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1. RESUMEN.

La corrosién es un fendmeno electroquimico que afecta toda superficie de metal
expuesta a ambientes acuosos o hiimedos, produciendo una disolucion del metal mediante
reacciones de oxido/reduccion. Este fenomeno puede verse inducido y/o aumentado por la
actividad microbiana, proceso conocido como biocorrosion y es generada por la actividad de
microorganismos que se adhieren a la superficie del metal, y que forman una biopelicula cuya
actividad metabdlica altera las condiciones quimicas de la superficie del metal. Se ha establecido
que, durante la formacion de estas biopeliculas, el tipo de microorganismo que coloniza cada
superficie esta determinado principalmente por el material de la superficie, las caracteristicas
del fluido y los mecanismos de adherencia microbianos. Luego del establecimiento de las
primeras especies que colonizan el metal, se produce una sucesion microbiana asociada al
desarrollo de interacciones especificas entre los microorganismos y los microambientes de la
biopelicula. Esto permite albergar una gran variedad de metabolismos en la biopelicula, como
la reduccion de sulfato, oxidacion de hierro y produccion de exopolisacaridos, los que afectan
directa o indirectamente la superficie del metal. En ambientes marinos, las condiciones
ambientales exacerban el desarrollo de corrosion y la influencia de microorganismos en el
proceso. A pesar de la importancia de los microorganismos en biocorrosiéon marina, aun no es
claro quiénes se asientan en la superficie, como afectan la constitucion de la biopelicula sobre
superficies metalicas y de qué depende su capacidad corrosiva.

En este proyecto de Tesis, se propone que los colonizadores primarios que se asientan
sobre superficies de acero inoxidable en ambientes marinos, y las interacciones que ellos

establecen, son determinantes para el desarrollo de biocorrosion. Para confrontarla se propone
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determinar la estructura y composicion de la comunidad microbiana que se genera durante el
desarrollo de una biopelicula corrosiva -con énfasis en las primeras etapas de colonizacion- y
analizar las interacciones bidticas y abiodticas que se establecen al ser inducido el proceso de
corrosiéon sobre el acero inoxidable. Para abordar este objetivo, se disefid un modelo
experimental que permite la exposicion de placas de acero inoxidable a un flujo continuo de
agua de mar natural. El desarrollo de la biopelicula fue evaluado mediante el analisis de una
serie de tiempo de 15 puntos contenidos en tiempos tempranos (0,125 dias, 0,25 dias, 0,375
dias, 0,5 dias, 0,75 dias, 1 dias), medios (2 dias, 3 dias, 5 dias, 7 dias), y tardios (21 dias, 30
dias, 55 dias, 85 dias y 112 dias) de exposicion. En cada punto de esta serie de tiempo, se
determind la composicion taxondmica de la biopelicula, incluyendo bacterias, arqueas y
eucariontes. Para ello, se utilizd secuenciacion masiva de los genes de las subunidades
ribosomales 16S rRNA y 18S rRNA respectivamente. Esta informacion se integrd analizando
patrones de co-ocurrencia e interacciones que se establecen en la biopelicula, durante el proceso
de biocorrosion. Se determind en paralelo el comportamiento electroquimico de las placas y los
niveles de deterioro del material establecidos a través de pérdida de peso.

Los resultados obtenidos indican que la colonizacién primaria de la superficie comenzo
por asociacion con las imperfecciones del material y que estuvo compuesta no solo por bacterias,
sino también por eucariontes fotosintéticos, eucariontes heterotrofos y arqueas. Entre ellos
encontramos principalmente Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, Archaeplastida y
Opisthokonta. Se observd que el asentamiento de microorganismos eucariontes previamente
relacionados con corrosion, como diatomeas, se favorece durante la primera semana de
exposicion a través de la interaccion con sectores previamente colonizados por
microorganismos. Ademas, a los 7 dias, se determin6é un maximo en la conectividad entre el

