de toxicidad final: efectos en el incremento de dosis de patrones de
petréleo y diesel en la fotosintesis (actividad de ¢PSII) después del analisis de
fluctuacion.

Los mutantes resistentes obtenidos mediante analisis de fluctuacion
muestran un incremento significativo en al resistencia a los estandares
mencionados. Por ejemplo, en el caso de la especie salvaje de SiD1, una
concentracion del 12% de petroleo o diesel inhibe el crecimiento, pero
los mutantes resistentes obtenidos mediante analisis de fluctuacion son
capaces de crecer a concentraciones del 21% de los agentes selectivos.
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En el caso de la especie salvaje de MaD3, el crecimiento se inhibe para
concentraciones del 3% de petroleo o diesel, pero es necesaria una
concentracion del 9%, para inhibir el crecimiento en los mutantes
obtenidos mediante analisis de fluctuacion.

Experimento de Fluctuacion
Tasa de Crecimiento (r) (media + desviacion estandar)
Patron de Petrédleo Patron de Diesel
Dosis
(V/V)
SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control | 0.74+0.05 0.61+0.03 0.53+0.05 0.74+0.05 0.61+0.03 0.53+0.05
0.15% 0.74+0.06 0.60+0.04 0.52+0.05 0.75%0.03 0.57+0.06 0.51+0.05
0.45% 0.71+0.06 0.55+0.03 0.29+0.08 0.70+0.03 0.55%0.05 0.32+0.03
1.50% 0.57+0.11 0.51+0.07 0.20+0.07 0.56+0.07 0.53%+0.10 0.17+0.07
3% 0.46+0.09 0.34+0.03 0.05+0.03 0.49+0.12 0.36+0.09 0.05+0.04°
9% 0.34#0.11 | 0.17+0.08 No hay 0.36+0.07 | 0.21+0.08 No hay
crecimiento crecimiento
12% 0.24+0.13 0.09+0.06 - 0.26+0.02 0.11+0.07 -
16% 0.09+0.07 0.07+0.05 - 0.11+0.05 0.06%£0.04 -
21% 0.03+0.02 No hay - 0.05+0.03 No hay -
crecimiento crecimiento
30% No hay . . No hay - .
crecimiento crecimiento

Tabla 8: tasa de crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1),

Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) posteriores al

experimento de fluctuacion. Dosis expresadas en v/v (petréleo o diesel /medio de

cultivo).
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Resultados de las cepas resistentes obtenidas mediante seleccion por
Ratchet

Experimento de Ratchet
% Inhibicion del @PSII (media + desviacion estandar)
—— Patron de Petréleo Patron de Diesel
(V/V) , :
SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control 0 0 0 0 0 0
0.15% 0 0] 1 0 0 0
0.45% 1 2+1 3%1 0 1 2
1.50% 3x1 5+2 83 3%1 3%1 7x2
3% 4+1 14+4 21+6 4+1 10+1 192
9% 514 21+5 353 5+3 18+4 32+7
12% 10+3 28+6 100% 9+2 2914 100%
16% 2042 49+7 - 19+3 4849 -
21% 2515 97+11 - 232 9617 -
30% 3317 - - 314 - -
50% 39+9 - - 37+6 - -

Tabla 9: Test de toxicidad final: efectos en el incremento de dosis de patrones de
petréleo y diesel en la fotosintesis (actividad de ¢PSII) después del experimento de
ratchet.

Ademas, todos los cultivos resistentes derivados de las especies
estudiadas (MaD3, DtM1 y SiD1) presentan un incremento significativo
en sus tasas de adaptacion a los agentes selectivos después de varios
ciclos del experiemento de ratchet, comparados con los mutantes
obtenidos mediante analisis de fluctuacion. La concentracion maxima a
la que son capaces de adaptarse los mutantes seleccionados mediante
ratchet, es decir, la que permite el crecimiento, nos indica una
estimacion de la maxima capacidad de adaptacion antes mencionada en
los cultivos de las especies estudiadas.
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Experimento de Ratchet

Tasa de Crecimiento (r) (media + desviacion estandar)

Patron de Petroleo

Patron de Diesel

Dosis
(V/V) SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control |0.74+0.05| 0.61+£0.03 | 0.53+0.05 |0.74+£0.05| 0.61+0.03 | 0.53+£0.05
0.15% 0.74+£0.06 | 0.60+0.03 | 0.50+£0.02 |0.72+0.01| 0.61+£0.04 | 0.51£0.03
0.45% 0.72£0.02| 0.53£0.01 | 0.38%0.06 |0.72+0.02| 0.55£0.04 | 0.41+0.04
1.50% 0.71+0.04 | 0.47+£0.06 | 0.26+£0.08 |0.73+£0.04| 0.49+0.05 | 0.30x0.01
3% 0.70+£0.06| 0.38+0.05 | 0.24+0.07 |0.71£0.03| 0.41+0.03 | 0.23£0.05
9% 0.68+0.05| 0.28+0.05 | 0.15£0.09 |0.69+0.06| 0.33+£0.07 | 0.16x0.06
12% 0.61:0.02| 0.23+0.08 | Nohay g 65i607] 0.26:0.03 | Nohay
crecimiento crecimiento
16% 0.48+0.03| 0.12+0.03 - 0.51+£0.04| 0.14 £0.05 -
21% 0.42+0.06| Nohay ; 0.45:0.04 | Nohay ;
crecimiento crecimiento
30% 0.38%£0.06 - - 0.39+0.03 - -
50% 0.34+0.05 - - 0.3520.03 - -

Tabla 10: tasa de crecimiento (r), de las cepas de Scenedesmus intermedius

(SiD1), Dunaliella tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3) posteriores
al experimento de ratchet. Dosis expresadas en v/v (petréleo o diesel /medio de
cultivo).
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6.2. Resutados de la respuesta de la eficacia biologica (fitness
malthusiano) a la seleccion durante el experimento de Ratchet.

La respuesta del parametro malthusiano de fitness (eficacia biologica) a
la seleccion que se produjo durante el experimento de Ratchet para
incrementar la resistencia al petroleo y al diesel, vario
considerablemente entre las distintas dosis:

La respuesta a la seleccion fue muy baja (practicamente cero), a la dosis
mas pequena estudiada (0.15% de petroleo o de diesel, Tabla 11).
También la heredabilidad tomoé valores muy bajos. Esto indica que
durante los centenares de generaciones que dur6 el experimento de
Ratchet, practicamente no se fijo en la poblaciéon ningiin nuevo genotipo
originado por mutacion. Aunque la mutacion ocurre a una tasa
constante y tanto el tamano de las poblaciones como el numero de
generaciones transcurrido asegura la ocurrencia de innumerables
mutaciones nuevas, estas no se fijan en las poblaciones, principalmente
porque el efecto toxico de estas bajas dosis de petrdleo y de diesel es lo
suficientemente bajo como para que una simple adaptacion fisiologica
de los genotipos originales pueda resistirla.

A medida que aumentan las dosis de petroleo y de diesel,
progresivamente aumenta la respuesta a la seleccion, asi como los
valores de heredabilidad en las distintas especies. También se observa
que las microalgas en general y Scenedesmus en particular se adaptan
mucho mas facilmente (por aclimatacion fisioloégica) que la cianobacteria
Microcystis.

Asi a dosis de 0.45% de petroleo o de diesel (Tabla 12), la respuesta a la
seleccion y la heredabilidad realizada sigue siendo muy baja en
Scenedesmus y Dunaliella (practicamente 0, indicando que la adaptacion
todavia se debe a componentes no genéticos), mientras que en
Microcystis ya se produce una considerable respuesta a la seleccion
(alrededor del 0.22) mientras que los valores de heredabilidad son ya de
aproximadamente 0.56, indicando que en esta especie los componentes
genéticos ya resultan imprescindibles para lograr la adaptacion.
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A dosis de 1.5% y de 3% de petrdleo y diesel (Tablas 13 y 14), en todas
las especies se observa un elevada respuesta a la seleccion y valores de
heredabilidad altos indicando que los componentes genéticos resultan
ya imprescindibles para conseguir la adaptacion a estas dosis elevadas
de petroleo y diesel. La dosis del 3% marca ya el limite en Microcystis,
donde el valor de heredabilidad es 1, indicando que toda la adaptacion
se produce debido solo a la base genética.

Esta tendencia prosigue con las dosis mayores de 9% y 12% de petroleo
y diesel. E1 9% marca ya el limite para Dunaliella, cuya heredabilidad
alcanza un valor de 1, indicando que toda la adaptacion se produce
debido solo los componentes genéticos. Por ultimo la dosis del 12% de
petréleo o diesel marca el limite para Scenedesmus (heredabilidad de 1;
se adapta exclusivamente en base a componentes genéticos). Esta dosis
también marca el limite de adaptacion para Microcystis, que ya no
consigue adaptarse (Tablas 15y 16).

Hay que destacar que tanto la respuesta de todas las especies a todas
las dosis fue muy semejante con independencia de que el toxico fuese
petroleo o gasoil.
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DOSIS 0.15%

Patron de | Patron de Patron de Patrén de Patron de Patron de
Petroéleo Diesel Petroleo Diesel Petroleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,74 0,72 0,6 0,61 0,5 0,51
seleccion
Valor fenotipico
antes de la 0,73 0,72 0,61 0,6 0,42 0,45
seleccion
Respuesta a la 0,01 0 0,01 0,01 0,08 0,06
seleccion
Heredabilidad 0,014 ; : 0,016 0,160 0,118
realizada estimada

Tabla 11: parametros de respuesta a la selecciéon y heredabilidad para dosis de patrones de

petroleo y diesel del 0.15%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM 1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)

DOSIS 0.45%

Patron de Patron de Patron de Patréon de Patron de | Patréon de
Petrodleo Diesel Petroleo Diesel Petroleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,72 0,72 0,53 0,55 0,38 0,41
seleccion
Valor fenotipico
antes de la 0,68 0,69 0,53 0,56 0,16 0,18
seleccion
Respuesta a la
seleccidn 0,04 0,03 0 -0,01 0,22 0,23
Heredabilidad
realizada 0,056 0,042 - - 0,579 0,561
estimada

Tabla 12: parametros de respuesta a la seleccién y heredabilidad para dosis de patrones de

petréleo y diesel del 0.45%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM 1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)
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DOSIS 1.5%

SiD1 DtM1
. |
Patron de Patréon de Patron de Patréon de Patron de | Patréon de
Petrédleo Diesel Petroleo Diesel Petrédleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,71 0,73 0,47 0,49 0,26 0,3
seleccion
Valor fenotipico
antes de la 0,36 0,45 0,29 0,31 0,09 0,07
seleccion
Respuesta a la
seleccién 0,35 0,28 0,18 0,18 0,17 0,23
Heredabilidad
realizada 0,493 0,384 0,383 0,367 0,654 0,767
estimada

Tabla 13: parametros de respuesta a la selecciéon y heredabilidad para dosis de patrones de

petroleo y diesel del 1.5%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)

DOSIS 3%
Patron de Patron de Patron de Patron de Patron de | Patréon de
Petrodleo Diesel Petroleo Diesel Petroleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,7 0,71 0,38 0,41 0,24 0,23
seleccion
Valor fenotipico
antes de la 0,31 0,37 0,26 0,28 0 0
seleccion
Respuesta a la
seleccidn 0,39 0,34 0,12 0,13 0,24 0,23
Heredabilidad
realizada 0,557 0,479 0,316 0,317 1,000 1,000
estimada

Tabla 14: parametros de respuesta a la selecciéon y heredabilidad para dosis de patrones de

petréleo y diesel del 3%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)
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DOSIS 9%
Patron de Patron de Patron de Patréon de Patron de | Patréon de
Petroleo Diesel Petrédleo Diesel Petroleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,68 0,69 0,28 0,33 0,15 0,16
seleccion
Valor fenotipico
antes de la 0,04 0,11 0 0 0 0
seleccion
Respuesta a la
seleccion 0,64 0,58 0,28 0,33 0,15 0,16
Heredabilidad
realizada 0,941 0,841 1,000 1,000 1,000 1,000
estimada

Tabla 15: parametros de respuesta a la selecciéon y heredabilidad para dosis de patrones de

petréleo y diesel del 9%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)

DOSIS 12%

Patréon de Patréon de Patréon de Patrén de Patron de | Patrén de
Petroleo Diesel Petréleo Diesel Petroleo Diesel
Valor fenotipico
después de la 0,61 0,65 0,23 0,26 0 0
seleccién
Valor fenotipico
antes de la 0 0 0 0 0 0
seleccién
Respuesta a la
seleccidn 0,61 0,65 0,23 0,26 0 0
Heredabilidad
realizada 1 1 1 1
estimada

Tabla 16: parametros de respuesta a la selecciéon y heredabilidad para dosis de patrones de

petroleo y diesel del 12%, de las cepas de Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella
tertiolecta (DtM1) and Microcystis aeruginosa (MaD3)
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6.3. Aplicaciones de la adaptacion de microalgas a contaminantes
antropogénicos: biorremediacion de petrdoleo en ecosistemas
acuaticos.

