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RESUMEN

Plastisfera se refiere a la comunidad microbiana de la superficie de las particulas de
plastico. Aunque han sido bien estudiadas en ecosistemas acuaticos, los estudios
terrestres han sido limitados. Este estudio se llevo a cabo en un vertedero de 40 afios
de antigiedad en Rocuant-Andalién, ubicado a 20 m del Océano Pacifico. Se
muestrearon transectos de 1 km de longitud, totalizando seis sitios. El tipo de polimero
de los residuos plasticos se identific6 mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), mientras que microscopia electronica de barrido
(SEM) se utilizé para obtener imagenes de la superficie del plastico. Se secuencio la
region V3-V4 del gen 16S rRNA bacteriano para analizar la comunidad microbiana
utilizando un enfoque metagenémico. Ademas, se analiz6 el gen int/1 mediante PCR
convencional, revelando la presencia potencial de genes de resistencia a antibiéticos
de relevancia clinica humana en el 67 % de las seis parcelas. El tipo de plastico mas
abundante fue el polietileno de alta densidad (HDPE) (56 %). No se encontro relaciéon
entre el tipo de plastico y la presencia del gen int/1. La microscopia revelo la presencia
de microorganismos en las muestras, incluidos bacilos, cocos y bacterias
filamentosas, que formaban pequefios grupos en las superficies de plastico. La
secuenciacion de amplicones del 16S rRNA mostré un predominio de miembros
pertenecientes a los filos Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria en la mayoria de
las muestras. Los indices de diversidad alfa indicaron una elevada diversidad vy
riqueza entre las muestras, pero no hubo diferencias estadisticas significativas entre
los sitios. El analisis de diversidad beta indicé diferencias significativas en las

comunidades bacterianas entre los lugares de muestreo, pero no entre los tipos de
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polimeros. Este estudio entrega informacion sobre las comunidades bacterianas
asociadas a los residuos plasticos de los vertederos, incluida la alta diversidad, la
documentacion de diversos microorganismos y las diferencias en las comunidades
bacterianas y los posibles problemas ecolégicos y sanitarios relacionados con la

resistencia a los antibidticos.
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ABSTRACT

Plastispheres refer to microbial communities on the surface of plastic particles.
Although they have been well studied in aquatic ecosystems, terrestrial studies are
limited. This study was conducted at a 40-year-old landfill site in Rocuant-Andalién,
close to 20 m from the Pacific Ocean. One 1 km-long transects were sampled, totaling
six plots. The plastic debris polymer type was identified using Fourier-transform
infrared spectroscopy (FT-IR) whereas scanning electron microscopy (SEM) was used
to obtain images of the plastic. The V3-V4 region of the bacterial 16S rRNA gene was
sequenced to analyze the microbial community using a metagenomic approach.
Additionally, the intl1 gene was screened by conventional PCR, revealing the potencial
presence of antibiotic-resistance genes of human clinical relevance in 67 % of the six
plots. The most abundant plastic type was high density polyethylene (HDPE) (56 %).
No association was found between the type of plastic and the presence of the int/1
gene. Microscopy revealed the presence of microorganisms in the samples, including
bacilli, cocci, and filamentous bacteria, forming small clusters on the plastic surfaces.
16S rRNA amplicon sequencing showed a predominance of members belonging to the
Actinobacteria, Firmicutes, and Proteobacteria phyla in most samples. Alpha diversity
indices indicated high diversity and richness among the samples, but there were no
significant statistical difference between the sites. Beta diversity analysis indicated
significant differences in bacterial communities between sampling sites but not among
polymer types. This study provides insights into the bacterial communities associated

with landfill plastic waste, including high diversity, documenting diverse



microorganisms and differences in the bacterial communities and potential ecological

and health concerns related to antibiotic resistance.



1. INTRODUCCION

Desde hace bastante tiempo que el problema de la gestidn de los residuos ha
sido una de las grandes preocupaciones por su efecto en el medioambiente y
la salud, y uno de los mayores desafios en la actualidad es la mitigacién de
los efectos negativos que genera la disposicidn de residuos plasticos. A nivel
mundial, en los ultimos anos se han producido cerca de 400 millones de
toneladas de residuos plasticos anualmente, que se desechan de distintas
formas, ya sea en rellenos sanitarios, vertederos o basurales. Se ha
demostrado que los vertederos pueden ser una fuente de microplasticos (MP)
que se liberan al medio ambiente y si abordamos este problema desde una
perspectiva microbioldgica, se pueden estudiar las comunidades microbianas,
las funciones ecoldgicas y los peligros asociados a estos residuos. Este nuevo
ecosistema de origen antropogénico, conocido como plastisfera, describe la

comunidad microbiana en la superficie de las particulas de plastico.

En general, la plastisfera se ha estudiado en su mayoria en ambientes
acuaticos, sin embargo, encontramos alguno estudios recientes en ambientes
terrestres. En vertederos, los estudios de Rohrbach et al. (2022) y Zhu et al.
(2022), relacionaron el tipo de plastico y su influencia en la comunidad
microbiana. Ademas, se han identificado microorganismos de la plastisfera en
vertederos, observando una predominancia de Proteobacterias, Firmicutes,
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Bacteroidetes y Actinobacterias. En el estudio de Zhu et al., 2022, se
detectaron ademas patdégenos potenciales y genes de resistencia a
antimicrobianos en la plastisfera, con niveles de enriquecimiento que variaban

segun los tipos de plastico y los tipos de suelo.

Considerando la informacién revisada y presentada a continuacion, el objetivo
de este estudio es identificar los componentes bacterianos y detectar la
presencia de genes de resistencia antimicrobiana de importancia clinica
humana en la plastisfera de un relleno sanitario cerrado hace 40 afios en el
sector correspondiente al humedal Rocuant-Andalién, en la ciudad de
Talcahuano, region del Biobio, Chile. Para ello, este estudio incluyé
microscopia electronica de barrido para la observacion de microorganismos,
FT-IR para la identificacién del tipo de polimero, deteccion del gen int/1 como
marcador de resistencia a los antibi6ticos y secuenciacion de amplicones de

16S rRNA para el analisis de la comunidad microbiana.

Hipotesis
La comunidad bacteriana de la plastisfera de un vertedero depende del tipo

de plastico. Ademas, el tipo de polimero determina la presencia de genes de

resistencia a antibiéticos de importancia clinica humana.



Objetivo General

Determinar la composicién del bacterioma y genes de resistencia a
antibidticos de importancia clinica humana en la plastisfera de un vertedero
de 39 anos de antiguedad del sector correspondiente al humedal Rocuant-

Andalién en la comuna de Talcahuano de la regién del Biobio.

Objetivos Especificos
(1) Determinar los tipos de plastico presentes en las muestras del vertedero.
(2) Determinar la comunidad bacteriana de la plastisfera.

(3) Determinar la presencia de ARGs de importancia clinica humana en las

muestras obtenidas.