componente eucarionte y bacteriano. Durante tiempos tardios de exposicion, la composicion
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microbiana presenta cambios, donde se destaca un aumento de Alphaproteobacteria, Firmicutes
y Plactomycetes. Finalmente, se produjo una saturacion del espacio disponible, la comunidad
presentd menor riqueza, mayor equidad, y mayor abundancia de las especies que dominan en
las redes de co-ocurrencia inferidas. Por otro lado, los analisis electroquimicos y de deterioro
del material mostraron que, durante tiempos tempranos y medios de exposicion, se produjo un
ennoblecimiento de la superficie de la placa, lo que sugiere susceptibilidad al desarrollo de
corrosion por picadura. Posteriormente, durante tiempos tardios de exposicion, se observd un
desplazamiento del potencial desde +200 mVys agagct hacia -200 mVys ag/agcl, valor en el cual
se mantiene hasta el final del experimento. Se determin6 mayor deterioro del material luego de
este periodo. Los valores de OCP mencionados y un aumento significativo de la corriente de
corrosion durante el experimento sugieren, en conjunto, una activacion de la superficie dada por
un aumento en la transferencia de electrones. Los resultados apoyan parcialmente las hipdtesis
planteadas, principalmente por la relacion entre colonizadores primarios, el asentamiento de
diatomeas y las potenciales interacciones ecologicas entre bacterias y eucariontes heterotrofos.

En este trabajo se muestra la importancia del estudio del desarrollo de la sucesion
bioldgica y las interacciones biologicas que tienen lugar, para entender el desarrollo de corrosion
en acero inoxidable en ambientes naturales. En conjunto han permitido la propuesta de un
modelo conceptual y la formulacioén de nuevas hipdtesis que nos ayuden a entender el fendmeno
de biocorrosion marina con miras a nuevas estrategias de prevencion y control que sean

amigables con el medioambiente.
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1.1. ABSTRACT.

Corrosion is an electrochemical phenomenon that affects any metal surface exposed to
aqueous or humid environments, producing a dissolution of the metal through oxide/reduction
reactions. This phenomenon can be inhibited, induced and/or increased by microbial activity, a
process known as biocorrosion, that is generated by the activity of microorganisms that adhere
to the surface of the metal, forming a biofilm whose metabolic activity alters the chemical
conditions of the surface of metal. It has been established that, during the formation of these
biofilms, the type of microorganisms that colonizes each surface is determined mainly by the
surface material, the characteristics of the fluid and the microbial adhesion mechanisms. After
the establishment of the first species that colonize the metal, a microbial succession is produced,
associated with the development of specific interactions between the microorganisms and the
microenvironments of the biofilm. This allows to hold a great variety of metabolisms in the
biofilm, such as sulfate reduction, iron oxidation and production of exopolysaccharides, which
directly or indirectly affect the metal surface. In marine environments, environmental conditions
exacerbate the development of corrosion and the influence of microorganisms in the process.
Despite the importance of microorganisms in marine biocorrosion, it is still not clear which
microorganisms will settle on the surface, how they affect the constitution of the biofilm on
metal surfaces and what their corrosive capacity depends on.

In this Thesis project, it is proposed that the primary colonizers that settle on stainless
steel surfaces in marine environments, and the interactions they establish, are determinants for
the development of biocorrosion. To confront it, it is proposed to determine the structure and

composition of the microbial community that is generated during the development of a corrosive
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biofilm -with emphasis on the first stages of colonization- and to analyze the biotic and abiotic
interactions that are established when the corrosion process is induced. on stainless steel. To
address this objective, an experimental model was designed that allows the exposure of stainless
steel plates to a continuous flow of natural seawater. The development of the biofilm was
evaluated by analyzing a time series of 15 points contained in early (0.125 days, 0.25 days,
0.375 days, 0.5 days, 0.75 days, 1 day), medium (2 days, 3 days, 5 days, 7 days), and late (21
days, 30 days, 55 days, 85 days and 112 days) exposure times. At each point in this time series,
the taxonomic composition of the biofilm was determined, including bacteria, archaea and
eukaryotes, through massive sequencing of the 16S rRNA and 18S rRNA ribosomal subunit
genes respectively. This information was integrated analyzing patterns of co-occurrence and
interactions that were established in the biofilm during the biocorrosion process. In parallel, the
electrochemical behavior and levels of deterioration of the plates were determined.