Los resultados de los experimentos, que se resumen en la figura 9,
muestran como en condiciones totalmente aisladas de otra fuente de
carbono no perteneciente al petréleo inoculado, las especies
consideradas proliferan satisfactoriamente degradando el petroleo.

De los resultados obtenidos podemos decir que la especie Scenedesmus
rapaporti presenta una tasa de degradacion mas alta que la especie
Scenedesmus obtusus.

Experimento de Biodegradacion

Ocontrof

3 B Sc. obtusus

OSc. rapaporti

% petroleo después del experimento de
biodegradacion

1 2 3 4

N°de Experimento

Fig 9: Biodegradacion de Hidrocarburos con Sc.obtusus y Sc.rapaporti.
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Resultados del Analisis estadistico: Comprobacion de la existencia
de biodegradacion

De los datos representados en la figura 9 se realiza un Test H de
Kruskal-Wallis, para comprobar que existe biodegradaciéon o
biorremediacion del agente toxico inoculado en los experimentos
realizados. Los resultados obtenidos aparecen en la siguiente tabla:

Comparacion de datos procedentes de Controles vs Sc.obtusus y
Sc.rapaporti

Media de Rangos

Control 10,5
Sc.rapaporti 3,8 KW=7,6 p=0,2%
Sc. obtusus 5,1

Tabla 17: Analisis de datos mediante el test H de Kruskal-Wallis

* . existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas.
KW: parametro de Kruskal Wallis.

El test H de Kruskal-Wallis indica que una vez calculados los rangos de
los resultados obtenidos en los experimentos y el parametro de Kruskal-
Wallis (KW), si la probabilidad obtenida es menor o igual de 0,05
entonces se demuestra que hay diferencias significativas entre todos los
resultados de biodegradacion obtenidos en los experimentos realizados.
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Lo que constata que ha existido biodegradacion de los hidrocarburos
presentes en el petroleo inoculado.

Calculo de las tasas de biodegradacion de Hidrocarburos

De los datos representados en la figura 9 se realiza un analisis

estadistico convencional, cuyos resultados aparecen en la siguiente
tabla:

Especie N° Puntos | Media s Error std. en p | Mediana

Control 4 4,450 0,4509 0,2255 4,600
S. rapaporti 4 1,175 0,8098 0,4049 2,050
S. obtusus 4 2,375 0,9215 0,4608 2,300

Tabla 18: Datos de la biodegradacion de hidrocarburos con S.obtusus y S.rapaporti

Tasa de degradacion de Scenedesmus obtusus: 49 %.

Tasa de degradacion de Scenedesmus rapaporti: 74 %.
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Calculo de las diferencias entre las tasas de biodegradacion de
Hidrocarburos

De los datos representados en la figura 8 se realiza un test de Dunn,
cuyos resultados aparecen en la siguiente tabla:

Diferentes rangos

Control vs S.rapaporti 0,6 p<0,05*
Control vs S. obtusus 5,4 p<0,05*
S.rapaporti vs S. obtusus 1,2 p>0,05

Tabla 19: Test de comparacion multiple de Dunn

* . existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas

El test H de Dunn indica que una vez calculados los rangos de los
resultados obtenidos en los experimentos y aplicando el estadistico de
Dunn, si la probabilidad obtenida (p), es menor o igual de 0,05 entonces
se demuestra que hay diferencias significativas entre los experimentos
realizados entre los controles y cada una de las especies, sin embargo
no existen diferencias significativas entre los ensayos realizados entre
ambas especies.
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El Boostrap resampling consiste en generar, con los datos obtenidos en
los experimentos, una serie aleatoria de datos de los mismos valores.
Esto equivaldria a haber hecho un numero de experimentos mucho
mayor, lo que permite evaluar realmente la diferencia entre las tasas de
biodegradacion de Scenedesmus rapaportiy Scenedesmus obtusus.

S.rapaporti vs S. obtusus p<0,05*

Tabla 20: Bootstrap resampling (generacion de 105 datos)

* : existen diferencias significativas entre las poblaciones comparadas.

A pesar de que el test de Dunn no indica diferencias significativas entre
las tasas de biodegradacion de las especies estudiadas, porque el
numero de experimentos realizados es pequeno, al aplicar un Bootstrap
resampling aparecen diferencias significativas entre las tasas de
degradacion de las especies estudiadas.
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"Si los resultados no se ajustan a la teoria, peor para la teoria "

" Carlos Castillo del Pino, Naturaleza del saber "







DISCUSION

7.1. Mecanismos de adaptacion y mejora de microalgas a
contaminantes antropogénicos

Existen muchas evidencias de que el petroleo es toxico para las
microalgas, a pesar de que algunas especies son mas resistentes que
otras (Siron et al., 1996; Tewari et al., 2001; Suderman & Thistle, 2004;
Varela et al., 2006; Salas et al., 2006). En consecuencia, la exposicion a
petroleo o a diesel, inhibe el 100% del crecimiento en todas las especies
analizadas antes del los experimentos de seleccion y mejora realizados.

A pesar de esto, hasta el momento se conoce poco sobre los mecanismos
de adaptacion del fitoplancton a estos contaminantes antropogénicos, y
sus causas.

Comprender los mecanismos implicados en la adaptacion de microalgas
expuestas a petroleo o derivados, seria seguramente muy util para la
realizacion de predicciones sobre la evolucion de la ecologia del
fitoplancton expuesto a contaminacion derivada de crudo de petroleo.

Los vertidos de crudo de petréleo reducen drasticamente la riqueza de
especies del fitoplancton, dado que la supervivencia de las microalgas
sometidas a una contaminacion extrema con petroleo sélo podria
lograrse mediante algun tipo de adaptacion (Lopez-Rodas et al., 2009;
Carrera-Martinez et al., 2010, 2011).

Generalmente se asume que los organismos fitoplanctonicos pueden
sobrevivir a contaminantes como resultado de aclimatacion fisiologica
apoyados por modificaciones de la expresion génica.

Sin embargo, cuando la concentracion de un factor toxico excede los
limites fisiologicos, la supervivencia se basa en la evolucion adaptativa,
que depende, en ultima instancia, del origen de nuevas mutaciones
(Sniegowski and Lenski, 1995; Sniegowski, 2005).

En los experimentos realizados en este trabajo de investigacion, cuando
las diferentes cepas fueron expuestas a patron de petrdleo o diesel, se
pudo ver que los cultivos mostraron una destrucciéon masiva de las
células sensibles.
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Después de la incubacion posterior con crudo de petréleo o diesel,
algunos cultivos fueron capaces de crecer debido a las células que eran
resistentes a los agentes toxicos. Estas células resistentes son la clave
para la comprension de la adaptacion del fitoplancton a la
contaminacion de los patrones de petroleo o diesel.

El analisis de fluctuacion permite distinguir entre las células
resistentes, derivadas de raras mutaciones espontaneas que ocurren al
azar, durante la replicacion de los organismos antes de la exposicion al
petroleo, y células resistentes que adquirieron adaptacion inducida por
la exposicion al petréoleo o aclimatacion, motivadas por las
modificaciones de la expresion génica.

Las grandes fluctuaciones en el numero de células resistentes a los
patrones de petrdleo o diesel observadas en los experimentos del Set 1,
en comparacion con la fluctuacion insignificante en los controles del Set
2 (observado en las concentraciones de 3%, 9% y 21% (v/v) de patrones
de petroleo o diesel en agua para Ma3D, DtM1 y SiD1, respectivamente),
sugiere que estas células resistentes surgieron por raras mutaciones
espontaneas y no a través de la adaptacion directa y especifica en
respuesta a los patrones de petréleo o diesel.

Los agentes selectivos no estimularon la aparicion de las células
resistentes y en presencia del rapido efecto letal de hidrocarburos
procedentes del petroleo y del diesel parece improbable la aparicion de
mutaciones adaptativas.

En contraste cuando los cultivos se exponen a bajas concentraciones de
los agentes selectivos, no se observa fluctuacion, demostrando asi, que
es toxicidad no excede los limites de la adaptacion fisiologica.

Como la adaptacion a condiciones extremas, tales como vertidos de
petroleo o diesel, es dificil, el punto de vista clasico, se asume que la
adaptacion genética bajo condiciones tan extremas es un proceso
gradual (revisado por Gould, 2002).
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Por el contrario, segun los resultados obtenidos en los experimentos
realizados podemos decir, que algunas cianobacterias y microalgas
pueden adaptarse al petroleo o al diesel, extremadamente rapido a
través de mutaciones individuales.

Evidencias recientes sugieren que la mutacion en un locus permite la
adaptacion de cianobacterias y microalgas a otros ambientes hostiles
(Flores-Moya et al., 2005; Costas et al., 2007; Lopez-Rodas et al.,
2008a,b) asi como a otros contaminantes contaminantes antropogénicos
(Costas et al., 2001; Lopez-Rodas et al., 2001, 2006; Garcia-Villada et
al., 2002, 2004).

Las tasas de mutacion de células sensibles al petroleo o al diesel, frente
a celulas resistentes van desde 1.2 x 107> to 1.8 x 1075 mutantes por
division celular. Estos valores se encuentran entre los mas altos en
microalgas. Se observaron efectos similares en crudo de petroleo
(Carrera-Martinez et al., 2010, 2011).

Por lo general, las tasas de mutacion de microalgas de sensibles frente a
resistentes a los agentes contaminantes, oscilan entre 105 y 1077,
sugiriendo que el cambio genético necesario para convertirse en células
resistentes al petrdleo o al diesel se logra mas facilmente, que adaptarse
a otros tipos de contaminantes, en microalgas.

En cualquier caso, parece ser que la adaptacion a altas concentraciones
de petroleo o diesel es complicada. Ni M. aeruginosa ni D. tertiolecta
fueron capaces de adaptarse rapidamente a 9% o 21% (v/v) medios con
petréleo o diesel, respectivamente, en los experimentos de fluctuacion.

Sin embargo, es posible estimar la maxima capacidad de adaptacion de
microalgas a un agente selectivo a través de modelos experimentales
manteniendo grandes poblaciones de células en constante division bajo
altas presiones de seleccion. Esta limitacion puede superarse mediante
la realizacion de experimentos que incluyen varios valores de presion de
seleccion (Huertas et al., 2010, 2011).
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Este enfoque asegura tanto la aparicion de mutaciones que confieren
adaptacion como el mantenimiento simultaneo de una fuerte presion de
seleccion, que aseguran su conservacion dentro de la poblacion. Estas
aproximaciones metodologicas se denominan ensayos de ratchet. La
seleccion por ratchet incrementa significativamente la resistencia al
petroleo (por ejemplo hasta seis veces en M. aeruginosa).

El procedimiento de ratchet estima la maxima capacidad de adaptacion
de microorganismos a un agente selectivo como resulado de dos
procesos: aclimatacion fisiologica apoyado por modificaciones de la
expresion génica, y adaptacion genética, que ocurre debido a la
aparicion de mutaciones que confieren resistencia y posterior seleccion.

Sin embargo, la resistencia maxima debe lograrse mediante la
adaptacion genética. Carrera-Martinez et al. (2010, 2011), demostraron
que las microalgas eran capaces de proliferar en bajas concentraciones
de petroleo como resultado de la aclimatacion fisiologica, pero la
adaptacion de esas microalgas a altas concentraciones de petroleo
dependia exclusivamente de nuevas mutaciones que les conferian
resistencia.

Después de 10 ciclos de ratchet, S. intermedius, es capaz de crecer en
medios que contienen incluso concentraciones del 21% de petrdleo o
diesel. De la misma manera, D. tertiolecta, es capaz de crecer, después
de 9 ciclos de ratchet, en medios con concentraciones del 16% de
petroleo o diesel.

Por el contrario, las cianobacterias no demostraron una fuerte
capacidad de adaptacion. Varios estudios sobre adaptacion han
demostrado que las chlorophytas son generalmente las mas capaces de
adaptarse rapidamente a ambiente extremos en comparacion con las
cianobacterias y otras microalgas eucariotas.