2. MARCO TEORICO

2.1 El problema de los residuos plasticos

Desde 2021, se producen aproximadamente 400 millones de toneladas de
residuos plasticos al afio (United Nations Environment Programme, 2023), de
los cuales el 9 % se puede reciclar y el 79 % se deposita en vertederos o en
el medio ambiente (C. Li et al., 2021). A nivel mundial, los residuos solidos
urbanos estan compuestos por un 10-30 % de plasticos, en Sudamérica, la
composicion es del 15 % (International Solid Waste Association, 2024). La
produccién de plastico puede dividirse en diferentes tipos, siendo la mayor
producciéon actual la de polietileno (PE), polipropileno (PP) y cloruro de
polivinilo (PVC) (Chow et al., 2023). Con el tiempo, el plastico se rompe debido
a una combinacion de factores ambientales (C. Li et al., 2021); las particulas
de mas de 5 mm se denominan macroplasticos, y las de entre 1 um y 5 mm,

microplasticos (MP) (Tursi et al., 2022).

Existe evidencia de problemas que puede generar la presencia de plasticos
en el ambiente, si consideramos un escenario de un ecosistema terrestre
ubicado en humedales que reciben descargas de residuos, existen estudios
que detectaron la presencia de microplasticos en aves que habitan estos
lugares, tanto en el sistema digestivo, como en el plumaje (Reynolds & Ryan,

2018).



2.2 La Plastisfera

Se ha demostrado que los vertederos pueden ser una fuente de MP que se
liberan al medio ambiente (He et al., 2019). Al abordar este problema desde
una perspectiva microbiolégica, podemos estudiar las comunidades
microbianas, las funciones ecolégicas y los peligros asociados a este
ecosistema. De esta manera, diferenciamos este nuevo ecosistema, llamado
plastisfera, término utilizado para describir la comunidad microbiana en la
superficie de las particulas de plastico. Se ha estudiado su ecologia
microbiana y se ha detectado la presencia de saprofitos, simbiontes,
depredadores, fototrofos y heterétrofos (Amaral-Zettler et al., 2020), lo que
indica que la plastisfera es un ecosistema en el que cada microorganismo
tiene su propia funcién ecoldgica. En los ultimos afos, ha aumentado el
numero de estudios sobre la plastisfera, centrados principalmente en

ecosistemas acuaticos, suelos y plantas de tratamiento de aguas residuales.

Encontramos literatura muy reciente sobre plastisfera en vertederos, un
estudio de Rohrbach et al. (2022) encontré que el tipo de MP influye en el
microbioma y, por tanto, es un factor determinista y no estocastico en el
ensamblaje de la comunidad microbiana. Esto, combinado con el estudio del
suelo (Zhu et al., 2022), que encontré lo mismo, proporciona pruebas de que
el tipo de plastico afecta a la comunidad microbiana. Ademas, las
comunidades microbianas de la plastisfera mostraron diferencias
significativas en comparacion con las del suelo, y estas diferencias

disminuyeron con el tiempo. Esto se menciond en una revisién de (Shi et al.,



2023). En un estudio (Puglisi et al., 2019), la plastisfera envejecida, en
residuos de PE, mostraron una estructura microbiana en donde predominaba
el género Bacillus, y con menor diversidad alfa en comparacion con las

comunidades microbianas del suelo.

Un estudio realizado por Munir et al. (2022) aislé microorganismos de residuos
plasticos encontrados en un vertedero en Indonesia. Los investigadores
descubrieron que la mayoria de las bacterias aisladas (83 %) eran
gramnegativas, en contraste con las grampositivas, que eran menos
prevalentes. Otro estudio de comunidades bacterianas que colonizaban
residuos de films de plastico de 20 afios en vertederos de Corea (Chung et
al., 2022) descubrié un enriquecimiento de Firmicutes, Planctomycetes y
Actinobacteria a nivel de filo en el plastico en comparacion con el suelo, y de
Bradyrhizobiaceae, Pseudarthrobacter, Myxococcales, Sphingomonas vy
Spartobacteria a nivel de género. Ademas, un estudio reciente realizado en
un vertedero ubicado en China (Lin et al., 2023), revelé que Proteobacterias,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria eran los filos bacterianos mas
abundantes en la superficie de los residuos plasticos e identifico los géneros
Sporosarcina, Haloplasma, Oceanobacillus, Pelagibacterium, Lysobacter y

Desemzia.

2.3 Resistencia a antibioticos

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos se produce cuando los
cambios en las bacterias hacen que los medicamentos utilizados para tratar
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infecciones sean menos eficaces y se ha convertido en una de las principales
amenazas para la salud publica del siglo XXI. El informe sobre resistencia a
los antimicrobianos, encargado por el Gobierno britanico, afirma que la
resistencia a antimicrobianos podria llegar a matar a 10 millones de personas

al ano de aqui a 2050 (Murray et al., 2022).

Las principales formas de resistencia a los antibioticos son: (1) Resistencia
intrinseca: la resistencia es causada por propiedades estructurales de la
bacteria. Se puede dar que el microorganismo no contiene la estructura diana
del antibidtico, o que debido a sus caracteristicas no encuentran la diana. (2)
Resistencia adquirida: la bacteria no se ve afectada por antibiéticos a los que
antes era susceptible. Esta forma de resistencia puede venir del cromosoma
principal o de estructuras extracromosomales (plasmidos, transposones, etc.).
(3) Resistencia cruzada: resistencia a un antibiético especifico de un
microorganismo, que funcionan con mecanismos idénticos o relacionados con
otros, lo que suele ocurrir cuando los antibioticos tienen estructuras comunes.
(4) Multi-drug resistance: si la cepa bacteriana no es susceptible a tres o mas
tipos de antimicrobianos, se denominan bacterias multirresistentes (MDR)

(Hasan & Al-Harmoosh, 2020).

En microbiologia ambiental se suele definir la resistencia como una menor
susceptibilidad a un antibiético en comparacion con otras cepas de la misma
especie y como la mayoria de las especies de bacterias ambientales son

dificiles de cultivar, los microbiélogos ambientales, con mas frecuencia que en



el area clinica, tienden a estudiar los genes de resistencia en lugar de las

bacterias resistentes (Larsson & Flach, 2022).

La resistencia a antibioticos se puede generar en general por tres mecanismos
(Alekshun & Levy, 2007): (1) Degradacion o modificacion enzimatica de los
compuestos antibioticos, (2) Modificacion o proteccidon del sitio de union del
antibiotico, y (3) Bombas de eflujo que eliminan activamente los compuestos
antibidticos de la célula. Estos genes de resistencia a antibioticos (ARGs)
pueden diseminarse en el medio ambiente y aumentar debido a la presion
selectiva causada por las actividades humanas, ya sea por el uso
indiscriminado de antibiéticos en centros de salud o en la cria de animales.
Los elementos genéticos moviles (MGEs) que contienen ARGs pueden
transferirse entre bacterias. MGEs (Movile genetic elements por sus siglas en
inglés) es un término utilizado para referirse a los elementos que favorecen la
movilidad intracelular del ADN (por ejemplo, del cromosoma a un plasmido o
entre plasmidos), asi como a los que permiten la movilidad intercelular del
ADN (Partridge et al., 2018). La transferencia horizontal de genes de estos
elementos aumenta significativamente los riesgos epidemioldgicos asociados
a la resistencia a los antibidticos, ya que los ARG pueden transferirse

bidireccionalmente de bacterias no patégenas a patdégenas (Cytryn, 2013)

Esta transferencia horizontal de genes se puede dar principalmente por tres
mecanismos: (1) Conjugacion: transferencia de plasmidos de una bacteria a
otra, (2) Transduccién: transferencia de genes mediada por virus

(bacteriéfagos) y (3) Transformacion: captacion de ADN a través de la pared



celular y la incorporacién de ese ADN al genoma o a plasmidos existentes

(Cytryn, 2013).