The results indicated that primary colonization of the surface began by association with
the imperfections of the material and that it was composed not only by bacteria, but also by
photosynthetic eukaryotes, heterotrophic eukaryotes and archaea. Among them we find mainly
Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, Archaeplastida and Opisthokonta. It was observed that
the settlement of eukaryotic microorganisms previously related to corrosion, such as diatoms,
was favored during the first week of exposure through interaction with sectors previously
colonized by microorganisms. In addition, after 7 days, a maximum in the connectivity between
the eukaryotic and bacterial component was determined. During late exposure times, the
microbial composition change, with an increase in Alphaproteobacteria, Firmicutes and
Plactomycetes. Finally, there was a saturation of the available space, the community presented
lower richness and diversity, but greater evenness. On the other hand, the electrochemical and

deterioration analysis of the material showed that, during early times and means of exposure,
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the surface of the plate was ennobled, which suggests susceptibility to the development of pitting
corrosion. Subsequently, during late exposure times, a potential shift was observed from +200
mVys ag/agel to -200 mVys ag/agel, which was maintained until the end of the experiment. Greater
deterioration of the material was determined after this period. The OCP values and a significant
increase in the corrosion current during the experiment suggest an activation of the surface given
by an increase in electron transfer. The results partially support the hypotheses proposed, mainly
by the relationship between primary colonizers, the settlement of diatoms and the potential
ecological interactions between bacteria and heterotrophic eukaryotes.

This Thesis project showed the importance of studying the development of biological
succession and the biological interactions that take place, to understand the development of
corrosion over stainless steel in natural environments. Together they have allowed the proposal
of a conceptual model and the formulation of new hypotheses that help us to understand the
phenomenon of marine biocorrosion to design new environmental friendly strategies of

prevention and control.



25

2. INTRODUCCION.

2.1. Corrosion Influenciada por Microorganismos.

La corrosién es un fendmeno electroquimico que afecta toda superficie de metal
expuesta a ambientes acuosos o humedos y que consiste en una reaccion de 6xido/reduccion
que resulta en la disolucion del metal. En un proceso de corrosion, la disolucion del metal
sucede en sitios anodicos, mientras los electrones son aceptados en una reaccion catodica en
sitios separados (Hamilton, 1985). Esta reaccion puede ser inducida, facilitada o exacerbada
por la actividad de microorganismos, fenémeno conocido como corrosion influenciada por
microorganismos (MIC, de su sigla en inglés) o biocorrosion.

La biocorrosiéon es generada por la actividad metabolica de microorganismos que
crecen adheridos a la superficie del metal, formando una compleja estructura denominada
biopelicula. Si bien muchos tipos de bacterias poseen la capacidad de adherirse y formar
biopeliculas sobre superficies, las interacciones especificas con la superficie estan
determinadas principalmente por las propiedades del material, las caracteristicas del fluido y
los mecanismos de adhesion bacterianos (Lichter ef al., 2008). El desarrollo de una biopelicula
sobre la superficie de un metal puede contribuir al proceso de corrosion, a través de distintos
mecanismos que pueden ocurrir simultdineamente, entre los que encontramos: i) generacion de
zonas anaerobicas; ii) concentracion de iones ferrosos y especies quimicas corrosivas en la
superficie; iii) creacion de zonas de aireacion diferencial debido al desarrollo heterogéneo de
la biopelicula; iv) conduccion de electrones lejos de la superficie; v) retencion de promotores
de corrosion en su exopolisacéarido; y vi) generacion de una disrupcion de la capa pasiva del

metal (King et al., 1973; Beech & Sunner, 2004; Li ef al., 2013).
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El fendmeno de biocorrosion es una de las principales causas de fallas en estructuras
metalicas, principalmente en sistemas expuestos a agua de mar. Ademas, provoca degradacion
de materiales, bloqueos mecanicos y una mayor resistencia en los sistemas de transferencia de
calor. El reemplazo o reparaciéon de estas estructuras cuestan a la industria de paises
desarrollados miles de millones de ddlares al afio y se estima que la biocorrosion provoca el
50% de estos dafios (Fang et al., 2002; Hamilton, 2003). Considerando esta estimacion, en
Reino Unido, Alemania y Japén los costos por biocorrosion podrian superar los 150 mil
millones de dolares anuales (EI-Meligi, 2010). En Latinoamérica, los costos anuales alcanzan
los 84 mil millones de dolares, mientras que, en Chile estos podrian alcanzar
aproximadamente 5 mil millones de dolares al afo (Lieser & Stek, 2010).