Este patron se observo por primera vez tras el vertido toxico de metales
pesados en la mina de Aznalcodllar en Espana (Baos et al., 2002) y fue
confirmado en otros ambientes contaminado con metales pesados tanto
en Espana (Lopez-Rodas et al., 2008a), como en otros paises (Lopez-
Rodas et al., 2008b, Costas et al., 2007).
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En el municipio de Casares en Espana, unas pocas especies de
chlorophytas mesoéfilas proliferan como un ejemplo de rapida adaptacion
a aguas contaminadas con una gran cantidad de azufre (Flores-Moya et
al., 2005). Esta situacion también parece ser el patron seguido por las
microalgas en aguas geotérmicas extremadamente contaminadas de
I[talia y Argentina (Costas et al., 2008; Lopez-Rodas et al., 2009).

Aunque todavia quedan muchas incégnitas sobre el impacto que tiene
en el fitoplancton la contaminacion de petroleo y derivados, este estudio
demuestra, que es posible obtener una idea de la respuesta de las
poblaciones de microalgas a los cambios en las condiciones del habitat,
mediante el diseno de experimentos que permitan evaluar la capacidad
de adaptacion genética de estos microorganismos.

Usando un argumento de tipo "lex parsimoniae", los resultados de este
trabajo sugieren que la supervivencia del fitoplancton en medios
contaminados con petroleo y derivados, implica una combinaciéon
compleja de aclimatacion fisiologica, mutacion y seleccion.

En primer lugar, las microalgas pueden sobrevivir en ambientes
desfavorables como resultado de la aclimatacion fisiologica, que se
produce por las modificaciones fenotipicas sin cambios genéticos. Sin
embargo, cuando el umbral de un factor ambiental supera los limites
fisiologicos, la supervivencia depende exclusivamente de la adaptacion
genética, apoyado por la aparicion de mutaciones que confieren
resistencia y posterior seleccion de estos mutantes. Una mutacion
Unica, rara, espontanea, pre-selectiva es capaz de asegurar la
supervivencia de las microalgas bajo contaminacion al petrdleo o al
diesel.

La tasa de mutacion de la sensibilidad frente a la resistencia contra
petroleo o diesel es capaz de asegurar la supervivencia de especies de
microalgas en un ambiente contaminado con hidrocarburos. En
conclusion, es cierto que las mutaciones y la seleccion determinaran en
ultima instancia, la adaptacion de estos microorganismos.
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7.2. Respuesta de la eficacia biologica (fitness malthusiano) a la
seleccion durante el experimento de Ratchet.

Desde un enfoque de genética evolutiva, la aportacion conceptual mas
novedosa de este trabajo consiste en interpretar la respuesta de la
eficacia biologica (fitness malthusiano) a la seleccion que se produce
durante el experimento de Ratchet para incrementar la resistencia al
petroleo. Logicamente decidimos trabajar con un parametro como la
fitness, porque es el parametro mas importante desde un punto de vista
evolutivo.

Desde los inicios de la genética de poblaciones, la posibilidad de obtener
una prediccion de la capacidad de adaptacion de un organismo frente al
cambio ambiental resulté ser un objetivo prioritario. En 1930, Sir
Ronald Fisher acuné el Teorema General de la Seleccion Natural,
posiblemente el mas importante principio de la biologia de poblaciones,
"the rate of increase in fitness of any organism at any time is equal to its
genetic variance in fitness at that time”. Este principio se aplico
principalmente a poblaciones mendelianas de organismos diploides,
considerando que la variabilidad genética ya existente dentro de las
poblaciones era la mayor fuente de variabilidad (practicamente la tinica).
Asi los mecanismos de mantenimiento de la variabilidad genética en las
poblaciones (revisados por Fontdevila et al. 1975, Lewontin, 1974)
cobraron una importancia prioritaria en la biologia evolutiva.

Pero estos estudios expresamente desarrollados para poblaciones de
organismos diploides con reproduccion sexual no pueden aplicarse a
organismos que son generalmente haploides y con claro predominio de
la reproduccion asexual, entre los que se encuentran organismos tan
importantes como los organismos fitoplanctonicoslos cuales son
responsables de la mitad de la produccion primaria de la Tierra.
(Falkowsky & Raven, 1997).
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En estos organismos se ha seguido otro enfoque diferente: se trata de
organismos unicelulares microscoépicos, con tiempos de generacion muy
cortos (* 24 horas), que pueden cultivarse en el laboratorio en
cantidades ingentes (hasta 60 millones de células mll), en los que
pueden abordarse experimentos implicando centenares de generaciones
y muchos millones de individuos en poco tiempo. Asi se ha optado por
abordajes experimentales que permitan averiguar el papel de la
aparicion de nuevas mutaciones en la evolucion (Costas et al., 2008;
Garcia-Balboa et al. 2013, Marva et al. 2010, Lopez-Rodas et al. 2009) y
elucidar las causas de la adaptacion al cambio ( Flores-Moya et al. 2012,
2008; Rouco et al. 2011). Recientemente también se ha intentado
predecir el potencial evolutivo de poblaciones de estos organismos
fitoplanctonicos mediante el calculo de la heredabilidad (Lopez-Rodas et
al. 2014, in press).

Un importante paso se dio cuando se desarrollaron los experimentos de
ratchet, que permitieron determinar experimentalmente los limites
maximos de la adaptacion (medir la maxima capacidad de adaptacion)
(Orellana et al., 2008; Reboud et al., 2007; Huertas et al., 2010; 2011;
Romero-Lopez et al., 2012) lo que representé un avance conceptual
fundamental. Sin embargo estos experimentos adolecian de una
importante limitacion conceptual: aunque podia determinarse
experimentalmente la maxima capacidad de adaptacion, no podia
saberse cuanto de ésta se debia a los componentes genéticos y cuanto
se debia a los componentes residuales no genéticos (a la adaptacion
fisiologica).

En este trabajo se ha realizado un experimento de ratchet para medir
experimentalmente la maxima capacidad de adaptacion al petrdoleo y al
diesel. En el que la aclimatacion fisiologica juega un papel importante
sobre todo a bajas dosis. Pero sin duda alguna la aparicion de nueva
variabilidad genética por mutacion sobre la que posteriormente actua la
seleccion es el factor mas importante a tener en cuenta.

Aunque se pueda medir experimentalmente la maxima capacidad de
adaptacion, hasta la fecha nadie ha sido capaz de medir cuanto de esta
adaptacion se debia a causas genéticas (en concreto a la aparicion de
nuevas mutaciones que confieren resistencia sobre las que actua la
seleccion natural) y cuanto se debe a causas no genéticas.
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Nuestros resultados describen por primera vez un procedimiento que
permite determinar cuanto es genético y no genético en la capacidad de
adaptacion a distintas dosis crecientes de petrdleo y diesel. Partimos de
una poblacion inicial sin variabilidad genética (una sola célula que
empieza a reproducirse asexualmene) en la que por tanto aun no actua
la seleccion, en la cual, a lo largo de las generaciones aparecen
mutantes, para acabar con una poblacion final con cierto grado de
variabilidad genética, resultado de la accion de las fuerzas evolutivas
(principalmente la mutacion originando nuevos genotipos y la seleccion
natural cambiando sus frecuencias).

Como cabria esperar, la respuesta de la eficacia biologica a la seleccion
que se produjo durante el experimento de ratchet para incrementar la
resistencia al petroleo y al diesel, y que estimamos mediante el
parametro malthusiano de fitness (tasa de crecimiento), vario
considerablemente entre las distintas dosis y entre las diferentes
especies.

Logicamente a las especies les resulté mas facil adaptarse a bajas dosis
de petroleo y diesel que a altas. En general puede conseguirse
adaptacion a bajas dosis en parte debido a aclimatacion fisiologica y en
parte debido a la aparicion de nuevos mutantes que confieren
resistencia. Este fenomeno ya habia quedado establecido en anteriores
trabajos empleando analisis de fluctuacion, pero es la primera vez que
se establece en experimentos de ratchet que afectan a un gran numero
de generaciones.

A medida que se incrementaron las dosis la heredabilidad aumenté.
Cuando se alcanzaron las dosis mas altas, solo la nueva variabilidad
genética aparecida por mutacion durante los centenares de generaciones
a lo largo del tiempo, que duro6 el experimento, permitié su adaptacion.

Aunque tradicionalmente la heredabilidad suele interpretarse en el
sentido de una particion de varianza (fraccion de la variabilidad
fenotipica debida a componentes genéticos), en ultimo término podemos
interpretar la heredabilidad como la capacidad de responder a la
seleccion.
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Asi nuestra estima de la heredabilidad realizada al final de un
experimento de ratchet nos permite estimar cual es la maxima
capacidad genética de respuesta a la seleccion en poblaciones de
organismos fitoplancténicos, en los que a lo largo de las generaciones va
apareciendo nueva varibilidad genética por mutacion.

7.3. La adaptacion de microalgas a contaminantes antropogénicos
especificos: petréleo

Los ambientes extremofilos, caracterizados por los valores extremos de
pH, materiales toxicos, altas o bajas temperaturas y otros factores,
promueven la adaptacion de muchos microorganismos a condiciones
inusuales.

La proliferacion de estos microorganismos en ambientes extremos esta
motivada por la seleccion natural, que se produce por mutacion
espontanea, es decir, al azar y sin influencia del agente selectivo,
después de generaciones y generaciones de adaptacion, propiciadas por
ciclos de vida cortos y la alta variabilidad genética presente en los
mismos.

La mayoria de las especies degradadoras de crudo de petrdleo descritas
actualmente han sido encontradas en las proximidades de vertidos,
tanto naturales como artificiales, como resultado de las adaptaciones
producidas por mutaciones al azar (preadaptativas) que han realizado
especies comunes a las condiciones adversas del entorno a las que se
ven sometidas (Eshafie et al. 2007; Yang et al. 2009; Dasa et al. 2007;
Mackew et al 2007; Zinjarde & Pant 2002). En la mayoria de los casos
se trata de especies bacterianas, pero en este trabajo se describen
también varias especies de microalgas.

Se ha podido encontrar una variedad muy amplia de biomasa algal
incluso en las zonas mas contaminadas de Arroyo Minero, Argentina.
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Las microalgas han sido capaces de crecer en contacto con la
contaminacion por vertidos de crudo recalcitrantes. Gracias a su
adaptacion en las adversas condiciones de crecimiento a las que se han
visto sometidas, unas pocas especies de zooplancton y micro
invertebrados, han podido también sobrevivir en el ecosistema de Arroyo
Minero constituyendo una cadena trofica.

Al parecer, la adaptacion a la contaminacion de los vertidos de crudo de
petréleo no es facil, y la mayoria de las especies de microalgas son
capaces de realizar satisfactoriamente esta adaptacion después de un
proceso de evolucion que incluye procesos de mutacion espontanea.

Después de los experimentos realizados, los resultados parecen indicar
que las especies de microalgas ensayadas, Scenedesmus obtusus y
Scenedesmus rapaporti se encuentran perfectamente adaptadas al
ambiente extremo de Rio Negro, en el que las principales fuentes de
carbono resultan ser crudo de petréleo, en el caso de Arroyo Minero, o
petroleo, en el caso de los experimentos realizados.

Comparacion de Métodos fisicos y quimicos vs Métodos biologicos

En general, los meétodos fisicos de eliminacion de hidrocarburos
aplicados a los vertidos de crudo de petroleo o la eliminacion del mismo
crudo en si, resultan complejos de utilizar, debido a las extensiones de
los vertidos y a la capacidad de respuesta de remediacion de los mismos
(Trejo-Hernandez et al. 2007; Hughey et al. 2007; Nikolopouou &
Kalogerakis 2008; Chaineau et al. 2005). Estos métodos, ademas de ser
eficaces s6lo en las primeras etapas después de haberse producido el
vertido, son generalmente problematicos porque los residuos recogidos
son toxicos y el almacenamiento de los mismos es complicado.

Los métodos quimicos del mismo modo, presentan serios problemas. Los
dispersantes empleados pueden ser una alternativa eficaz, pero son
agentes muy selectivos, en los que la capacidad de actuacion, es decir,
la reaccion quimica producida, requiere unas condiciones de
temperatura y cinética especificas para proporcionar los rendimientos
esperados.

104



DISCUSION

Aun en los mejores casos, los hidrocarburos y el mismo crudo de
petréleo, no se degradan totalmente o degeneran en productos que
resultan todavia toxicos y que pueden provocar tragicas consecuencias
a largo plazo.

Muchos expertos sostienen que la combinacion de dispersantes y crudos
puede ser mas toxica que el crudo en si. Después del ultimo vertido en
el golfo de Mé&jico, la EPA ha realizado estudios que demuestran que los
dispersantes no son una buena alternativa para paliar los efectos de los
vertidos (Li et al. 2007; Chaineaux et al. 2005; Kelkar et al. 2007; Saeki
et al. 2009; Stockstad 2010).

Segun lo descrito anteriormente, la biodegradacion parece una
alternativa muy efectiva para eliminar los hidrocarburos procedentes de
los vertidos de petréleo en ambientes acuaticos.