Las secuencias de insercidn y los transposones son segmentos de ADN que
pueden desplazarse ellos mismos (y sus genes de resistencia asociados) de
forma casi aleatoria a nuevas ubicaciones en la misma molécula de ADN o en
moléculas diferentes dentro de una misma célula. Otros elementos, como los
integrones, utilizan la recombinacién especifica de sitio para mover genes de
resistencia entre sitios definidos. Dado que estos tipos de MGE suelen estar
presentes en multiples copias en diferentes ubicaciones de un genoma,
también pueden facilitar la recombinacion homéloga (intercambio de

secuencias entre segmentos idénticos o relacionados) (Partridge et al., 2018).

2.4 Resistencia a antibiéticos en la plastisfera

Por otra parte, se han identificado elementos de interés medioambiental en
las plastisferas, y una revision (Junaid et al., 2022) destacé sus implicaciones
ecotoxicoldgicas, principalmente en el enriquecimiento y la diseminacién de
patdégenos, genes de resistencia a los antibidticos (ARGa), bacterias
resistentes a los antibioticos (ARBs) y elementos genéticos moviles (MGEa)
asociados a los MP en las aguas residuales. (Zhang et al., 2022) sugirieron
que los MP pueden afectar el enriquecimiento selectivo de ARB y ARG en los
ecosistemas acuaticos. La relacion entre plasticos y ARGs ha sido objeto de
varios estudios en los ultimos afos, no sélo en aguas residuales, sino también
en diferentes tipos de ecosistemas. Por ejemplo, se ha descubierto que los
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MP de PVC enriquecen una mayor variedad de bacterias potencialmente
patogenas y transportan ARGs en lodos activados procedentes del tanque
aerobico de una planta de tratamiento de aguas residuales en Shenzhen,
China (Q. Li et al., 2022). El estudio (Zhu et al., 2022) detectd una serie de
patogenos potenciales y ARGs en la plastisfera, que estaban enriquecidos en
comparaciéon con el suelo, pero variaban en funcién de los tipo de
microplasticos y de suelo. Se observd una mayor abundancia de ARGs en PE
que en PS (poliestireno), PA (poliamida) y PVC, independientemente del tipo
de suelo. Otro estudio demostré que los MP no sélo actian como vectores
para el transporte de ARG, sino que también podrian favorecer la propagacion
de ARG estimulando el potencial de transferencia horizontal de genes (HTG).
Se estudiaron MP de PE, PP, PS y PE reciclado, y aunque todos estos tipos
de MP adsorbian ARG, el PP mostré la mayor capacidad de adsorcion.
Ademas, la exposicion bacteriana a estos materiales aumenté la transferencia
horizontal de genes entre 1,5 y 2 veces. Estos experimentos se realizaron
utilizando Escherichia coli BL21 como donante y MG1655 como aceptor del
plasmido (Cheng et al., 2022). Una revision de Shi et al. (2023) menciond
ademas que los ARGs en plasticos también varian dependiendo del tipo y
tamano de los MPs. Los MP grandes albergan una mayor abundancia de ARG
que los MP pequerios (entre un 98 y un 154 % superior) (Lu et al., 2020). Esto
se atribuye al hecho de que los MP mas grandes contienen mas antibidticos y
metales pesados, generando asi mas presion selectiva. Ademas, el proceso

de envejecimiento influye en la acumulacién selectiva de ARG. La abundancia
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de ARGs en plasticos envejecidos supera a la de los plasticos menos

envejecidos en un 46 % (Lu et al., 2020).

En el estudio mencionado de Zhu et al. (2022) sobre la plastisfera en el suelo,
se analizaron 285 ARGs y 10 MGEs mediante qPCR, revelando la presencia
de 102 ARGs y 3 MGEs, asi como diferencias entre los tipos de plastisferas.
Un enfoque interesante es el de Zheng et al. (2020) donde propusieron el uso
potencial del gen intl1clinico (integrasa de integrén de clase |) como indicador
de la abundancia de genes de resistencia a antibiéticos de importancia clinica
en una planta de tratamiento de aguas residuales urbanas. Los integrones de
clase | contienen varias cascadas de genes de resistencia antimicrobiana que
codifican dfr (dihidroflavonol-4-reductasa), p-lactamasa de amplio espectro,
gacEA1 (amonio cuaternario), sul1 (sulfonamida) y enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (AME), que se han encontrado en géneros como
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter,
Citrobacter, Pseudomonas, Klebsiella'y Salmonella (Akrami et al., 2019). Se
ha estudiado la propagacidn de estos genes en entornos terrestres asociados
a la agricultura (Ali et al., 2020), destacando el papel de las cascadas de
integrones de clase | en la propagacion de genes de resistencia y el riesgo de

su transporte desde entornos terrestres a masas de agua.

2.5 Diversidad

Una caracteristica importante de las comunidades microbianas es la
diversidad, y para poder medirla se utilizan distintos métodos y calculos.
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Podemos diferenciar la diversidad alfa, que corresponde a la diversidad dentro
de una poblacion, y la diversidad beta, que hace la comparacion entre distintas

poblaciones.
Diversidad alfa

Las OTUs observadas cuentan el numero de OTU distintas observadas en
cada muestra, y el indice de Shannon es un estimador de la riqueza y la
uniformidad de las especies, con mas peso en la riqueza de especies. El
indice de Simpson es un estimador de la riqueza y la homogeneidad de las
especies, con mayor peso en la homogeneidad de las especies. El indice
Chao1 es un estimador de la riqueza de especies basado en la abundancia
(Kim et al., 2017). A continuacién se entregan las ecuaciones utilizadas para

calcular estos indices.

indice de diversidad de Shannon (H)

H= —Z(Pi * In(p;))

Donde s es el numero de OTUs y pi es la proporciéon de la comunidad

representada por OTU..

indice de Simpson’s (D)

N 2
i=1Di

12



Donde s es el numero total de especies en la comunidad y pi es la proporcién

de la comunidad representada por OTUi..
Chao1

I 1(1 1 1)
S = Sops + ==
Chao1l obs 2 (FZ | 1)

Donde F1y F2 son la cuenta de los singletons y doubletons, respectivamente,

y Sobs €S el numero de especies observadas (Kim et al., 2017).