Debido a las dificultades que el deterioro en la infraestructura implica para la industria,
ha sido necesaria la utilizacién de aleaciones con mayor resistencia a la corrosion, entre ellas
el acero inoxidable de grado marino. Este tipo de aleaciones presentan mejor rendimiento
frente al desarrollo de corrosion generalizada, cuyo deterioro de la superficie es uniforme y
permite mejores estimaciones sobre su vida util. No obstante, se ha observado con mayor
frecuencia el desarrollo de corrosion localizada en la superficie del metal (Mollica, 1992;
Videla, 1994). Se ha observado que exponiendo acero inoxidable en ambientes marinos el
comportamiento electroquimico del metal presenta, ademds, un efecto de ennoblecimiento
luego de varias semanas de exposicion a un flujo de agua de mar natural. Este efecto de
ennoblecimiento consiste en el desplazamiento del potencial de la superficie (ie. OCP y Ecor)
hacia valores mas positivos (mds nobles) luego de embeber las muestras en agua de mar
natural (Characklis & Cooksey, 1983; Videla et al., 1989; Feron & Dupont, 1998). Esto no

implica que las placas sean mas resistentes a la corrosion, por el contrario, involucra que el
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potencial se acerca al potencial de picadura y existen mayores probabilidades de que se
desarrolle corrosion localizada (Landoulsi ez al., 2011).

Los elevados costos y la complejidad asociada al desarrollo de biocorrosion han
planteado la necesidad de realizar estudios respecto de las formas en las que se puede
controlar o evitar este proceso. Las estrategias actuales de control de biocorrosion involucran
el desarrollo de nuevos materiales con mayor resistencia a la corrosion, el uso de
recubrimientos organicos y metalicos, el desarrollo de polimeros, la proteccion catodica, y el
control de la corrosion a través de métodos quimicos (uso de biocidas y antimicrobianos) y
bioldgicos (Lin & Ballim, 2012). Estos tltimos son de gran interés, principalmente porque
generan menos efectos adversos en el medio ambiente. Entre ellos, los mas estudiados son la
exclusion por competencia biologica y la utilizacion de biopeliculas bacterianas "artificiales"
como barrera mecanica y de produccion de antimicrobianos al medio (Jayaraman et al.,
1999b; Tabari et al., 2011; Zuo et al., 2014). Aun cuando estas estrategias han sido exitosas en
ambientes controlados, al ser utilizadas en presencia de comunidades microbianas complejas,
como las presentes en agua de mar, han demostrado resultados mas bien contradictorios,
dependiendo de los microorganismos presentes y de la superficie utilizada (Juzelitinas et al.,
2006). Estos resultados han resaltado la necesidad de conocer en mayor detalle el proceso de
desarrollo de la biopelicula, quiénes la componen y los principales factores que estimulan el
desarrollo de biocorrosion en ambientes naturales (Kip & van Veen, 2015).

Dada su estrecha asociacion con procesos industriales, uno de los ambientes naturales
de mayor interés en el estudio de la biocorrosion es el ambiente marino. En este tipo de

ambiente se exacerba la biocorrosion, debido a la exposicion a un fluido que presenta
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constantemente variaciones en sus factores bidticos y abidticos, y que influencia los procesos

electroquimicos que se desarrollan en el metal desde que es expuesto al medio acuoso.

2.2. Desarrollo de biopeliculas en ambientes marinos.

Los ambientes marinos corresponden a un 71% de la superficie del planeta y presentan
una gran relevancia para las poblaciones humanas, debido a que proveen proteina para
consumo animal y son una fuente de agua para muchos procesos industriales (Lalli & Parsons,
1997). Las comunidades microbianas marinas son muy diversas y estan constituidas por
bacterias, arqueas, eucariotas y virus. Ellos son responsables de la mitad de la actividad global
asociada a ciclos biogeoquimicos de elementos como el carbono, nitrégeno, fosforo, azufre y
hierro (Falkowski et al., 2008). La abundancia de estos microorganismos en el mar se
relaciona fuertemente con las condiciones abidticas de la columna de agua. El agua de mar
tiene un pH entre 8-8.3 y una salinidad que fluctua entre 33-37 g/L, dada por la presencia de
componentes salinos como cloruro, sodio, sulfato, magnesio, bicarbonato, calcio y potasio.
Ademas, el agua de mar posee un pequefio porcentaje de nutrientes (como nitrato y fosfato),
metales trazas y gases disueltos como O,, CO; entre otros (Wright et al., 1995). El agua de
mar estd sujeta a variaciones estacionales tanto en sus caracteristicas fisico-quimicas
(temperatura, salinidad, nutrientes) como bioldgicas (abundancia celular de microorganismos
fotosintéticos, desarrollo de florecimientos primaverales) (Wright et al., 1995). En este
contexto, los ambientes costeros son uno de los mas variables debido al efecto de vientos,
afluentes de rios y que presentan una mayor influencia por actividades humanas (Lalli &

Parsons, 1997). Es por esto que pueden tener gran influencia en el tipo de microorganismos



29

que coloniza superficies vivas o inertes expuestas a agua de mar y, por lo tanto, en el
desarrollo de biopeliculas asociadas a corrosion.