Los estudios realizados describen que en casos de vertidos de
importante magnitud, como en el caso del vertido del buque Exxon
Valdez en 1989, o del Prestige en 2002 el 50% del crudo presente en el
agua fue biodegradado durante los tres primeros anos después del
vertido (Vega et al. 2009).

Esta biodegradacion puede acelerarse mediante la adicion de nutrientes
al medio para estimular el crecimiento de las poblaciones de
microorganismos degradadores (Chaineau et al. 2005; Atlas 1995).

Los equipos de respuesta frente a los vertidos deben tener en cuenta
parametros como el oxigeno presente en el ecosistema y el balance de
nutrientes en el lugar del vertido. Si las circunstancias son tales que la
adicion de nutrientes solo aceleran la biodegradacion en un grado
pequeno (Nokolopoulou & Kalogerakis 2008; Oh et al. 2001), entonces la
decision debe ser basada en la necesidad de acelerar la desaparicion del
petroleo para proteger un recurso vital o simplemente para acelerar la
restauracion del ecosistema. Si no hay una necesidad inmediata de
proteger un recurso vital o restaurar el ecosistema, la atenuacion
natural puede ser la respuesta adecuada (Zhang et al. 2005).
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La eleccion de los microorganismos empleados en estas
biorremediaciones, sin embargo es un tema muy amplio y complejo.

Estudios recientes indican que la biorremediacion puede ser una técnica
util para los vertidos de crudos ligeros, mientras que los vertidos de
crudos pesados requieren meétodos fisicos de absorcion (como boom,
skimmer, etc.) antes de intentar abordar la biorremediacion (Mohajeri et
al. 2010).

En conclusion, la decision de emplear métodos fisicos o quimicos frente
a la biorremediacion en un vertido de petroleo en ambientes acuaticos,
depende de la zona del vertido, las condiciones fisicas del mismo, los
objetivos de proteccion del habitat y cualquier otro factor que pudiera
tener impacto en el proceso seleccionado.

Comparacion entre los distintos microorganismos de
Biorremediacion

Se han realizado numerosos trabajos en el estudio de la biodegradacion
de hidrocarburos procedentes de vertidos de crudo de petroleo desde
hace mucho tiempo (Kelkar et al. 2007; Obuekwe et al. 2009; Monteiro
et al. 2009; Reddy & Quinn 1999). La mayoria de los estudios
realizados hasta el momento trataban con organismos bacterianos
(Rahman et al. 2002) pero el empleo de bacterias en la biodegradacion
plantea serios problemas en los ecosistemas donde se utilizan estos
microorganismos como biodegradadores (Anderson et al. 2009; Wang et
al. 2009).

En general, un aumento en una poblacion bacteriana en una zona
determinada procedente de un tratamiento de biorremediacién, hace
que aparezcan en el ecosistema en cuestion, numerosos productos
toxicos para la mayoria de las especies autoctonas procedentes de su
metabolismo, lo que hace que sea necesario eliminarlas del medio una
vez degradado el agente toxico (Saeki et al. 2009).
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Varios autores han descrito que los residuos de hidrocarburos
degradados por bacterias son mas toxicos para los organismos acuaticos
(embriones de peces, camarones y mejillones) de lo que se podia esperar
(Pelletier et al. 2004; Dasa et al. 2007).

Ademas de esto las reservas de oxigeno y de nutrientes de las que
dispone el ecosistema se ven alteradas si la presencia de estos
organismos aumenta en una gran proporcion, estimulada por el uso de
hidrocarburos como fuentes de energia en estos microorganismos
(Chaineau et al. 2005).

Las bacterias son organismos que poseen, en general, una variabilidad
genética pequena, lo cual dificulta su adaptacion a ambientes extremos.

En lo referente a la degradacion de hidrocarburos procedentes de
vertidos de crudo de petroleo, sus rutas metabdlicas de degradacion son
menos complejas que las de las microalgas y los productos obtenidos
menos degradados, y en algunos casos incluso toéxicos (Lindstrom &
Braddock, 2002).

Si consideramos por otro lado las algas como microorganismos
degradadores, encontramos varias ventajas importantes frente al uso de
bacterias en la biorremediacion. En primer lugar, las algas poseen una
complejidad mayor que las bacterias en lo que a dotacion genética se
refiere, lo que les permite una mayor variabilidad y plasticidad, y la
posibilidad de adaptarse mas rapido a condiciones desfavorables (Costas
et al. 2010).

En cuanto a los productos de degradacion obtenidos, las microalgas
degradan los hidrocarburos procedentes del crudo de petréleo hasta el
ultimo nivel posible, es decir hasta CO,. Podriamos pensar que el
crecimiento masivo de una poblacion algal y por consiguiente el
aumento de CO2 procedente de la respiracion emitido a la atmosfera,
contribuiria al llamado efecto invernadero, pero numerosos estudios
sobre el rendimiento fotosintético de las microalgas, demuestran que el
balance de CO2 entre fotosintesis y respiracion es favorable y no
contribuye a agravar este problema (Carrera-Martinez et al. 2010).
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Por ultimo, es interesante mencionar que las microalgas constituyen el
grupo mas importante de productores primarios en los ecosistemas
acuaticos. Son el primer nivel en las cadenas troficas, de manera que
frente a las bacterias, presentan algunas ventajas anadidas, como es su
contribucion al crecimiento de la fauna contenida en el medio, lo que
supone una ventaja a su capacidad de degradacion.
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8. CONCLUSIONES

"Si uno no puede comunicar lo que ha estado haciendo, su trabajo
carecera de valor".

Erwin Schrodinger.







CONCLUSIONES

Mediante un analisis de fluctuacion adaptado a cultivos liquidos
de fitoplancton, podemos determinar que la adaptacion de
Scenedesmus intermedius, Dunaliella tertiolecta y Microcystis
aeruginosa, a crudos de petroleo y combustibles de base
petrolifera se produce mediante raras mutaciones espontaneas
preadaptativas.

Las tasas de mutacion para el patron de petroleo fueron de 1.7 x
10-5 en Microcystis aeruginosa, 1.2 x 10-5 en Dunaliella tertiolecta,
y de 1.3 x 105> en Scenedesmus intermedius.

Las tasas de mutacion para el patron de diesel fueron de 1.8 x
10-5 en Microcystis aeruginosa, 1.3 x 10-5 en Dunaliella tertiolecta,
y de 1.5 x 105 en Scenedesmus intermedius.

Conociendo los factores que influyen en los mecanismos de
adaptacion de microalgas a contaminantes antropogénicos
podemos seleccionar y cultivar mediante seleccion artificial,
mutantes resistentes de las especies de microalgas. Mediante un
sistema de ratchet podemos seleccionar mutantes mejorados, para
distintos contaminantes antropogénicos entre los que se
encuentran petroéleo, diesel.

Tras desarrollar un nuevo procedimiento para estimar la
heredabilidad en los experimentos de ratchet, hemos comprobado
que a bajas dosis de petroleo y diesel los componentes genéticos
juegan un papel pequeno en la adaptacion, incrementandose
progresivamente hasta llegar a las dosis mas elevadas, en las que
solamente los componentes genéticos garantizan la capacidad de
adaptacion en las especies de Scenedesmus, Dunaliella y
Microcystis.
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Una vez obtenidos mediante seleccion y mejora los mutantes
resistentes a los contaminantes antropogénicos estudiados
(petroleo y diesel), los resultados indican que las especies
ensayadas pueden utilizarse como organismos biorremediadores
para ecosistemas acuaticos contaminados con crudos de petroleo
o combustibles derivados, con una tasa de degradacion del 49%
para Scenedesmus obtusus y del 74% para Scenedesmus
rapaporti.

Estudiando el mecanismo que les confiere la resistencia a los
cultivos seleccionados podemos decir que la adaptacion de las
especies mencionadas a los contaminantes estudiados, se produce
mediante un mecanismo de biodegradacion del contaminante y no
de bioacumulacion como ocurre con otros contaminantes
antropogeénicos.
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There is increasing scientific interest in how phytoplankton reacts to petroleum contamination, since
crude oil and its derivatives are generating extensive contamination of aquatic environments. However,
toxic effects of short-term petroleum exposure are more widely known than the adaptation of phyto-

Accepted 4 August 2012 plankton to long-term petroleum exposure. An analysis of short-term and long-term effects of petroleum

exposure was done using experimental populations of freshwater (Scenedesmus intermedius and Micro-
Keywords: cystis aeruginosa) and marine (Dunaliella tertiolecra) microalgae isolated from pristine sites without crude
;duati:;:f” oil product contamination. These strains were exposed to increased levels of petroleum and diesel oil.
Microalgae Short-term exposure to petroleum or diesel oil revealed a rapid inhibition of photosynthetic performance
Crude oil and cell proliferation in freshwarter and marine phytoplankton species. A broad degree of inter-specific
Diesel oil variation in lethal contamination level was observed. When different strains were exposed to petroleum

or diesel oil over the long-term, the cultures showed massive destruction of the sensitive cells. Nanethe-
less, after further incubation, some cultures were able to grow again due to cells that were resistant
to the toxins. By means of a fluctuation analysis, discrimination between cells that had become resis-
tant due to physiological acclimatization and resistant cells arising from rare spontaneous mutations
was accomplished. In addition, an analysis was done as to the maximum capacity of adaptation to a
gradual contamination process. An experimental ratchet protocol was used, which maintains a strong
selection pressure in a temporal scale up to several months over very large experimental populations
of microalgae. Microalgae are able to survive to petroleum contamination as a result of physiological
acclimatization without genetic changes. However, when petroleum concentration exceeds the physi-
ological limits, survival depends exclusively on the occurrence on mutations that confer resistance and
subsequent selection of these mutants. Finally, it is certain that further mutations and selection will
ultimately determine adaptation of microalgae to the environmental forcing.

© 2012 Elsevier BV. All rights reserved.

Bioremediation

1. Introduction

Currently, the extinction rate of species is estimated to be 500-
fold higher than earlier as a consequence of anthropogenic global
change (Woodruff, 2001). Little is known about the biodiversity cri-
sisin organisms as important as microbes. However, studies on the
adaptation of microbes to anthropogenic global change are indis-
pensable, as dependable nutrient cycles may become unpredictable
as essential microbes succumb to contaminants (Woodruff, 2001).
In particular, the tolerance of microalgae to anthropogenic change
is extremely relevant since these organisms are the primary pro-
ducers of aquatic ecosystems (Kirk, 1994; Falkowski and Raven,
1997).

* Corresponding author.
E-mail address: ecostas@vet.ucm.es (E. Costas).

0166-445X/5 - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2012.08.001

Species collapse can be mainly attributed to the incapacity
of organisms to cope with drastic environmental anthropogenic
changes occurring in their habitats. Aquatic contamination is an
important cause of this species collapse and accidental spills of
crude oil or crude oil products in aquatic ecosystems are one of
the most worrisome environmental problems. There is increas-
ing scientific interest in how phytoplankton reacts to petroleum
contamination, because extraction, processing, transport, storage
and use of crude oil and its derivatives are generating extensive
contamination of aquatic environments.

Crude oil is a mixture of up to 10,000 different types of highly
toxic hydrocarbons, which produce great damage to life (Dawes,
1998). Moreover, experimental studies on the effect of crude oil
and petroleum products on microalgae have shown contradictory
results. On one hand, petroleum usually inhibits photosynthesis
and growth of microalgae (Dahl et al., 1983; Siron et al., 1996;
Stepaniyan, 2008; Nayar et al., 2005). Petroleumn and its deriva-
tives interfere with the photosynthetic apparatus inhibiting the
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function of photosystem II (Singh and Gaur, 1988; Aksmann and
Tukaj, 2008). Petroleum also alters membrane integrity and func-
tion (Sikkema et al., 1995), and chloroplasts become disorganized
and lose functionality (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2005). Algae
exposed to crude oil products show reduced DNA, RNA, and pro-
tein content (El-Sheekh et al., 2000). Exposure to PAHs reduces
expression of genes for photosynthetic pigments ( Bopp and Lettieri,
2007).

Although phytoplankton usually experiences local extinction in
crude oil polluted waters, it can also survive the harmful effects
of petroleum products by some kind of adaptation. Several studies
have reported scarce effect of crude oil on some phytoplankton
species (Fabregas et al., 1984; Padros et al., 1999).