Diversidad beta

La diversidad beta mide la diferencia entre dos muestras o comunidades. El
analisis de la diversidad beta requiere como entrada una medida o indice de
disimilitud (Xia & Sun, 2023). El indice de disimilitud Bray-Curtis, una medida
de distancia o disimilitud entre muestras, fue desarrollado y bautizado con el
nombre de J. Roger Bray y John T. Curtis. Es la beta diversidad mas utilizada
en los campos de la ecologia y la investigacion de microbiomas. La disimilitud
de Bray-Curtis se desarrollé a partir de recuentos en cada muestra para
cuantificar la diferencia composicional entre dos muestras. Para datos de
abundancia de microbioma se mide disimilitud. Por ejemplo, si hay dos
especies en dos muestras de comunidad, cuanto menor es la distancia, mas

parecidas son las dos comunidades. Cuando el coeficiente de distancia es
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cero, las dos comunidades son idénticas. Este indice tiene la ventaja de que

se pueden visualizar. La forma de calcular esta distancia es con la ecuacion:

L] X — X

BC = —
;=1(Xij + Xik)

donde BC es el indice de disimilitud de Bray-Curtis; Xy Xi son el numero de
individuos de la especie i en las muestras j y k, respectivamente; y n es el

numero total de especies en las muestras (Xia & Sun, 2023).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de estudio

El sitio de interés corresponde a un relleno sanitario de 40 afios de antigliedad
ubicado en el sector de playa del humedal Rocuant-Andalién, comuna de
Talcahuano, regién del Biobio, Chile (36° 44' 2.371 'S, 73° 3' 38.098' O). El
sector presenta un clima oceanico templado, con una temperatura media
anual de 13,1 °C y una precipitacion anual de 984,3 mm (Direccion
Meteoroldgica de Chile). El vertedero estuvo en funcionamiento entre 1974 y
1984. Actualmente, el vertedero esta inactivo, cubierto de tierra y arena, y en
su superficie se puede observar vegetacion. Cabe destacar que se trata de un
lugar de nidificacion de aves migratorias, como Haematopus palliatus (Ortiz
Soazo et al., 2022), Leucophaeus pipixcan (Western Hemisphere Shorebird
Reserve Network, 2023) y Limosa haemastica (Western Hemisphere
Shorebird Reserve Network., 2023). Debido a la erosién causada por factores
ambientales y el paso del tiempo, el vertedero ha quedado expuesto en toda
su longitud norte hacia la playa y el mar (Figura 1), con escombros en la pared

expuesta (Figura 2) y diseminados por la playa.

15



Chile

73%6'0 7330 7300

Biobio Region

o2 o
o Pacific Ocean

Landfil
AN Penco

Rocuant-Andalién
045" Talcahuano
2 Wetland

Concepcion
36°48'S| 0 1 2km

— e -—
73%0 7330 7300

Figura 1: Ubicacion del sitio de estudio en la region de Biobio, Chile,
destacando la ubicacion del vertedero en rectangulo rojo en la costa norte de
la comuna de Talcahuano entre el océano Pacifico y el humedal Rocuant-
Andalién.

3.2 Muestreo

El muestreo se realizé el 8 de mayo de 2023. Se empled una estrategia de
muestreo métrico incluyendo 1000 m de longitud del vertedero (Figura 2). El
perfil expuesto se dividié en secciones equidistantes entre si a intervalos de
200 m (S1 a S6). El muestreo se llevo a cabo por triplicado realizando una
pequefa excavacion horizontal en cada seccion a una profundidad de 50 cm
desde la superficie y recolectando material (1 kg), desechando el que estaba
expuesto a las condiciones externas y almacenandolo en bolsas individuales.

Las muestras se transportaron al laboratorio en contenedores cerrados y
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aislados con compresas frias o hielo para mantener la temperatura baja. El

almacenamiento en el laboratorio se mantuvo a 4 °C.

Pacific Ocean

Landfill

€

3 K -~ e A b .
—’m—lﬂlif?‘lnléﬂlﬁfhl0737.la_ﬂ*@u'dp‘-llme’r.pfdv,lu'av.l,a—
avial
a9 i

Figura 2: Fotografia de la pared expuesta del vertedero y mapa de sitios de
muestreo, enumerados desde S1 a S6 cada 200 m de distancia.

3.3 Procesamiento previo

Las muestras se separaron seleccionando al azar un trozo de material plastico
de cada bolsa de muestras, cortando el residuo en trozos mas pequefios con
un bisturi estéril, almacenando los trozos para FTIR y SEM (almacenados a 4
°C, siguiendo los protocolos indicados por el Centro de Microscopia Avanzada

de la Universidad de Concepcion), y a -18 para extraccion de ADN (Figura 3).
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Figura 3: Esquema del procesamiento de muestras obtenidas, a partir de la
bolsa de muestreo que contiene aproximadamente 1 kg de residuos, suelo y
arena, la seleccién del residuo plastico, corte en trozos mas pequefos y
finalmente separacién de acuerdo al proceso posterior, ya sea FTIR, SEM o
Extraccion de ADN.

3.4 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier

Para identificar el tipo de plastico se utilizd la espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR). Este método se ha utilizado en varios
estudios para la caracterizacion quimica de residuos plasticos (Mecozzi et al.,
2016), asi como para la deteccion de sustancias poliméricas extracelulares en
la superficie. El espectro de absorcién de luz infrarroja del material se obtuvo
a diferentes longitudes de onda. El espectro entre 500 y 2000 cm-1 se
compard con una base de datos de peaks de absorcion correspondientes a
los grupos funcionales de diferentes polimeros para identificar el tipo de
material. El equipo utilizado fue un espectrofotémetro IRAffinity-1S (Shimadzu,
Japodn) con reflectancia total atenuada (ATR) para el analisis de particulas de

plastico.
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3.5 Microscopia electrénica de barrido

En una revision de Wang et al., (2022) se sugiere que la microscopia
electronica de barrido (SEM), entre otras técnicas, se utiliza para estudiar la
morfologia de las plastisferas. Las ventajas de utilizar el SEM son su alta
resolucién, la obtencion intuitiva de imagenes, el amplio rango de aumentos y
la capacidad de realizar analisis cualitativos y cuantitativos. La muestra se
traté con 1 ml de glutaraldehido al 2,5 % en un tubo Eppendorf de 1,5 ml a 4
°C durante 2 semanas, se seco en punto critico y se recubrié de oro. El equipo
utilizado fue un microscopio electronico de barrido modelo JSM-6380 del
Centro de Espectroscopia y Microscopia Electronica de la Universidad de

Concepcion.

3.6 Extraccion de ADN y detecciéon de intl1

La extraccion de ADN utilizando el DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen), uno
de los kits mas utilizados en estudios relacionados con MPs, y que no mostré
diferencias significativas respecto a otros kits de uso comun o a la extraccién
manual utilizando fenol-cloroformo (Onda & Sharief, 2021). La extraccion se
realizé en las 18 muestras seleccionadas siguiendo el protocolo del fabricante,
con las siguientes modificaciones: pesando 0,2 g de muestra y utilizando 75
Ml de solucidn de elucion para el ADN. La concentracion de ADN se midio

espectrofotométricamente  utilizando 1 pL del extracto en un
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espectrofotometro de microplacas Agilent BioTek Epoch (Agilent

Technologies). Los extractos de ADN se almacenaron a -18 °C.

Para la PCR del gen 16s rRNA se utilizaron los primers PO (285F) 5'-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y P6 (1492R) 5'-
CTACGCGTACCTTGTTACG-3' (Jara Henriquez, 2018) y la mezcla maestra
DreamTaqg Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Se utilizaron las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min; 30
ciclos de 95 °C durante 30 s, 56 °C durante 30 s y 72 °C durante 2 min; y un
paso final de elongacién a 72 °C durante 5 min. Los productos de la PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1,5 % utilizando un marcador MaestroGen

de 1kb.