Una biopelicula se define como una comunidad de microorganismos adheridos a una
superficie, organizados espacialmente y embebidos en una matriz extracelular tridimensional
auto-producida (Costerton et al., 1999). Las variaciones temporales de la composicion
comunitaria que tienen lugar durante el desarrollo de la biopelicula, se denominan sucesion
bioldgica (SB). Durante la SB existe un orden cronoldégico en el establecimiento de los
diferentes microorganismos que componen la comunidad y esta asociada con las cuatro etapas
caracteristicas del desarrollo de la biopelicula: (i) unién reversible de microrganismos, (ii)
uniéon estable y multiplicacion, (iii) maduracion, y finalmente (iv) desprendimiento de la
biopelicula (Stoodley et al., 2002). En el desarrollo de una biopelicula asociada a corrosion se
ha descrito que inicialmente los microorganismos planctonicos interactian con particulas
organicas e inorganicas que se han depositado en la superficie del metal (Compére et al.,
2001), generando una unién aun reversible, donde los microorganismos no presentan cambios
en sus perfiles de expresion genética (Stoodley et al., 2002). Una vez establecidos estos
microorganismos colonizadores primarios y a medida que se multiplican, la biopelicula va
modificando las caracteristicas electroestaticas de la superficie del metal, favoreciendo la
llegada de colonizadores secundarios (Videla & Herrera, 2005). Ademas, durante esta etapa
los microorganismos establecidos en la superficie comienzan la sintesis y secrecion de
exopolisacaridos (EPS), prolongando este proceso hasta las ultimas etapas del desarrollo de la
biopelicula (Stoodley et al., 2002; Jefferson, 2004;). Finalmente, esta comunidad primaria
rodeada de exopolisacéridos, se desarrolla hasta la etapa de maduracion, a través de

interacciones bioldgicas entre los microorganismos presentes en la biopelicula y, a su vez,
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facilitando el asentamiento de nuevos microorganismos (Dang & Lovell, 2000). Esta etapa aun
no ha sido estudiada en modelos complejos de biopeliculas asociadas a corrosion, pero en
modelos clinicos se ha descrito la generacion de estructuras complejas, con canales y poros,
que van a dar lugar a la formacion de microambientes con caracteristicas distintas a las que
presenta el medio acuoso, provocando la redistribucion de los microorganismos a través de la
biopelicula de acuerdo a sus metabolismos y requerimientos energéticos (Stoodley et al.,
2002).

Debido a que las biopeliculas asociadas a corrosion son complejas (Lee et al., 2008),
aun no se logrado dilucidar cudles son los factores que determinan la composicion de una
comunidad con actividad corrosiva. En sistemas similares, pero asociados a enfermedades
patdgenas humanas, se ha visto que eventos de co-agregacion iniciales son determinantes para
una sucesion ordenada de eventos de adherencia microbiana que finalmente resulta en la
incorporacion de bacterias patégenas (Marsh & Bradshaw, 1995; Rickard et al., 2003).
Ademas, se ha determinado en biopeliculas microbianas de agua dulce, que la interaccion
entre colonizadores primarios y tardios es especie-especifica y constituye una etapa
fundamental para el ensamblaje de biopeliculas multi-especies (Rickard et al., 2002). En
investigaciones recientes, se ha descrito que las interacciones bidticas serian determinantes de
la estructura de comunidades en ambientes marinos (Lima-Mendez et al., 2015) y si bien, se
ha descrito que en ambientes marinos los colonizadores primarios estarian definidos
principalmente por las caracteristicas de la superficie (Lee et al., 2008), se desconoce si estos
y sus interacciones durante la conformacion de la biopelicula tendran un rol fundamental en el

desarrollo de una biopelicula madura con caracteristicas corrosivas.
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2.3. Biopeliculas microbianas asociadas a biocorrosion.