A fascinating example of adaptation of microalgae to extreme
contamination by crude oil was described in the Arroyo Minero
River (AMR), Argentina (Lopez-Rodas et al., 2009 ; Carrera-Martinez
et al., 2011). Underground crude oil has constantly leaked out
since 1915 in AMR as a consequence of test drilling for petroleum
exploitation. However, four microalgae species Symploca dubia,
Chlamydomonas dinobryonis, Scenedesmus obtusus and Scenedesmus
sp. proliferate in contact with crude oil. An attempt to elucidate
the mechanisms involved in adaptation of microalgae to crude
oil contamination show that Scenedesmus sp. can adapt to low
concentrations of petroleum (<=3%, v/v crude oilfwater) by means
of physiological acclimatization. In addition, only rare crude oil-
resistant variants are able to grow under high levels of crude
oil (around 10%, vjv crude oiljwater). These crude oil-resistant
mutants have arisen through a rare spontaneous mutation that
occurred prior to crude oil exposure (Carrera-Martinez etal., 2011).
A similar result was previously observed in Dunaliella tertiolecta
in the presence of petroleum spillage from the oil tanker Prestige
(Carrera-Martinez et al., 2010).

Despite this, the adaptation of phytoplankton to crude oil
exposure is still poorly understood and documented. A single
resistant mutation is enough toassure the survival of some microal-
gae variants under crude oil contamination (Carrera-Martinez
et al., 2010, 2011). However, evolutionary theory assumes that
adaptation to extreme conditions depends on the occurrence of
several mutations that confer resistance and subsequent selection
of such mutations (reviewed by Gould, 2002). After the occur-
rence of the first mutation conferring resistance, selection of new
mutations should play an important role in the adaptive pro-
cess.

The aim of the present work was to assess the short-term and
long-term toxic effects of petroleum and diesel oil contamina-
tion {chosen as a representative example for the anthropogenic
contamination forcing) on marine and freshwater phytoplank-
ton in order to evaluate their potential for adaptation. This study
provides experimental evidence for assessing how phytoplankton
might respond and evolve to petroleum product contamination
in the near future. Even though this study might be consid-
ered an oversimplification of reality, the evolutionary-ecological
approach followed here constitutes a way to explore, through
a rigorous experimental model, the capability of microalgae
to adapt to petroleum and petroleum derivate contamina-
tion.

2. Material and methods
2.1. Experimental organisms and culture conditions

One strain (SiD1) of Scenedesmus intermedius Chodat (Chloro-
phyta), one strain (MaD3) of Microcystis aeruginosa (Kiitzing)

Kitzing {Cyanoprokariota) both isolated from a pristine lagoon in
Doiiana National Park, SW Spain (DNP), and one strain (DtM1) of

D. tertiolecta Butcher isolated from a protected area from Bocche
di Bonifacio (N. Sardegna Island; Italy) were selected for the
experiments. No crude oil product spills were documented in their
proximities. Cultures were grown axenically in cell-culture flasks
(Greiner; Bio-One Inc., Longwood, 46 NJ, USA) containing 20 ml
of BG11 or F/2 medium (Sigma-Aldrich) for SiD1 and MaD3 or
DtM1, respectively. Flasks were placed at 22°C under a contin-
uous photon flux density of 80 pmolm=2s-! aver the waveband
400-700 nm provided by cool white fluorescent tubes. Cultures
were maintained in mid-log exponential growth by serial transfers
of cell inoculums of 6 x 10° cells to fresh medium. Under these
conditions, the culture grew asexually.

Before the experiments, cultures were re-cloned by isolating a
single cell in order to avoid the inclusion of any previous sponta-
neous mutants that might have been accumulated in the culture.
Only cultures without detectable bacteria were used in the exper-
iments. The absence of bacteria was tested by direct examination
using an epifluorescence microscope after staining with acridine
orange.

2.2. Initial toxicity test

A special standard Fluka Analytical Petroleum Special
(Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Ch-9471, Buchs, Germany Ref
77370) and Diesel 0Qil Standard (Sigma-Aldrich Chemie, GmbH,
Ch-947 1, Buchs, Germany Ref w1361 ) were used as selective agents
(analytical standards were used to assure repeatability). Petroleum
standard has 18% of aromatic hydrocarbons. The selective agents
were used at concentrations of 0.15%, 0.45%, 1.5%, 3%, 9%, 12% (v/v)
diluted in BG-11 medium. To mix the petroleum or diesel oil and
culture medium adequately, the ingredients were sonicated (4
pulses of 10 s each with a power of 40 W and a frequency of 16 kHz)
with a Vibra Cell sonicator (Sonics & Materials, Inc., Danbury, CT,
USA) maintaining the tubes within a bucket of crushed ice during
the process.

The effect of increasing concentrations of petroleum or diesel
oil on photosynthetic performance of SiD1 and DtM1 strains was
tested by measuring changes in the effective quantum yield of
photosystem I (bPSII). Triplicate samples of petroleum-exposed
and control cultures were measured using a ToxY-PAM fluorimeter
(Walz, Effeltrich, Germany). The measurements were taken 48 h
after petroleum addition to assure exposure during a complete cell
cycle. Effective quantum yield was calculated as follows:
sy = fm—Fe

Fﬂ'l

where Fp, and F; are the maximum and the steady-state fluores-
cence of light-adapted cells, respectively (Schreiber et al., 1986).

The toxic effect of the crude oil, petroleum standard or diesel
oil was also estimated by calculating acclimated maximal growth
rate (r) in triplicates of mid-log exponentially growing cultures, in
the presence of increasing concentrations of petroleum, according
to Crow and Kimura (1970) equation:

_ logNe/Ny)
t

where N; and Ny are the cell numbers at the end and at the begin-
ning of the experiment, respectively, and t=5 days is the time that
cultures were exposed to increasing concentrations of crude oil and
petroleum.

Experimental cultures and controls were blind-tested (i.e. the
person counting the test did not know the identity of the tested
sample), using a haemocytometer and an inverted microscope
(Axiovert 35; Zeiss).
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Fig. 1. Scheme of Luria and Delbriick modified fluctuation analysis for liguid cultures of phytoplankton by Lopez-Rodas et al. (2001).

2.3. Fluctuation analysis

A fluctuation analysis for liquid cultures of microalgae (Costas
et al,, 2001; Lopez-Rodas et al., 2001) was carried out to study
the adaptation from sensitivity to resistance against petroleum or
diesel oil (Fig. 1). This proceduredistinguishes between two types of
resistant cells. One type originates through physiological acclima-
tization (induced by petroleum or diesel oil exposure). The second
type of resistant cell arises from random spontaneous pre-selective
mutations, which occur during the growth of microalgae prior to
petroleum or diesel oil exposure.

In the Set 1 experiment, 50 parallel sterile Pyrex culture tubes
(Pyrex, Barloworld Scientific Ltd, Stone, UK) of 13 ml, were inoc-
ulated with Np=102 wild-type cells of M. aeruginosa (MaD3), D.
tertiolecta (DtM1) or S. intermedius (SiD1). This is a number small
enough to virtually ensure that no pre-existing mutants were
present. Cultures were grown axenically in 4mL BG11 medium
under non-selective conditions. When each culture flask reached
the appropriate number of cells (N; ~ 105 cells), the selective agent
(petroleum or diesel 0il) was added. Fluctuation analyses were car-
ried out using 3 different concentrations of petroleum and diesel
0il (3%, 9% and 21%, v/v petroleum or diesel oil/water, respectively).
Simultaneously, in Set 2 controls, 25 sterile Pyrex culture tubes
(Pyrex, Barloworld Scientific Ltd, Stone, UK) were inoculated with
105 cells of SiD1, MaD3 or DtM1, respectively, from each parental
population. The selective agent (petroleum or diesel oil) was added
using the same concentrations as in Set 1. Set 1 experiments and
Set 2 controls were grown under selective conditions for 60 days
ensuring that a single mutant cell would be able to generate enough
progeny to be detected. Resistant cells in each culture were counted
using an inverted microscope. Samples were blindly counted by at
least two independent observers.

According to Luria and Delbriick (1943), two different results
can be found as the independent consequence of two distinct
phenomena of adaptation (Fig. 1). In the first case, if resistant cells
appear as rare pre-selective mutations, which randomly occur dur-
ing the time in which the cultures grew from Ny to N; prior to
petroleum or diesel oil exposure, then mutations would occur ear-
lier in some cultures, later in others or might not occur at all. As a
result, a high variation in the number of resistant cells per culture
would be found. By contrast, if resistant cells arose by physiological
acclimatization induced by the selective agent, every cell is capa-
ble of having the same chance of developing resistance, since the
cells have acquired resistance after addition of the selective agent.
Therefore, the variation in the number of resistant cells per culture
waould be low. The Set 2 cultures are the experimental controls of
the fluctuation analysis (Fig. 1). If the variance/mean ratio of Set 1
is significantly greater than the variance/mean ratio of Set 2, then
there is fluctuation. This confirms that resistant cells arose by rare
mutations that occurred prior to petroleum exposure. If a similar
variance/mean ratio between Set 1 and Set 2 is found, then no fluc-
tuation has occurred. This confirms that resistant cells developed
by physiological acclimatization induced by petroleum exposure.
Also,another result with zero resistant cells in each culture could be
found indicating that neither selection of spontaneous mutations
that occur prior to petroleum exposure, nor specific adaptation
during the petroleum exposure took place.

The fluctuation analysis also allows for the estimate of mutation
rate as:
= 7]0g—P° (Luria and Delbrii ck, 1943)

Nr—No
where Py is the proportion of cultures of Set 1 showing non-
resistant cells.
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24. Ratchet selection

The experimental system used here aims at reaching equilib-
rium between strong selection intensity, by means of ratcheting
to increase petroleum or diesel oil concentrations and the mainte-
nance of a population size large enough to increase probability of
rare spontaneous mutations that confer adaptation. These muta-
tions occur randomly and cultures must be ratcheted only up to
a concentration that supports population growth as well as being
exposed to different selection levels. This procedure allows esti-
mating the maximal capability for adaptation of a microalgae under
increasing concentrations of selective agents (Reboud et al., 2007;
Huertas et al., 2010, 2011).

During the initial phase, a control culture containing growth
medium and three experimental cultures for each initial con-
centration of petroleum or diesel oil treatments were prepared.
The selected initial concentrations were 0.15, 0.45 and 1.5% (v/v)
diluted in BG-11 medium as previously described. Each culture was
grown in culture tubes with screw cap (BRAND, Otto-Schott Str.
2597877 Wertheim, Germany) in 20 ml medium inoculated with
6 x 10 wild-type SiD1 cells, or DtM1 that were obtained from mid-
log exponential growing cultures. This is a number large enough to
ensure a sufficiently large final population. All cultures kept under
the selecting conditions for 20 days and then observed.

This period of time was long enough to allow control cultures to
reach a high cell concentration. Under these conditions, cell concen-
trations were counted again and a comparison between control and
experimental cultures was made. If a cell concentration in one of
the treated tubes was similar to the control tubes, then the popula-
tion had achieved noticeable growth. Subsequently, this population
was ratcheted to the next cycle and subjected to a higher petroleum
concentration (Fig. 2). Cultures not reaching a cell concentration
similar to the one found in control cultures were not transferred.
Each ratchet cycle entailed a threefold concentration increase. The
next cycles of the treatment were selected as 2%, 3%, 4%, 6%, 9%,
12%, 16%, 21%, and 30% (v/v) of petroleum or diesel oil diluted in
BG-11 medium as previously described.

Each individual culture presents a separate random chance of
particular beneficial mutations, which may then arise individually.
Consequently, each individual culture was treated as an indepen-
dent population. Therefore, if a petroleum or diesel treated culture
reached the growth observed in control cultures, it was ratch-
eted to the next cycle. Both petroleum or diesel treated cultures
and controls were again inoculated at this next stage with identi-
cal cell concentrations to those used during the first ratchet cycle
(6 % 10° cells). The last ratchet cycle was concluded when no fur-
ther cell growth was observed in a specific replicate after a period
of 90 days.

The classic equations of Novick and Szilard {1950) were used to
estimate the number of generations during the ratchet experiments
as follow:

Np = Np2/T

_t
g=7

where N; is the number of cells at time ¢, Ny is the number of cells
attime 0, t is the time, T is the generation time and g is the number
of generations.

2.5. Final toxicity test

Finally, the toxic effect of 9%, 12%, 16%, 21%, and 30% (v/v) of
petroleum or diesel oil on photosynthetic performance and growth
rate of derived cultures obtained after the ratchet experiment was
assessed as previously described for wild-type strains before the

ratchet experiment. The maximal concentration that led to the
growth of a derived culture obtained at the end of the ratchet
cycles provides the estimate of maximum adaptation capacity of
the aforementioned culture.

3. Results
3.1. Initial toxicity test

Fluka Analytical Petroleum Special Standard as well as Diesel
0il Standard were found to be extremely toxic to the three species
sampled (Table 1). Concentrations of petroleum and diesel oil as
low as 0.45% (v/v) produced a considerable inhibition of photosyn-
thesis (PSII) in all the species tested. Damaging effects increased
drastically at concentrations of 1.50% (v/v). Petroleum seems to be
more toxic than diesel oil at high concentrations.