Para el analisis por PCR del gen int/1 (integrén de clase 1, integron-integrasa),

se utilizaron los primers intA (F) 5'- GAGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3'e

intB (R) 5'-CTACGGCTACCTTGTTACG-3' (Ali et al., 2020). DreamTaq Green
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Se utilizaron las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min; 35 ciclos de 94
°C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 2 min; y un paso final de
elongacion a 72 °C durante 5 min. Los productos de la PCR se visualizaron
en un gel de agarosa al 1,5 % utilizando el marcador Azura PureView™ 100
bp DNA Ladder. Se utilizé ADN de la cepa UCO 286 como control positivo y

ADN de la cepa UCO 288 como control negativo (stock bacteriano del
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Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos, Universidad de

Concepcion).

3.7 Secuenciacion de amplicones 16S rRNA y analisis estadistico

La secuenciacion de los amplicones de la region v3-v4 del gen 16S rRNA se
realizé utilizando lllumina HiSeq (Genoma Mayor, Santiago, Chile). Se utilizd
Qiime2 para analizar las secuencias obtenidas (Bolyen et al.,, 2019). La
abundancia relativa fue calculada y graficada para filos y géneros usando
matplotlib (Hunter, 2007). Para cada muestra se calcularon las OTUs
observadas y los indices de diversidad alfa Chao1, Shannon y Simpson. Las
OTUs observadas cuentan el numero de OTU distintas observadas en cada
muestra, y el indice de Shannon es un estimador de la riqueza y la uniformidad
de las especies, con mas peso en la rigueza de especies. El indice de
Simpson es un estimador de la riqueza y la homogeneidad de las especies,
con mayor peso en la homogeneidad de las especies. El indice Chao1 es un
estimador de la riqueza de especies basado en la abundancia (Kim et al.,
2017). Se utilizé la prueba H de Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney
para determinar diferencias significativas usando Scipy (Virtanen et al., 2020).
La prueba de Kruskal-Wallis es util como prueba no paramétrica general para
comparar mas de dos muestras independientes (Ostertagova et al., 2014). La
prueba de Mann-Whitney U se utiliza para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre dos grupos. y se utiliza con datos no

paramétricos (MacFarland & Yates, 2016).
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Para la diversidad beta, el indice de disimilitud de Bray-Curtis se calculd
utilizando la biblioteca SciPy (Virtanen et al., 2020), PCoA se realiz6 utilizando
Scikit-bio (http://scikit-bio.org/), y PERMANOVA se utiliz6 para probar
diferencias estadisticamente significativas. FAPROTAX se utilizé para hacer
predicciones funcionales basadas en identificaciones taxonémicas (Louca et

al., 2016).

Para determinar la relacién entre el tipo de plastico y la presencia del gen intl1
se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para datos categéricos utilizando SciPy

(Virtanen et al., 2020).
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4. RESULTADOS

4.1 Identificaciéon de polimeros

Se obtuvieron espectros de absorcidn infrarroja y se compararon con una
base de datos de polimeros para identificar los tipos de polimeros de las 18
muestras. Diez de las muestras eran de HDPE (55,6 %), cuatro de PS (22,2

%), dos de PVC (11,1 %), una de LDPE (5,6 %) y una de PP (5,6 %).

4.2 Observacion microscopica de comunidad microbiana

Las imagenes SEM (Figura 4) mostraron la presencia de bacterias, hongos
(filamentosos y levaduras). Excepto en la muestra S5-2 (identificada como
PS, situada a 1000 m del inicio de la pared expuesta), no se observaron
microorganismos. En general, la poblacién bacteriana estaba aislada o en
pequefos grupos, con bacilos, cocos y morfologia filamentosa sin formacion
evidente de biopeliculas. Predominaba la morfologia en forma de bacilo, que
se observo en el 87 % de las imagenes y en el 94 % de las muestras. Se

observaron bacterias en forma de bacilo en todas las muestras de HDPE.
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Figura 4: (a) Espectro de absorcion infrarrojo entre 500 y 2000 cm™' de las
muestras identificadas para cuatro tipos de plastico. (b) Imagenes
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representativas de SEM indicando la presencia de microorganismos en la
superficie de las particulas de plastico.

4.3 Deteccioén del gen 16S rRNA e intl1

La visualizacion de los productos de la PCR para el gen 16S rRNA permitio
verificar la presencia de ADN procariota y de int/1. El gen 16S rRNA se detectd
en 15 de las 18 muestras (83 %) e intl1 en 6 de las 18 muestras (33 %) y en
4 de los 6 sitios (67 %); la presencia de intl1 en cada tipo de polimero y sitio

de muestra se enumera en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipo de polimero y deteccion del gen int/1 en cada sitio de muestreo
y tipo de plastico.

Sitio de muestreo Tipo de plastico

Sitio Presencia int/1 | Polimero Presencia intl1
S1 0.0 % PP 0%

S2 33.3% PS 33 %

S3 0.0 % HDPE 50 %

S4 33.3% LDPE 0%

S5 66.7 % PVC 50 %

S6 66.7 %

PS: poliestireno, PVC: policloruro de vinilo, HDPE1. Polietileno de alta densidad; LDPE: Polietileno de baja densidad; PP:

Polipropileno

Se cred una tabla de frecuencia para determinar si existe una relacion entre

el tipo de plastico (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencia de la presencia y ausencia del gen int/1 por cada tipo de
plastico.

Tipo de Plastico intl1: Si intl1: No Total

PP 0 1 1
PS 1 3 4
HDPE 4 7 11
LDPE 0 1 1
PVC 1 1 2
Total 6 13 19

Se realizd la prueba de Chi-cuadrado para determinar dependencia de los
datos, obteniendo un estadistico de prueba Chi-cuadrado igual a 1.575, y un
valor p de 0.813. Dado que el valor p es mayor que el nivel de significancia de
0.05, no hay evidencia suficiente para confirmar una diferencia
estadisticamente significativa en la presencia del gen int/1 dependiente del

tipo de plastico.

4.4 Abundancia y diversidad

La secuenciacion de los amplicones del gen 16S rRNA nos permitié realizar
un analisis metagendmico de la diversidad bacteriana de los residuos
plasticos de los vertederos. Para estudiar la abundancia a nivel de filo y
género, se representaron en abundancia relativa, mostrando los filos o
géneros mas abundantes, separandolos de los taxones no asignados y

combinando el resto en la categoria "otros" (Figura 5).

El analisis de secuenciacion revelé un predominio de Actinobacteria (17,8 % -
66,2 %), Firmicutes (3,9 - 58 %), y Proteobacteria (7-26,2 %) a nivel de filo en
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la mayoria de las muestras, con Nocardioides (1. 2 - 15,6 %), Streptomyces
(0,6 - 4,6 %), Gaiella (0,4 - 5 %), Actinomadura (0,4 - 11,4 %), Solirubrobacter
(0,7 - 4,2 %) y Bacillus (0,2 - 5,4 %) como géneros mas representativos. Los
taxones no asignados a nivel de género oscilaron entre el 56,8 % y el 74,3 %
debido a las limitaciones de la base de datos utilizada. Casi todas las muestras
mostraron un predominio de Actinobacterias con la excepcion de las muestras
S2-3, S4-1 y S5-2, identificadas como LDPE, HDPE y PS respectivamente,
con un predominio de Firmicutes (Figura A1a). A nivel de género, la muestra
S2-1, identificada como HDPE, tenia la mayor abundancia de Nocardioides
(15,6 %) y la muestra 4-2, identificada también como HDPE, tenia la mayor

abundancia de Actinomadura (11,4 %) (Figura A1b).