Por muchos afios, el estudio de grupos bacterianos especificos ha mejorado nuestro
entendimiento del fendmeno de biocorrosion (Videla, 2000; Zhang et al., 2003; Sheng et al.,
2007). Sin embargo, muchos de estos trabajos se han realizado utilizando cultivos puros de
microorganismos en medios que difieren de las condiciones naturales (Bermont-Bouis ef al.,
2007; Boudaud et al., 2010; Enning & Garrelfs, 2014). Si bien se han expuestos superficies
metalicas en ambientes marinos naturales para describir su comportamiento electroquimico, en
estos casos la composicion de la biopelicula asentada en su superficie no ha sido descrita en
detalle (Zhang & Dexter, 1995; Féron & Dupont, 1998; Fischer et al., 2016). El analisis de
biopeliculas microbianas presentes en tuberias y acero corroidos, mediante uso de técnicas
independientes de cultivo, han mostrado que estas son mucho mas complejas que lo que se
habia encontrado con métodos de cultivo (Lee et al., 2003; Lee et al., 2008; Rajasekar et al.,
2010; Oliveira et al., 2011; Marty et al., 2014), indicando que los estudios con grupos
especificos podrian no ser lo suficientemente profundos para el andlisis de este fendmeno en
ambientes naturales.

En el caso de biocorrosion, se han descrito géneros de bacterias aerdbicas con
metabolismo hierro-oxidante, como Gallionella y Leptothrix, y azufre-oxidantes, como
Thiobacillus, asociados a corrosion que catalizan la deposicion de hidroxido férrico en la
superficie del metal y la produccion de acidos, respectivamente (Coetser & Cloete, 2005;
McBeth et al., 2011). Algunos géneros de bacterias hierro-oxidantes, ademas, son capaces de
oxidar manganeso y provocar depositos de 6xido de manganeso, como Metallogenium y
Pedomicrobium. Por otro lado, algunas especies de Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus,

Aerobacter, Flavobacterium, Serratia, Graciollasia y Cladosporium han sido asociadas con
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biocorrosion, debido a su capacidad de producir acidos y a la produccion de una capa
gelatinosa sobre la superficie del metal, que impide la difusion del oxigeno (Coetser & Cloete,
2005; Rajasekar et al., 2010). Sin embargo, los microorganismos historicamente relacionados
al desarrollo de biocorrosion son bacterias con metabolismos anaerdbicos, entre los que se
encuentra Clostridium, Geobacter y principalmente Gammproteobacteria sulfato-reductoras
(SRB). Estos grupos causan biocorrosion por su capacidad fermentativa, por la oxidacioén de
hidrogeno y por la produccion de productos de corrosion de sulfuro de hierro, respectivamente
(Coetser & Cloete, 2005; Mehanna et al., 2009; Plugge et al., 2011). Ademas de estos
microorganismos, en ambientes andxicos, el desarrollo de biocorrosion puede también estar
asociado a la presencia de bacterias nitrato reductoras (NRB) y metanogenos, que utilizan
electrones desde el acero para la reduccion de nitrato y CO,, respectivamente (Uchiyama et
al.,2010; Xu et al., 2013). A modo de ejemplo, ha sido reportado que en biopeliculas ricas en
Proteobacteria y Arqueas, donde predominan Methanomicrobia, Thermoprotei 'y
Halobacteria, su asociacion con biocorrosion estd dada principalmente por la capacidad
metanogénica de la biopelicula (Zhang et al., 2003; Gomez-Alvarez et al., 2012).

Los colonizadores primarios de las superficies artificiales en ambientes marinos han
sido principalmente asociados a bacterias (Videla et al., 1994; Dang et al., 2008; Dang &
Lovell, 2016; Rampadarath et al., 2017). Sin embargo, en estudios forenses de estructuras
afectadas por biocorrosion marina, se ha visto que en la interfase del metal y la biopelicula es
posible detectar no solo bacterias, sino también arqueas y eucariontes fotosintéticos (Celikkol-
Aydin et al., 2016), cuya presencia en la capa interna de la biopelicula puede generar una
redistribucién de los microorganismos debido a la produccion de oxigeno (Dang & Lovell,

2016). Su participacion en la sucesion biologica ha sido anteriormente asociada a los primeros



33

5 dias de desarrollo de la biopelicula (Videla et al., 1994; Qian & Xu, 2012) y se considera
que el primer aumento drastico en la acumulacion de biomasa de la biopelicula se debe al
asentamiento de diatomeas (Landoulsi et al., 2011). Se sugiere que estos microorganismos
podrian tener un rol en biocorrosion, por ejemplo, a través de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (e.g. peroxido de hidrogeno) o incrementando el suministro de oxigeno
para especies bacterianas heterotroficas (De Messano et al., 2009; Eashwar et al., 2009;
Landoulsi et al., 2011).