The toxic effects of petroleum and diesel oil demonstrated a
wide degree of inter-specific variation. A concentration of 3% (vjv)
of each selective agent was able to inhibit 100% of (hPSIl and growth
in the MaD3 strain {Cyanobacteria). In contrast, concentrations
of 9% and 12% (v/v) of petroleum or diesel oil were required to
inhibit 100% of growth in DtM1 strain and SiD1 strain, respectively
(Table 1)

3.2. Fluctuation analysis

Three distinct results were obtained in the fluctuation analy-
sis of MaD3, DtM1 and SiD1 strains under increased petroleum or
diesel oil levels (Table 2):

(i) Microalgae respond by means of physiological acclimatization
at the lowest concentrations of petroleum or diesel oil (3% in
the case of DtM1; 3% and 9% in the case of SiD1). Resistant
cells were able to grow in all cultures of Set 1 and Set 2 exper-
iments and no fluctuation was observed (variance/means:1
was consistent with Poisson variability (p < 0.05, using x2 test
of goodness of fit 2).

(ii) Microalgae adapt by means of rare spontaneous mutations at
medium concentrations of petroleum or diesel oil (3% in the
case of MaD3, 9% in the case of DtM1, 21% in the case of SiD1).
In these instances, the cell density was drastically reduced in
each experimental culture due to the destruction of sensitive
cells. However, after further incubation for several weeks, sev-
eral cultures regained density, due to the growth of petroleum
or diesel oil resistant variants. In the case of Set 1, only some
cultures recovered after 60 days of exposure (Table 2). In all
Set 1 cultures, the variance significantly exceeded the mean
(variance/mean>1; p<0.001, using x2 as a test of goodness
of fit). In contrast, every Set 2 control culture recovered and
a similar number of petroleum-resistant cells were detected
in each culture (Table 2). The high fluctuation found in Set
1 cultures could reasonably be due to processes other than
sampling error, which allow inferring that petroleum-resistant
cells arose due to rare, pre-selective, spontaneous mutations.
The estimated mutation rate g from sensitivity to resistance to
petroleum or diesel oil was between 1.2 x 10-° and 1.8 x 10—>
mutants per cell division (Table 2).

(iii) Microalgae are unable to growth (no adaptation) under the
highest concentrations of petroleum or diesel oil (9% and 21%
in the case of MaD3, 21% in the case of DtM1).

3.3. Ratchet selection

The potential for petroleum or diesel oil adaptation of the
three strains were estimated in derived populations obtained by

132



ANEXO: ARTICULOS

J. Romero-Lopez et al. / Aquatic Toxicology 124-125 (2012) 227-237 231
CONTROL Treatment Tubes
TUBES (growth medium + cells + selective agent)
(Growth medium
+ 0,15x 0,45x 15x 2,0x 3,0x 40x 60x 90x 120x 160x 21,0x 30,0x
cells)

i

Initial settings

Transference of the cultures with net growth ( experimental group reaches the next concentration)

0,15x 0,45x 1.5x
v v o
0,45x 1,5x

W10 =

First Ratchet cycle

0,45x 1,5x 1,5x

10 i

0,45x 1,5x

1.5x

=i

Second Ratchet cycle
1,5x 2,0x 2,0x

LR

0,45x 2,0x 2,0x

1=

Third Ratchet cycle
2,0x 3,0x 3,0x

i1 i

2,0x 3,0x 3,0x

i ii= i

Fourth Ratchet cycle
3,0x 4,0x 4,0x

i

The experiment ends after eleven cycles with net growth occuring only in control tubes

. 300x

11 Ratchet cycle

The maximal capability of
adaptation reached is 30x in
this case

Fig. 2. Schematic representation of the Ratchet experimental design. Three replicates of the control cultures and three replicates of cultures for each of the three initial doses
of selected agent are present in each ratchet cycle. Each tube is transferred to the next concentration when the same net growth as control tubes is reached (these tubes are
represented as framed in the figure). Tubes that do not present net growth are maintained at the same concentration. A new ratchet cycle is considered each time control
tubes are transferred. The experiment ends after six cycles with net growth occurring only in control tubes. Then, the maximal capability of adaptation corresponds to the

maximal concentration of selective agent that present net growth.

continually maintaining large populations under strong selection
pressure during the ratchet experiment (Table 3).

Considerable differences in the time or in the number of gener-
ations required to achieve growth under increasing concentrations
of petroleum or diesel oil standard were also observed among
the species tested (Table 3). The continental cyanobacteria MaD3

showed the minimum adaptation capacity as compared with the
rest of the species. As indicated in Table 3, MaD3 was able to resist
between 6 and 9% (v/v) petroleum or diesel oil but growth was
not observed above this concentration. Therefore, 9% (v/v) was
taken as the maximum concentration of petroleum or diesel oil at
which these cyanobacteria could adapt. By contrast, the continental
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MaD3

0.53+0.05
0.45+0.02
0.18+0.03
0.07+0.03
No growth

061+£0.03
0.60+0.03
0.56 4+ 0.04
031+0.10
0284007
No growth

DtM1

Diesel oil
SiD1
0.74+0.05
0.72+0.04
0.694+0.01
045+005
0374+003

0.52+£0.05
0.42+0.05
0.16+0.04
0.09+0.05
No growth

MaD3

061+0.03
0.61+0.04

DtM1

Growth rate (r) (mean+sd)
Petroleum standard

074+0.05
073+£0.2

0.68 +£0.03
036+ 006
0314001
0.04 £0.03
No growth

SiD1

MaD3
0

3+1

2041

DtM1

Diesel oil
SiD1

4+0
13+1
19+ 1
23+ 2
It2

1

MaD3
B8+2
2845
79+4
100

1+0
19+1

DtM1
28+1

3+0
13+1
2542
28+1

% Inhibition of GPSI (mean +sd)
Petroleum standard

SiD1

0% control

Dose

Initial toxicity test: effect of increasing doses of petroleum and diesel-oil on photosynthetic performance (b PSII) and growth rates (r) of Scenedesmus intermedius (SiD1), Dunaliella tertiolecta (DtM 1) and Microcystis aeruginosa

(MaD?3) strains prior to the ratchet experiments. Dose in viv (petroleum or diesel oil/culture medium).

Table 1

|- Romero-Lopez et al. { Aquatic Toxicology 124-125 (2012)227-237

Chlorophyta species S. intermedius exhibited the maximum capabil-
ity for adaptation tothe pollutants, Growth was detected in cultures
of SiD1 exposed to a concentration up to 11% (vjv) petroleum or
diesel oil (Table 3). The coastal microalgae D. tertriolecta was still
able to grow at 16% (v/v) of petroleum or diesel oil.

The ratchet selection progressed during numerous generations
(around 310, 220 and 160 in SiD1, DtM1 and MaD3, respectively).
The dynamics of the ratchet experiments also gave significant
information. Each replicate evolves as an independent population.
Consequently, three independent populations of each species were
also analyzed. As a general rule, the three replicates of the same
strain evolve similarly. Although differences in the time or in the
number of generations required achieving growth under increas-
ing concentrations of petroleum or diesel oil standard were also
observed during the process to obtain adaptation in the ratchet
experiment (Table 3). This inter-strain variation revealed the effect
of randomness on adaptation.

0.11+0.04
No growth

3.4. Final toxicity test

Finally, inhibition of {(PSII) and growth rate by petroleum stan-
dard and diesel oil were compared among the ancestral populations
(before the experiments), and the resistant mutants obtained by
fluctuation analysis or by ratchet selection. (Tables 1 and 4, respec-
tively). Resistant mutants obtained by fluctuation analysis show
a significant increase in petroleum and diesel oil resistance. For
example, 12% petroleum or diesel oil inhibited growth of wild type
SiD1. In contrast, resistant mutants obtained by fluctuation analy-
sis were able to grow at 21% petroleum or diesel oil concentrations.
A concentration of 3% of petroleum or diesel oil inhibited growth
of MaD3, but 9% petroleum or diesel oil was necessary to inhibit
growth of resistant mutants obtained by fluctuation analysis.

Furthermore, all the resistant-derived cultures {MaD3, DtM1
and 5iD1) obtained after the ratchet selection cycles show a sig-
nificant increase in petroleum and diesel oil resistance compared
to those which obtained resistance from fluctuation analysis. The
maximal concentration that led to the growth of a derived culture
obtained at the end of the ratchet selection cycles provides an esti-
mation of maximum adaptation capacity of the aforementioned
culture,

0.534+0.002
0.29+0.08
0.264+0.10
No growth

+3
J0+9
100

27+1
31+3
85+ 11
85+3

4. Discussion

There is abundant evidence that petroleum is toxic for microal-
gae, although some species are more resistant to oil contamination
than others (Siron et al, 1996; Tewari et al,, 2001; Suderman
and Thistle, 2004; Varela et al., 2006; Salas et al., 2006). Accord-
ingly, petroleum and diesel oil exposure inhibited 100% growth
in all the species tested here prior to the ratchet selection pro-
cess. In contrast, adaptation of phytoplankton to petroleumn has
been insufficiently studied to date. Understanding the mechanisms
implicated in the adaptation of microalgae to petroleum contami-
nation would surely be useful to make sound predictions about the
evolutionary ecology of phytoplankton under petroleum contami-
nation conditions.

Crude oil spills drastically reduce phytoplankton species rich-
ness, since the survival of microalgae under extreme petroleum
contamination could only be achieved by some kind of adaptation
(Lopez-Rodas et al., 2009; Carrera-Martinez et al., 2010, 2011). It
is usually assumed that phytoplanktonic organisms can survive
pollutants as a result of physiological acclimatization supported
by modifications of gene expression. Nevertheless, when the con-
centration of a toxic factor exceeds physiological limits, survival is
based on adaptive evolution, which ultimately depends on origi-
nating new mutations (Sniegowski and Lenski, 1995; Sniegowski,
2005).

a0

32+2
8419
100

50+1
81=x1

0.45%
1.50%
3%

9%
12%
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Table 2
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233

Fluctuation analysis to study adaptation of M. aeruginesa (Ma3D), D. tertiolecta (DtM1) and Scenedesmus intermedius (SiD1) iselated from pristine areas without crude oil
contamination to increased doses of petroleum and diesel oil.

Petroleum concentration (%, vfv)

3% 9% 21%
Set1 Set 2 Set1 Set 2 Set 1 Set2
M. aeruginosa (Ma3D)
No. of replicate cultures 50 25 50 25 50 25
No. of cultures containing
0 resistant cells 9 50 25 50 25
From 1 to 10% 34 25
>10% resistant cells 7
Fluctuation Yes
Adaptation mechanism Mutation None None
Mutation rate (/t) 1.7 x 105
D. tertiolecta (DtM1)
Ne. of replicate cultures 50 25 50 25 50 25
No. of cultures containing
0 resistant cells 15 50 25
From 1 to 104 38 25
>10# resistant cells 50 25 7
Fluctuation No Yes
Adaptation mechanism Physiological acclimation Mutation None
Mutation rate (4t) 1.2x10°°
Scenedesmus intermedius (5iD1)
No. of replicate cultures 50 25 50 25 50 25
No. of cultures containing
0 resistant cells 13
From 1 to 104 32 25
>10# resistant cells 50 25 50 25 5
Fluctuation No No Yes
Adaptation mechanism Physiological acclimation Physiological acclimation Mutation
Mutation rate (4t) 1.3x10°°
Diesel-oil concentration (%, v/v)
3K o 21%
Ser1 Set 2 Ser 1 Set2 Set1 Set2
M. aeruginosa (Ma3D) Set 1
No. of replicate cultures 50 25 49 25 50 25
Ne. of cultures containing
0 resistant cells 8 49 25 49 25
From 1 to 104 31 25
>10# resistant cells 11
Fluctuation Yes None None
Adapration mechanism Mutation
Mutation rate (44) 1.8x10"°
D. tertiolecta (DtM1)
No. of replicate cultures 50 25 50 25 50 24
No. of cultures containing
0 resistant cells 13 50 24
From 1 to 104 38 25
> 10* resistant cells 50 25 9
Fluctuation No Yes
Adaptation mechanism Physiclogical acclimation Mutation None
Mutation rate (4i) 1.3x10°°
Scenedesmus intermedius (5iD1)
No. of replicate cultures 50 25 50 25 50 25
Ne. of cultures containing
0 resistant cells 11
From 1 to 104 25 25
>10* resistant cells 50 25 50 25 14
Fluctuation No No Yes
Adaptation mechanism Physiclogical acclimation Physiological acclimation Mutation
Mutation rate ((t) 1.5x10-5

In the present experiments, when the different strains were
exposed to petroleum or diesel oil, the cultures showed massive
destruction of the sensitive cells, However, after further incuba-
tion under petroleum or diesel oil, some cultures were able to grow
again due to cells that were resistant to the toxins. These resistant
cells are the key to understanding adaptation of phytoplankton to
petroleum or diesel oil contamination. Fluctuation analysis allows
for the discrimination between resistant cells arising from rare

spontaneous mutations occurring randomly during replication of
organisms prior to petroleum exposure and resistant cells aris-
ing through specifically acquired adaptation induced by petroleum
exposure, or acclimatization resulting from modifications of gene
expression.