Se identificaron 404 microorganismos diferentes a nivel de especie (14,4 %).
Los cinco microorganismos mas abundantes fueron Actinomycetospora
chiangmaiensis (0,0 - 7,97 %), Gaiella occulta (0,43 - 5,01 %), Blastococcus
Jejuensis (0,01 - 3,62 %), Thermoflavimicrobium dichotomicum (0,0 - 3,20 %)
y Bacillus thermoalkalophilus (0,0 - 2,76 %). También se detecto la presencia
(abundancia < 1 %) de algunos agentes patégenos u oportunistas conocidos,
como Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus saprophyticus, Rhodococcus
globerulus, Mycobacterium arupense, Rhodococcus equi, Corynebacterium
aurimucosum, Acinetobacter radioresistens, Bordetella holmesii y Bordetella

ansorpii.
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Figura 5: Abundancia relativa de filos (a) y géneros (b) identificados de
acuerdo al sitio de muestreo.

Para el analisis de la diversidad alfa, se calcularon los indices de Shannon,

Simpson, Chao1y OTU observadas (riqueza) (Figura 6).

El indice de Shannon, que oscila entre 5,51 y 6,44, es un valor elevado, lo que
indica un gran numero de especies diferentes y una distribucién uniforme, sin
una sola especie dominante en la comunidad. El indice de Simpson, que oscila
entre 0,979 y 0,997, indica que la comunidad microbiana es muy homogénea
y que ninguna especie domina la poblacién. Las UOT observadas, que oscilan
entre 2.100 y 3.345, indican el numero de taxones diferentes presentes en las
muestras. El indice Chao1, que oscila entre 2114 y 3362, similar al de las OTU
observadas, indica una gran riqueza de especies en la comunidad microbiana,
pero también tiene en cuenta las especies raras. Para todos los indices de

diversidad, la muestra S1-1 fue la mas diversa, identificada como PP. La
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muestra S1-3 fue la menos diversa en el indice Chao1 y OTU observadas, y
la S2-1 en los indices de Shannon y Simpson, ambas identificadas como

HDPE.

Se realiz6 la prueba H de Kruskal-Wallis comparando los indices entre sitios,
obteniéndose los siguientes valores p: indice de Shannon (p = 0,296665),
indice de Simpson (p = 0,481842), OTU observadas (p = 0,275122) y Chao1
(p =0,275122). No hubo pruebas suficientes de diferencias significativas entre
la diversidad de los distintos sitios (utilizando un intervalo de confianza del 95

%, p <0,05).

También se analizaron los indices de diversidad alfa agrupando las muestras
segun la presencia o ausencia del gen intl1 (Figura 6b), y se comprobaron las
diferencias significativas mediante la prueba U de Mann-Whitney para la
comparacion de dos muestras independientes, obteniéndose los respectivos
valores p: Shannon (estadistico = 25,0, valor p = 0,335), Simpson': (estadistico
= 26,0, valor p = 0,385), OTUs observadas (estadistico = 26,0, valor p =
0,385), y Chao1 (estadistico = 26,0, valor p = 0,385). También se observo que
no habia diferencias significativas en la diversidad entre las muestras con y

sin intl1.
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Figura 6: indices Shannon, Chao1, Observed OTUs y Simpson (a) para cada
sitio y (b) agrupados de acuerdo a la presencia o ausencia del gen int/1.

Para la diversidad beta, se calculé la distancia Bray-Curtis basandose en las

UOT, lo que mostré que las muestras mas similares eran S6-1 (PS) y S6-2

(HDPE); sin embargo, en general, los valores de la distancia calculada eran
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altos, lo que indicaba que las abundancias de las OTUs de las muestras no

eran similares, como puede verse en la Figura 7a.

El PCoA se realizé para visualizar la similitud o disimilitud de los datos,
reduciéndolos a dos dimensiones: PCoA1 (que explica el 13,4% de la
varianza) y PCoA2 (que explica el 10,1% de la varianza). Podemos observar
un grupo formado por muestras compuestas de PS y HDPE (Figura 7b).
Teniendo en cuenta que esta reduccion dimensional explicaba sélo el 23,57
% de la varianza, se realizé un PERMANOVA para complementar el analisis,
obteniendo un estadistico de 1,178 y un valor p de 0,09, lo que indica que no
hay pruebas suficientes para concluir que existen diferencias significativas en
la comunidad por tipo de polimero (p < 0,05). El mismo analisis se realizé
agrupando las muestras por sitio, obteniéndose un estadistico de 1,250 y un
valor p de 0,007, lo que indica que hay pruebas suficientes para concluir que

existen diferencias significativas entre las comunidades de los distintos sitios.

31



1.0
03 033 093
0.8 1
> 0.6
=
©n
T o
=
=
i} 4
g 0.4 e
s
nas
0.2 1 e
087
086
0.0 1 Q 3
T
Bacteria 543 551 S52 553
(a)
-3
0.3 1
541,
0.2 4 6 %
553
St
0.1 S22,
" 83
= S6-
g sl-}g 52-3 »
< 00
<
S
g S3-L,
—0.1 A 54_% 51_%
021 $5-3,
0.2
54-3,
—0.3 1 55-f,3 -8
—(I).S —0'.4 —(;.3 —6.2 —(I).l 0.‘0 D.‘l 0.‘2 0.‘3

PCoA 1 (13.43%)

(b)

Polymer type
®
®
' HDPE
LDPE

o pvc

o4

oo

Figura 7: (a) Matriz de disimilitud utilizando la distancia de Bray-Curtis entre
muestras (b) PCoA de las distintas muestras y de acuerdo a los distintos tipos
de plasticos (distintos colores).

32



4.5 Prediccion funcional

La prediccion metabdlica mediante el software Faprotax revel6 diversas
caracteristicas funcionales. La Fig. 7 muestra la abundancia de funciones
bacterianas relacionadas con la salud humana (Fig. 8a) y el metabolismo

ecologico (Fig. 8b).

En cuanto a salud humana, destacamos la abundancia de bacterias asociadas
a patdgenos humanos en la mayoria de las muestras, incluidas S1-3 (HDPE),
S4-2 (HDPE), S4-3 (HDPE) y S5-1 (HDPE), y bacterias relacionadas con
infecciones nosocomiales en una muestra (S2-2, HDPE). Observamos una
mayor abundancia de Actinobacterias (56 %) y Chloroflexi (4,4 %) que la
media de todas las muestras (47,9 % y 3,5 %, respectivamente) a nivel de filo,
y una mayor abundancia de Nocardioides (7. 3 %), Mycobacterium (2,5 %),
Arthrobacter (2,4 %) y Rhodococcus (3,4 %) que la media (6,3 %, 0,7 %, 0,7

% vy 0,4 %, respectivamente) a nivel de género.