Actualmente, la secuenciacion masiva y los andlisis metagendmicos nos permiten
analizar con mejor resolucion la composicidon microbiologica de las biopeliculas asociadas a
biocorrosion marina, lo cual ha mostrado la complejidad taxondémica y funcional de estas
comunidades (Gomez-Alvarez et al., 2012; Fuhrman et al., 2015). Debido a esta complejidad,
cambios en la composicion taxondmica de la comunidad, no necesariamente desencadenen
cambios en la funcionalidad de la biopelicula (Prosser et al., 2007), dificultado el uso y
desarrollo de estrategias de control bioldgico dirigido. Por lo tanto, el desarrollo de técnicas
eficientes e inocuas para el medio ambiente que permitan controlar, detectar y monitorear la
biocorrosion, depende de una mejor comprension de las interacciones que se desarrollan entre
los microorganismos que la conforman y que le entregan un carécter corrosivo (Faust & Raes,
2012; Kip & van Veen, 2015).

El desarrollo de biocorrosion es complejo y el conocimiento que tenemos sobre los
procesos involucrados atn es insuficiente para entender su funcionamiento. Si bien los
antecedentes indican que la comunidad microbiana que coloniza la superficie seria clave para
el desarrollo de una biopelicula corrosiva, alin no es claro qué aspectos de la sucesion

bioldgica son criticos para el desarrollo de corrosion, y surgen interrogantes como, /qué
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factores, abioticos y/o bidticos son determinantes en la sucesion bioldgica de ésta biopelicula?,
[cudles son las interacciones que se producen entre los microorganismos que se establecen en
la superficie?, ;jestan estas interacciones co-relacionadas con los niveles de corrosion del
metal?. En este proyecto, se busca caracterizar a los colonizadores primarios del acero
inoxidable en agua de mar, las interacciones que se establecen durante la sucesion bioldgica y

su influencia en el ensamblaje de la biopelicula microbiana asociada con el proceso corrosivo.
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2.4. Hipotesis de Trabajo.

En base a los antecedentes recopilados, se plantean las siguientes hipdtesis de trabajo:

Hipotesis #1:

“Durante el proceso de sucesion bioldgica desarrollado en superficies de acero inoxidable
expuestas de forma continua a agua de mar, los colonizadores primarios de la superficie son
determinantes para el establecimiento de especies microbianas previamente relacionadas con

corrosion”

Hipotesis #2:

“Durante el proceso de formacion de una biopelicula, las interacciones que se establecen entre
microorganismos determinan la estructura y composicion de la comunidad microbiana
asociada a la induccidn de corrosion en acero inoxidable expuesto de forma continua a agua de

99

mar .

Para confrontar estas hipotesis, se han planteado los siguientes objetivos:

2.5. Objetivo General.

Determinar la influencia de las interacciones establecidas con los colonizadores primarios,
sobre la estructura y composicion de la comunidad que constituye la biopelicula asociada a
induccion de la corrosion en superficies de acero inoxidable expuestas continuamente a agua

de mar.
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2.6. Objetivos Especificos.

Objetivo 1. Disenar una unidad y estrategia experimental para el estudio interdisciplinario de

biocorrosion marina en ambientes naturales.

Objetivo 2. Determinar la estructura y composicion de la comunidad microbiana que se

establece sobre acero inoxidable, con énfasis en las etapas tempranas de la colonizacion.

Objetivo 3. Determinar las interacciones bidticas y abidticas que tienen lugar durante el
desarrollo de una biopelicula microbiana sobre acero inoxidable expuesto continuamente a

agua de mar.

Objetivo 4. Co-relacionar el desarrollo de corrosion sobre acero inoxidable con interacciones

claves establecidas durante el desarrollo de la biopelicula microbiana.
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3. MATERIALES.