The large fluctuation in the number of petroleum or diesel
oil-resistant cells observed in Set 1 experiments, compared
with the insignificant fluctuation in Set 2 controls (observed at
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Table 2

Time (t) required to grow under increasing doses of petroleum or diesel oil during the ratchet experiment cycles. Dose in V/V ( petroleum or diesel oil/culture medium).

Ratchet cycle Population Ratcheting dose Scenedesmus intermedius Dunaliella rertiolecta Microcystis aeruginosa
Petroleum Diesel oil Petroleum Diesel oil Petroleum Diesel oil
standard standard standard standard standard standard

1st 1 0.15—0.45 20 20 20 20 40 20

2 0.45—1.5 40 40 40 40 40 80
3 15—=20 40 40 40 40 80 80
2nd 1 045415 40 20 40 40 40 40
2 1.5—=20 20 20 20 20 80 60
3 2.0-30 20 20 20 40 80 80
3rd 1 1.5—+20 20 20 20 20 20 20
2 2.0-—+30 20 20 40 20 80 60
3 3.0—+40 20 20 40 40 80 80
Ath 1 20-30 20 20 40 20 80 80
2 3.0—+40 20 20 40 40 60 60
3 4.0—+ 60 40 20 G0 40 80 80
5th 1 3.0—40 20 20 40 40 60 60
2 40—60 40 20 (4] 40 80 60
3 6.0—00 60 40 80 GO 80 80
Gth 1 4.0—+ 60 40 20 60 40 60 60
2 6.0—-00 60 40 [=1] 60 80 80
3 9.0—12.0 60 40 80 60 Unable Unable
7th 1 6.0—+0.0 40 40 G0 40 Unable Unable
2 9.0+ 12.0 60 40 30 G0 Unable Unable
3 120—16.0 60 40 80 80
8th 1 9.0—+12.0 60 60 80 GO - -
2 120160 60 60 80 80 - -
3 16.0—21.0 80 60 Unable Unable - -
ath 1 120—16.0 80 G0 80 80 - -
2 160—21.0 80 G0 Unable Unable - -
3 210300 80 80 - - - -
10ch 1 16.0—21.0 80 80 Unable Unable - -
2 210— 300 Unable Unable - - - -
11th 1 21.0—30.0 Unable

Unable = - = -

concentrations of 3%, 9% and 21% (v/v) petroleum or diesel oil water
in Ma3D, DtM1 and SiD1, respectively ) compared with the insignif-
icant fluctuation in Set 2 controls, strongly suggests that these
resistant cells arose by rare spontaneous single mutations and not
through direct and specific adaptation in response to petroleum or
diesel oil. The petroleum or diesel oil did not stimulate the appear-
ance of resistant cells and the rapid lethal effect of oil hydrocarbons
seems unlikely to allow for the appearance of adaptive mutations.
In contrast, when the cultures are exposed to low concentrations of
petroleum or diesel oil, no fluctuation was observed demonstrating
that toxicity does not exceed physiological limits.

Since adaptation to extreme conditions, such as petroleumn or
diesel oil spills, is difficult, the classic point of view assumes that
genetic adaptation under such extreme conditions is a gradual pro-
cess (reviewed by Gould, 2002). In contrast, it is hereby proposed
that cyanobacteria and microalgae can adapt to petroleum or diesel
oil extremely rapidly by single mutations. Recent evidence suggests
that mutation at one locus can enable adaptation of cyanobacteria
and microalgae to other hostile environments (Flores-Moya et al.,
2005; Costas et al., 2007; Lopez-Rodas et al., 2008a,b) as well as to
sudden anthropogenic chemical contamination (Costas etal., 2001;
Lopez-Rodas et al., 2001, 2006; Garcia-Villada et al., 2002, 2004).

The mutation rates from petroleum or diesel oil sensitivity to
resistance ranged from 1.2 x 10-3 to 1.8 x 103 mutants per cell
division. These values are among the highest found in microalgae.
Asimilar fact was alsoobserved in crude oil (Carrera-Martinez et al.,
2010, 2011). Usually, mutation rates of microalgae from sensitivity
to resistance to pollutants ranged from 10~ to 107, suggesting

that the genetic change necessary to become petroleum or diesel
oil-resistant is more easily achieved by microalgae than adaptation
to other types of contaminants.

Apparently, adaptation to high concentrations of petroleum or
diesel oil is complicated. Neither M. aeruginosa or D. tertiolecta
were able to adapt rapidly to 9% or 21% (v/v) petroleum or diesel
oil/medium, respectively, in fluctuation experiments. However, it
is feasible to estimate the maximal capability for adaptation of
microalgae to a selecting agent through experimental models by
maintaining large populations of dividing cells under high selection
pressure, This constraint can be overcome by performing exper-
iments that include several values of selection pressure (Huertas
et al., 2010, 2011). This approach ensures both the occurrence of
mutations that confer adaptation and the simultaneous mainte-
nance of a strong selection pressure, which ensure the preservation
of such mutations within the population. These methodological
approximations are referred to as ratchet assays.

Ratchet selection significantly increased petroleum or crude oil
resistance (i.e. up to six times in M. aeruginosa). Ratchet estimates
maximal capability of microorganisms to adapt to contamination as
a result of two processes: (i) phenotypic acclimation supported by
modifications of gene expression, and (ii) genetic adaptation sup-
ported by the occurrence of mutations that confer resistance and
subsequent selection. However, the maximal resistance should be
achieved by means of genetic adaptation. Carrera-Martinez et al.
(2010, 2011) demonstrated that microalgae are able to proliferate
under low concentrations of crude oil as a result of physiologi-
cal acclimatization, but the adaptation of these microalgae to high
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Table 4
Final toxicity test: effect of increasing doses of petroleum and diesel-oil on photosynthetic performance (GPSII) and growth rates (r) of 5. intermedius (SiD1), D. tertiolecta (DtM1) and M. aeruginosa (MaD3) resistant mutants
obtained by fluctuation analysis and resistant strains obtained by ratchet selection. Dose in v/v {petroleum or diesel oil/culture medium).

Resistant mutants obtained by fluctuation analysis

Daose (v(v) % Inhibition of dPSI (mean +sd) Growth rate (r) (mean+sd)

Petroleum standard Diesel oil Petroleum standard Diesel oil

5iD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3 5iD1 DtM1 MaD3
0% control 0 0 0 0 0 0 0744005 0.61£0.03 0.53+0.05 0.74+0.05 0.61+0.03 053+£0.05
0.15% 1 241 6+3 1 241 6+3 0.7440.06 0.60 £0.04 0.52+0.05 0.75+003 0.57+0.06 051+£0.05
045% 542 543 1444 443 5+4 17+£2 0.714£0.06 0.55+£0.03 0.29+0.08 0.70+0.03 0.55+0.05 0324003
1.50% 71 9+6 20411 742 8§43 2847 0574011 0.51£0.07 0.20+0.07 0.56+0.07 0.53£0.10 0.17+£0.07
% 10£3 1747 50+10 944 1445 46410 046+0.00 0.34£0.03 0.05+0.03 049+ 012 0.36+0.09 0.05+£0.04°
9% 15+4 23110 93+9 1346 2147 98+10 0.34+011 0.17 £0.08 No growth 0.36+0.07 0.21+0.08 No growth
12% 2344 3111 - 2147 3246 - 0244013 0.09 £0.06 - 0.26+0.02 0.11+0.07 -
16% 3546 4249 - 33110 4445 - 0.09+0.07 0.07 £0.05 - 0.11+£0.05 0.06+0.04 -
21% 7347 97+8 - 6949 91+ 11 - 0.03+0.02 No growth - 0.05+0.03 No growth -
30% 91+11 - - 90+10 - - No growth - - No growth - -

Resistant strains obtained by ratchet selection

Daose (v(v) % Inhibition of dPSII{mean+sd) Growth rate () (mean+sd)

Petroleum standard Diesel oil Petroleum standard Diesel oil

SiD1 DtM1 MaD3 SiD1 DeM1 MaD3 5iD1 DtM1 MaD3 SiD1 DtM1 MaD3
0% control 0 0 0 0 0 0 0.74 £ 0.05 0.61+£0.03 0.53£10.05 0.74 £ 0.05 0.61£003 0.53£0.05
0.15% 0 0 1 0 0 0 0.74 £ 0.06 0.60+0.03 0.50+£0.02 0.72 £ 0.01 0.61£004 0514003
045% 1 241 3+1 0 1 2 0.72+0.02 0.53+0.01 0.38+£10.06 0.72+£0.02 0.55+004 0.41+£004
1.50% 341 542 843 EE 3+1 T+2 0.71 £ 0.04 0.47 £0.06 0.26+£0.08 0.73 £ 0.04 (.49 £ 0.05 0304001
3% 4+1 14+4 2146 441 10+1 1942 0.70 + 0.06 0.38+0.05 0.24+0.07 0.71 £ 0.03 0.414+0.03 0.2340.05
9% 5+4 2145 3543 5+3 18+4 3247 0.68 £ 0.05 0.28+£0.05 0.15£0.09 069 £ 0.06 0.33£007 0.16£0.06
12% 10+£3 2846 100% 042 2044 100% 0.61 £ 0.02 0.234£0.08 No growth 0.65 £ 0.07 0,26 £0.03 No growth
16% 2042 4947 - 1943 4849 - 0.48 £ 0.03 0.1240.03 - 0.51 +£0.04 (.14 £0.05 -
21% 2545 97+ 11 - 2342 96+7 - 0424006 No growth - 045 £ 0.04 No growth -
30% 3347 - - 3144 - - 0.38 £ 0.06 - - 039 +£0.03 - -
50% 309+0 - - 37+£6 - - 0.34 £ 0.05 - - 035+ 0.03 - -
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Chaprer 10

SELECTED MICROALGAE FOR PETROLEUM
BIOREMEDIATION: TOWARDS A BIO-DEPURATION
BASED ON VON NEUMANN-LIKE MACHINES

Julia Romero-Lopez, Victoria Lopez-Rodas and Eduardo Costas”
Genetics, Veterinary Faculty, Complutense University, Madrid, Spain

ABSTRACT

Production, transport and use of petroleum hydrocarbons are sources of pollution
worldwide Consequently, nmumerous chemical physical and biological methods have
been used to remedy this problem. Here we show an efficient bio-remediation procedure
based on the principles of the von Neumann self-replicating machine that is capable of
manufactuning a copy of iself while doing its work Long-term contaminations by
petroleum spills occur in the Asrrovo Minero River., Argentina After a crude o1l spall
made i 1915, crude o1l was poured continuously into the Asrroyoe Minero River.
Surprisingly, an abundant microalgae biomass (mainly Scenedesmus sp) i1s living in
contact with crude o1l We isolated these mucroalgae to be used for petroleum
bioremediation. Afterwards, we genetically selected the mucroalgae by increasing the
selection pressures to petroleum-resistance. As intended, two efficient petrolenm-
removing sirains were obtained (So3p and Srdp). To analyze capability for petroleum
degradation. 1 x 10° microalgae mL™" were cultured in the presence of 5% petroleum over
15 days (final cell density around 13.4 x 10° cells). Afterwards. the petroleum amount
was measured in the experiments as well as in controls without microalgae according to
418b EPA and ASTM 3921 procedures. Both mucroalgal stramns were able to efficiently
biodegrade petroleum (So3p degraded 50% of petroleum whereas Srdp degraded 63%:).
These cells are a promusing procedure for petrolenm bioremediation based on von
Newman’s self-replicating machine concept.

Kevwords: Microalgas, Scenedesmus. petroleum, hydrocarbons., biodegradation,
bioremediation

* Corresponding Author address: Email: ecostas(@uem es.
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INTRODUCTION

Petrolenm hwdrocarbon is the main source of energy in the world. Unfortunately,
production. transport, use and disposal of petrolenm globally have made it a major
contanunant in both prevalence and quantity in the environment (Rahman, 2002). Many
attempts to remedy this problem have been tried using chemical. physical and biological
methods (Kelkar et al.. 2007; Chaillan et al.. 2006). Among the biological methods, bactenal
bioremediation has been widely used (reviewed by Yang et al.. 2009).