La prediccion del metabolismo ecologico para la oxidacidon microbiana del
azufre destaco en los seis sitios en las muestras S1-1 (PP), S1-3 (HDPE), S2-
1 (HDPE), S3-3 (HDPE), S4-2 (HDPE), S5-1 (HDPE), S5-2 (PS) y S6-3 (PS).
En cuanto al metabolismo relacionado con la metanogénesis, destacan las
muestras de los sitios S3, S4 y S6. En algunas de estas muestras,
observamos una abundancia superior a la media del filo Proteobacteria en S3-
1(17,9 %) y S6-1 (26,2 %) (media 13,8 %), y de Acidobacteria en S3-1 (3,0

%), S4-3 (3,1 %), S6-1 (5,4 %) y S6-2 (3,7 %) (media 2,4 %).
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En varias muestras se observaron funciones ecologicas del metabolismo
relacionado con la metanogénesis, el metabolismo del azufre y las vias de
degradacion del plastico. Concretamente, el metabolismo relacionado con la
metanogénesis se observo en algunas muestras, el metabolismo del azufre
estuvo presente en todos los sitios y las vias de degradacion del plastico en
cuatro sitios (S1, S2, S4, y S6). Solo dos sitios (S2 y S6) mostraron
metabolismo fotoautotrofo. Los procesos metabdlicos de respiracion de hierro
y manganeso implican la utilizacién de estos metales como aceptores de
electrones en la respiracion anaerobica. La amonificacion de nitrato y nitrito

se observd en los sitios S2, S4 y S6, mientras que la desnitrificacion fue

104
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Figura 8: Funciones metabdlicas basadas en asignacion taxondémica usando
Faportax (a) Predicciéon de funciones asociadas a salud humana (b) Funciones

ecoldgicas asociadas a metabolismo.
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5. DISCUSION

Entre los diversos tipos de polimeros encontrados en las muestras mediante
analisis FTIR, la gran mayoria se identificaron como HDPE. Aunque esto
indica una prevalencia significativa de residuos plasticos en las muestras, la
gran heterogeneidad de los residuos en los vertederos dificulta la extracciéon
de conclusiones que puedan generalizarse y representar con exactitud la
composicion de los residuos de vertedero. En comparacion, los datos sobre
la identificacion de MP en diferentes lixiviados de vertederos de China,
Indonesia, Francia, Finlandia, Noruega e Islandia, donde se han identificado
mas de 28 tipos de polimeros, indican que el LDPE, el HDPE, el PS, el PP, el
PVC y el PET son los polimeros plasticos mas abundantes en los lixiviados de
vertederos de todo el mundo (Kabir et al., 2023). Dado que encontramos cinco
de los seis plasticos mas comunes y que la fabricacién de PET es la mas

reciente, nuestros datos concuerdan con esta informacion.

Las imagenes microscoépicas proporcionan una vision de la superficie de las
particulas de plastico y de los microorganismos que pueden encontrarse en
ella. En un estudio realizado en un medio terrestre (Gkoutselis et al., 2021) se
obtuvieron imagenes de SEM que mostraban la colonizacion de MP por
hongos filamentosos, pero no por levaduras, lo que sugiere que algunos
hongos estan mejor adaptados a la vida en superficies de plastico. En residuos

de PE obtenidos de un vertedero abandonado en ltalia, el analisis SEM de
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todos los plasticos mostré la adhesidén de células procariotas en forma de
bacilo morfolégicamente diversas (Puglisi et al., 2019), lo que coincide con
nuestros resultados de que se encontraron bacterias en forma de bacilo en la
mayoria de las muestras. Ademas, mencionaron que Bacillus es el género
predominante en sus muestras (10 - 50 %), capaz de degradar algunos

colorantes presentes en el plastico.

El analisis de las secuencias del gen 16S rRNA, seguido de la aproximacién
metagendmica, reveld una presencia significativa de Actinobacterias,
Firmicutes y Proteobacterias a nivel de filo, asi como de Nocardioides,
Streptomyces, Gaiella, Actinomadura, Solirubrobacter y Bacillus a nivel de
género. Como se ha mencionado anteriormente, en el estudio de Puglisi et
al. (2019) habia un predominio del género Bacillus, y aunque nosotros
encontramos un predominio de bacterias con forma de bacilo, este analisis

mostré una abundancia solo de un 0,22 - 5,36 % del género Bacillus.

Dado que Actinobacteria es un filo prevalente de bacterias del suelo, no fue
sorprendente encontrarlo en nuestras muestras. Esto incluye el género
Streptomyces, que puede existir en estado latente en el suelo en forma de
artrosporas y clamidosporas (Kurtboke, 2017). Soleimani et al., (2021)
evaluaron la biodegradacién del LDPE por aislados bacterianos de peliculas
de LDPE en diferentes vertederos y descubrieron que Streptomyces, Nocardia
y Rhodococcus eran capaces de biodegradar. Esto puede explicar la mayor

abundancia de este género en nuestras muestras.
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El estudio de Chung et al. (2022) mencionado anteriormente, de un vertedero
abandonado de 20 afos de antigiedad, halld un enriquecimiento de
Firmicutes, Planctomycetes y Actinobacteria a nivel de filo en el plastico, y
geéneros de los grupos Bradyrhizobiaceae, Pseudarthrobacter, Myxococcales,
Sphingomonas y Spartobacteria. Encontramos una gran abundancia de
Actinobacteria y Firmicutes, pero el tercer filo predominante fue Proteobacteria

y una baja abundancia de Planctomycetes (media del 0,1%).

La presencia de Firmicutes no es sorprendente, ya que muchos géneros
pertenecientes a este filo pueden adaptarse a su entorno mediante estrategias
de supervivencia como la capacidad de producir esporas que confieren
resistencia a condiciones subdptimas y extremas como la desecacién. Un
estudio sugiri6 que multiples factores ambientales extremos favorecen la

prevalencia de Firmicutes productores de endosporas (Filippidou et al., 2016).

A diferencia de los experimentos de aislamiento comentados anteriormente
(Munir et al., 2022), que revelaron el predominio de bacterias gramnegativas,
nuestros resultados no coinciden. Si consideramos los filos mas abundantes
y los dividimos en bacterias grampositivas y gramnegativas, observamos un
predominio del 71 % de bacterias grampositivas. En particular, sélo una
pequefa fraccion de las bacterias puede cultivarse (Lewis et al., 2021), y el
enfoque molecular es mas convincente para estudiar la comunidad microbiana
y puede indicar la presencia de muchos mas taxones bacterianos que no
pueden cultivarse o tienen requisitos nutricionales especiales o desconocidos

que no se tuvieron en cuenta en los experimentos de aislamiento.
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Rohrbach et al. (2022) incubaron particulas de plastico en suelo de vertedero
durante 14 meses y descubrieron que los filos predominantes eran
Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes y Actinobacteria. Ademas, se
comprobd que el tiempo afectaba positivamente a la diversidad de alfa (Shade
et al., 2012). En el experimento de microcosmos realizado por Zhu et al.,
(2022), el indice de Shannon en las muestras de plastico oscilo entre 7,6 y 8,4
y no fue significativamente diferente entre los distintos plasticos de diversos
ambientes suelo. Este indice es superior al nuestro, pero debemos senalar
que sus muestras se incubaron en distintos tipos de suelo y no en un

vertedero.

De un vertedero, encontramos un estudio de Chukwuma et al. (2021)
realizado en Malasia, un vertedero municipal de residuos sélidos, donde
analizaron la comunidad microbiana de los sedimentos. Los indices de
diversidad alfa obtenidos fueron Shannon (entre 3.52-4.59), Simpson (0.91-
0.97), OTU observadas (512-1253) y Chao1 (538-1316). Estos indices fueron
muy inferiores a nuestros resultados en términos de diversidad, uniformidad y

riqueza.

Se ha sugerido que los indices de diversidad alfa mas altos estan implicados
en la resistencia, resiliencia y redundancia funcional de las comunidades
microbianas (Shade et al., 2012). Nuestro sitio de estudio se encuentra en un
lugar con una amplitud térmica anual de 30 °C, ha sido afectado por
inundaciones, tsunamis, entre otros factores ambientales extremos, que

pueden afectar la composicion de las comunidades microbianas.
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La disimilitud en abundancia entre las muestras, indicada por el analisis de
diversidad beta basado en la distancia Bray-Curtis, indicé una gran diferencia
en la comunidad bacteriana entre las muestras y fue confirmada por pruebas
estadisticas, lo que tiene sentido, ya que durante el proceso de muestreo fue
posible observar una gran heterogeneidad en los residuos expuestos en el
perfil del vertedero. El PCoA mostré un grupo formado por muestras de HDPE
y PS, claramente separadas de las muestras de PP y PVC, pero también
encontramos muestras dispersas de HDPE y PS fuera de este grupo. Esta
agrupacion no fue suficiente para obtener diferencias significativas en la
composicion microbiana a partir de nuestros datos. Como se ha mencionado
anteriormente (Rohrbach et al., 2022; Zhu et al., 2022), se encontraron
diferentes composiciones microbianas en distintos tipos de polimeros, pero
estos estudios se realizaron en un entorno mas controlado (incubacion en
vertedero y microcosmos, respectivamente). Se necesitan mas estudios para

confirmar esta diferencia en residuos plasticos reales.

El gen intl1 se identificdé en cuatro de los seis sitios, y se determiné
estadisticamente que no existe evidencia suficiente para determinar una
relacion entre el tipo de plastico y la presencia del gen int/1. Como ya se ha
mencionado, el gen intl se ha observado en miembros de los géneros
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter,
Citrobacter, Pseudomonas, Klebsiellay Salmonella (Akrami et al., 2019), y en
todos los miembros del filo Proteobacteria, que se observaron en gran medida
en las muestras analizadas. De estos géneros mencionados, Acinetobacter

se encontré6 en tres muestras (S2-2, S4-1, y S5-1), y Acinetobacter
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radioresistens se encontro en S2-2. Esta especie se aisla normalmente de
fuentes ambientales y forma parte del microbioma sano de la piel humana,
pero se ha encontrado anteriormente en ambientes extremos debido a su
resistencia a la radiacién, y portadora de multiples genes de resistencia a los
antibidticos (Opazo-Capurro et al., 2019). EI género Pseudomonas se
encontré en 11 muestras, siendo Pseudomonas stutzeri la mas abundante y
presente en los seis sitios. Pseudomonas stutzeri es una bacteria
ampliamente distribuida en el medio ambiente, un patégeno humano
oportunista tolerante a los metales pesados, competente en la transformacién

y con una gran diversidad de MGE (de Sousa, 2020).

Cuetero-Martinez et al. (X. Li et al., 2021) hallaron que la abundancia de int/1
correlacionaba positivamente con sul1 y las betalactamasas OXA-10 y cphA-
02 en plantas de tratamiento de aguas residuales. En (Zheng et al., 2020),
encontraron muchas correlaciones positivas entre el gen clinico inti1 y los
genes de resistencia a aminoglucdsidos y betalactamicos, junto con qacEdelta
qgue confiere resistencia a antisépticos, en una planta de tratamiento de aguas
residuales urbanas. X. Li et al. (2021) descubrieron que intl1 estaba
positivamente relacionado con mexF, sul1, blatem y blactx-m en procesos de
biotratamiento de lixiviados de residuos alimentarios. En una revision reciente
(J. etal., 2024) sobre genes de resistencia a antibiéticos como contaminantes
emergentes en lixiviados de vertederos, se encontraron ARGs y sus MGEs
asociados en varios paises donde el gen int/1 esta asociado con resistencia a

beta-lactamicos, tetraciclinas, macrdlidos, sulfonamidas y fluoroquinolonas,
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incluyendo los genes sult, sul2, blaNMD1, blaKPC, blaCTX, dfrA, aacé, tetO,

qnrA'y ermB.

Aunque encontramos el gen intl1 clinico en el 67 % de los sitios, esto indica
que estos plasticos portan predominantemente genes de resistencia de
fuentes antropogénicas, dispersandolos en el medio ambiente cercano,

incluidos humedales y océanos, y entrando en contacto con la fauna silvestre.

Los resultados de la prediccion funcional relacionados con la salud humana
destacaron la abundancia de bacterias asociadas a patégenos humanos en
varias muestras y de bacterias relacionadas con infecciones nosocomiales en
una muestra. Si complementamos esta informacién con la presencia positiva
del indicador int/1 de ARGs en cuatro de los seis sitios, podemos tener una

combinacion de preocupacion clinica.

42



6. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona informacion importante sobre las comunidades
microbianas asociadas a los residuos plasticos en vertederos terrestres.
Examinamos muestras de plastico de un vertedero de 40 afios de antigiedad.
Se identificaron los tipos de plastico de las muestras (PS, PVC, HDPE, LDPE
y PE) y se observaron las comunidades microbianas de la plastisfera en la
mayoria de las muestras. Se documentd la presencia de diversos
microorganismos en estas superficies y un predominio de Actinobacterias y
Firmicutes, con los géneros Nocardioides, Streptomyces y Gaiella
mayormente representados. Los resultados sugieren una ligera diferencia en
la plastisfera entre los tipos de polimeros al observar la diversidad beta, pero
su analisis estadistico indica que no existe suficiente evidencia para que esta
diferencia sea significativa, por lo que se rechaza la hipotesis propuesta de

qgue existe un efecto del tipo de plastico sobre la comunidad microbiana.

La deteccion del gen intl1 indica la probable presencia de genes de resistencia
a antibidticos de importancia clinica humana en el plastico del vertedero, lo
gue supone un riesgo ecoldgico de exposicion a este tipo de residuos en la
zona afectada, con especial preocupacion por la propagacién de genes de
resistencia a los alrededores. El analisis de los resultados no entregan
evidencia suficiente para concluir una efecto del tipo de polimero en la
presencia de genes de resistencia, por lo que esta hipdtesis también es
rechazada. Este estudio amplia nuestra comprensiéon de la plastisfera en

entornos terrestres, destacando la importancia de considerar las interacciones
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microbianas con los residuos plasticos y sus implicaciones medioambientales,
ecoldgicas, y en la salud humana y animal. Ademas, refuerza la necesidad de

realizar investigaciones bajo un enfoque de "One Health".
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ANEXOS

Abundancia relativa de filos y género en todas las muestras.
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Figura A1: Abundancia relativa de filos (a) y géneros (b) identificados de cada

muestra.
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