Nowadavys, large quantities of crude o1l are extracted, refined and handled each year, and
despite improvements in security. transport and containment, 1t 15 possible that these activities
may cause accidental spills in aquatic ecosystems. Often. crude o1l travels great distances, and
some discharges inevitably occur from owned transport vehicles, tanks or pipelines.

In addition to occasional o1l spills, due to the routine washing of storage tanks. or errors
in handling, some accidental major spills occur. For example: 1) the crude o1l spill from tanker
Prestige in 2002 where around 30,000 tons of crude o1l were spilled out onto the Spanish
Galician coast (Carrera-Martinez et al.. 2010); 1) the spill from an off-shore British
Petroleum (BP) oil rig in the Gulf of Mexico. The movements of the stains remain difficult to
predict for the latest one as the source of the spill is 1600 meters below sea level, and the
winds and currents affect the diffusion of crude oil. (Marnano et al., 2011; Dietrich et al.,
2012; Venosa & Zhu. 2003).

The consequences of crude oil spills in water are usuvally catastrophic. In aquatic
ecosystems, ifs main components, hydrocarbons, can stay for more than 5 years causing
toxicity (Lindstrom & Braddock 2002; Kobawvashi et al., 2009; Pelletier et al.. 2004). The
magmitude of the catastrophe will depend on the extent, the amount of oil, how it 15 degraded
chemically and physically and the conditions of their displacement. due to currents and tides.

The methods used to reduced spill impacts numerous attempts to reduce the impacts
caused by spills can be classified into three large groups:

1) Physical methods: so far the first used in all disasters that occurred, consisting of the
removal of crude o1l through 1ts mechanical collection with cranes. with networks or
even manually.

1) Chemical methods: consisting of the action of a chenucal agent that degrades the
components of crude o1l in other components easily removable, less toxic, or that
allow waste removal from the landfill through physical methods.

111) Bioremediation methods: degradation of chemicals 1s done by living organisms.
especially microorganisms to obtain energy, cellular metabolite, and biclogical waste
products (Rahman et al | 2002).

The majority of the organisms used in bioremediation have been single species of
bacteria such as Pseudomonas aeruginosa (Obavori, 2009: Medma-Bellver et al.. 2005;
Zhang et al., 2003), Rhodococcus opacus (Winkelmann et al., 2009), consortia of bacteria
(Komukai-Nakamura et al.. 1996; Rahman et al., 2002) or gensticallv-engineered bacteria. In
this regard, these genetically modified bacteria have proved to be more efficient than their
corresponding wild bacteria. So far, most attempts to elimination of crude o1l are assumed to

generate hazardous waste (Incardona et al., 2009; Wang et al.. 20097,
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What if a material capable of degrading petroleum and contributing to a new food chain
could be found?

We propose a new approach for the bioremediation of crude o1l spills by using primary
producers. 1e _ mitiators of trophic chains. so they do not need to be removed from the
aquatic ecosystem once used. In addition. the use of photosynthetic organisms for crude o1l
degradation reduces the greenhouse effect. The organisms chosen for this purpose were
microalgae able to live i environments contaminated with hydrocarbons. specifically
Scenedesmus obtusus and Scenedesmus sp, which are able to efficiently biodegrade petroleum
hyvdrocarbons.

METHODS

We studied an interesting example of extreme contamunation by crude o1l in the Arrovo
Minero river. Rio Negro state, Argentina, where an oil exploration has been pouring crude oil
since 1915 (Lopez-Rodas et al., 2009). Two microalgal species living in direct contact with
the crude o1l spill were isolated and grown under laboratory conditions. They were the
unicellular chlorophyvta Scenedesmus obtusus (strain S03P) and Scenedesmus sp cf S
rapaporti sp. nov. (strain Sr4P).

The strains obtained from Scenedesmus ebtusus and Scenedesmus sp were cultivated at a
temperature of 22°C under continuous light of 80 pmeol photons m” s usmg day-light
fluorescent tubes (Phillips TLD 36W/33, France), 400-700 nm wavelength
(photosynthetically active light). The cells grew in Pyrex flasks of 250 ml. culiture
(Barloworld Scientific Ltd, Stone, UK)) with BG-11 medium for mland waters microalgae
(S1gma Aldrich Chemie, Taufkirchen, Germany), filtered through a membrane sterile 022 pm
(Express Plus Membrane. Millipore Iberica S A ). Cultures were mamtained axenically under
exponential growth by serial transfers of aliquots to new BG-11 medium once a month. The
absence of bacteria in the cultures was confirmed by a fluorescence microscope after acridine
orange staining.

Seencdesmus
Cantrol b Fusies

Secencdesmus sp
cf rapaporti

[ +5% Petroleum 1 15 incubation days E

FTIR HC ANALYSLS

Figure 1. Experimental design for Petrolenm biodegradation.

141



ANEXO: ARTICULOS

214 Julia Romero-Lopez, Victoria Lopez-Rodas and Eduardo Costas

Both stramns (503P and 5r4P) were maintained under laboratory conditions that allow a
balance between strong selection intensity., by means of a 1% addition of petroleum to the
culture medium and the maintenance of a population size large enough to increase probabality
of rare spontaneous mutations that confer petroleum adaptation (Fomero-Lopez et al.. 2012).

The aim of this study was to determine the capability of both strains to degrade
hvdrocarbons from petroleum. For this purpose, four expeniments were established with a 5%
Fluka Analytical Petroleum special standard with the following experimental design (Figure
1)

Four controls containing 5% Fluka Analytical Petroleum special standard with BG-11, as
well as 2 series (one for each mucroalgae strain) of four replicates each, containing 50 ml. of
microalgas biomass (lDﬁ cells /ml). 453 ml of BG-11 (Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen,
Germany) and 5 mL of Fluka Analytical Petroleum Special were prepared. Preparations were
somicated (4 pulses every 20 seconds. with a power of 40 watts and at a frequency of 16 kHz)
with vibrating Cell (Sonics & Matenals Inc., Danbury CT. USA) prior to mucroalgal addition
to assure fuel homogenization. Afier the microalgae addition, controls and samples were
mncubated in a culture chamber for 15 days at 22°C and 80 pmol photons m™ s of continuous
light. Afterwards. the samples were filtered using a 0.22 pm filter to remove algal biomass
and any other solid martter.

Obtamned aqueous extracts were analyzed according to EPA 418b (Petroleum
Hydrocarbons (Spectrophotometric, Infrared) and ASTM 3921 (Standard Test Method for Oal
and Grease and Petroleum Hydrocarbons in Water) methods, for measurning the hvdrocarbon
degradation rate.

RESULTS AND DISCUSSION

While anthropogenic crude o1l spills usually have dramatic effects on wildlife,
microalgas are able to proliferate mn the nux of crude o1l and fresh water (9.2°C, pH=8.1.
11.71% wiv hydrocarbons/water) that emerged from the underground in the Arrovo Minero
(Lopez-Rodas et al__ 2009, Carrera-Martinez et al . 2011}

After 1solation of two crude oil-resistant mucroalgal stramns from Arroyvo Minero, thewv
were maintained for four wears under petroleum exposure in laboratory conditions for two
reasons: 1) to assure a strong selection for crude o1l resistance (by the addition of petroleum to
culture medium) and. 1) to increase the probability of petroleum-resistant mutants occurrence
(by maintaining a very large population). The result was that both strains (So3P and Sr4P)
proliferated successfully under high concentrations (3%) of petrolenm.

As controls show, crude o1l does not degrade spontanecusly under expenimental
conditions. However, both microalgae strains were able to degrade hydrocarbons from
petroleum with great efficiency (Figure 2). The stramn So3P degraded 49% of the petroleum
standard in 15 days, whilst the strain Sr4P degraded 74% of the petroleum standard in that
same time (Figure 2).

Extreme environments. characterized by extreme values of pH. toxic matenals. high or
low temperatures and other factors, allow the adaptation of many micro-organisms to unusual
conditions. The proliferation of these micro-organisms in extreme environments 1s motivated
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bw the natural selection of spontaneous mutants which occurs randomly and without influence
of the selective agent.

Biodegradation Experiment

O condrol
3 W 5o obiusus

0O 3z mpaport

% petroleum after blodegradation
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[

o . . .
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Figure 2. Data of biodegradation of crude oil by microalgae.

Consequently, most of the crude oil-degrading species have been found in the vicinmity of
petroleum discharges (Yang et al.. 2009; Dasa et al.. 1999; Mackew et al.. 2007; Zimyjarde &
Pant, 2002). Usually. they are bactenial species but a significant microalgal biomass occurs in
the most polluted areas of Armrovo Minero.

Our results indicate that the microalgae Scenedesmius strains So3P and Sr4P could be an
mnteresting alternative for petroleum spill remediation.

In general. physical crude o1l elimination methods applied to the crude o1l and other fuel
spills are complex to use, due to expansions of spills and remediation of such responsiveness
(Trejo-Hernandez et al., 2007; Hughev et al.. 2007; Nikolopouou & Kalogerakis 2008;
Chaineaun et al., 2005). In addition, these methods are only effective in the early stages afier
the spill, and they are generally problematic because the collected waste 1s toxic and its
storage 1s difficult. Chemical methods. i the same way. have serious problems Used
dispersants can be an effective alternative, but thev are very selective agents, in which the
ability to act, 1.e . the chemical reaction produced, require specific conditions of temperature
and kinetics to provide adequate vields (Lindstrom et al.. 2002; Li et al.. 2007). Even in the
best cases, hydrocarbons, and the crude o1l itself. are not completely degraded or are
transformed into toxic products with catastrophic results. Many experts argue that the
combination of dispersants and their own aggregates can be more toxic for the ecosystem than
the crude itself only. After the last spill in the Gulf of Mexico, the EPA did studies that
showed that dispersants are not a good alternative to alleviate the effects of discharges (Li et
al.. 2007; Chaineau et al.. 2005; Kelkar et al.. 2007; Sacki et al., 2009; Stockstad. 2010).

Biodegradation seems to be an effective procedure to remove the o1l from o1l spills in
aquatic environments. In cases of greater discharges, as in the case of the ship Exxon Valdez
spill in 1989 or the Prestige in 2002, around 50% of the crude oil present in the water was
biodegraded during the first three years after the spill (Vega et al . 2009). Several works have
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been performed in biodegradation of crude oil (Kelkar et al . 2007: Obuskwe et al.. 2009
Eeddy & Quinn. 1999). This biodegradation can be accelerated by the addition of nutrients to
the environment to stimulate the growth of populations of degrader microorganisms
(Chaineau et al.. 2005; Atlas, 1995). Bioremediation can be a useful technique for discharges
of light crude oils, while heavy crude o1l spills require physical methods of absorption before
bioremediation (Mohajeri et al.. 2010). The decision to emplov physical or chemical methods
with bioremediation in a discharge of crude o1l 1n aquatic environments depends on the spill
area, physical conditions, the protection habitat objectives and anv other factor that could
have an impact on the selected process.

The election of microorganisms used in bioremediation is complex. Most of the smudies
were carried out with bacterial organisms (Chaillan et al., 2006; Ijah et al.. 2003; Rahman et
al._ 2002) but use of non-native bacteria in biodegradation could start problems in the
ecosystems where these mucroorganisms are used (Anderson et al.. 2009; Wang et al.. 2009).
Sometimes bacteria used in bioremediation treatment are hazardous for native species.
making it necessary to remove them once the toxic agent 1s degraded (Saek: et al., 2009).
Several authors have stated that the wastes of hydrocarbons degraded by bacternia are more
toxic to aquatic organisms (fish, shrimps and mussels embryo) than expected (Pelletier et al.,
2004; Dasa et al., 2007). In addition to this. the reserves of oxvgen and nutrients available in
the ecosystem are altered by the presence of large amounts of bacteria stimulated by the use
of hydrocarbons as energy sources (Chaineau et al | 2005).

In this regard. if we consider microalgae for crude oil degradation, we find important
advantages over the use of bacteria. The bactenial degradation products from crude o1l spills
are less complex than those of microalgae and in some cases are even toxic (Pelletier et al |
2004). Microalgae can degrade hydrocarbons from cmude oil very efficiently. A massive
growth of the mucroalgae population has fewer problems than those of bacternial growth
because mucroalgae constitute the most mmportant group of primary producers in the food
chain from aquatic ecosystems.

CONCLUSION

1. Both mucroalgal Scenedesmus strains (So3P and Sr4P) isolated from the crude o1l
spill from Arrovo Minero resist very high petroleum concentrations under laboratory
conditions.

2. Both strains degrade crude oil very efficiently (5r4P up to 74% and So3P until 49%
of the total petroleum after 15 days).

3. Usmng mucroalgae for crude o1l bioremediation has significant advantages in
efficiency and impact on the environment.
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