3.1. Materiales.
3.1.1. Materiales de construccion.

- Acero inoxidable AISI 316L (composicion elemental: C, 0.012%; Cr, 17.517%; Ni,
10.435%; Mo, 2.277%; Mn, 1.948%; Si, 0.424%; P, 0.0396%; S, 0.0099%; Cu,
0.309%; Al, 0.006%; Co, 0.290%; V, 0.055%; W, 0.120%; Pb, 0.004%; Zr, 0.051%;
B, 21 pg/g; balanceado con Fe)

- Tubo PVC 25 mm

- Llaves %” HI

- Codos 90° 25 mm SO

- TEE 25 mm SO

- Terminales %” 25 mm HE/SO

- Terminales % 25 mm HI/SO

- Llaves de paso de jardin %4 plastica

- Plancha de Acrilico grosor 5 mm

- Plancha de Acrilico grosor 3 mm

- Amarra cables de plastico ancho 2,5 mm

- Lijas de papel para metal grano 310

- Manguera 1” (Tramontina)

- Abrazaderas metélicas de cremallera

- Discos de corte 420 Dremel®



3.1.2. Materiales de laboratorio.
- Filtros de membrana de Polietersulfona 0,22 um 25 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Polietersulfona 0,22 um 47 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Policarbonato 3 um 25 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Policarbonato 3 um 47 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Policarbonato 10 pm 25 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Policarbonato 10 pm 47 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana de Nylon 20 um 47 mm (Merck Millipore)
- Filtros de membrana para jeringa de 0,22 um 25 mm (Merck Millipore)
- Porta-filtros Swinnex 20 mm (Merck Millipore)
- Porta-filtros Swinnex 47 mm (Merck Millipore)
- Cinta conductiva adhesiva de carbon
- Cinta conductiva adhesiva de cobre
- Tijeras Iris recta de acero inoxidable de 11 y 14 cm

- Jeringas plasticas de 50 mL (Nipro Syringe)

3.2. Reactivos.

Glutaraldehido 25% para microscopia electronica (Merck)

Sodio Dodecilsulfato (Winkler)

- Lisozima (Merck Sigma-Aldrich)

- Proteinasa K (Merck Sigma-Aldrich)

- Fenol: Cloroformo Bésico: Alcohol Isoamilico 25:24:1 (Winkler)

- Cloroformo: Alcohol Isoamilico 24:1 (Winkler)
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- Alcohol Etilico Grado Analitico (Merck)

- Acetona Grado Analitico (Merck)

- Buffer Carga 10X BlueJuice™ (Invitrogen™ Co.)
- Buffer TAE 50X (Thermo Fischer Scientific)

- LE Agarosa de Lonza (SeaKem®)

- GelRed (Biotium Inc.)

- 1 kb DNA Ladder (NewEngland BioLabs® Inc.)

Acido clorhidrico fumante 37% (Merck)

3.3. Soluciones.
3.3.1. Solucion Tris-HCI pH 8,0 1M.
Tris base 121,1 g
Disolver en 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH hasta 8,0 agregando HCIl concentrado.
Aforar con agua destilada hasta 1 L y esterilizar por autoclave. Almacenar a temperatura

ambiente.

3.3.2. Buffer de Lisis Alcalina.
La preparacion del Buffer de lisis alcalina debe tener las siguientes concentraciones finales de

los reactivos:

Glucosa 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 25mM
EDTA 10 mM

Aforar con agua destilada hasta 1 L y estilizar por autoclave. Almacenar a temperatura

ambiente.
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3.3.3. Solucion de SDS.
SDS 10%
Disolver en agua destilada y esterilizar por filtracion (filtro 0,22 pum). Almacenar a

temperatura ambiente.

3.3.4. Glutaraldehido.
Glutaraldehido 2%

Disolver en agua de mar filtrada a través de membranas de 0,22 um. Almacenar a 4°C.

3.3.5. Etanol.
Etanol 70%

Disolver en agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.

3.3.6. Enzimas.
Soluciones Stock:
- Lisozima 10 mg/mL

- Proteinasa K 10 mg/mL

Disolver en agua destilada y esterilizar por filtracion, con filtros de membrana para jeringa de

0,22 um. Almacenar a -20°C.

3.3.7. Agua de mar natural filtrada.
Filtrar agua de mar natural utilizando porta-filtros Swinnex de 47 mm de didmetro en serie,
con filtros de membrana de nylon de 20 pm de didmetro de poro, policarbonato de 10 pm,

policarbonato de 3 pm y polietersulfona de 0,22 um. Almacenar a 4°C.
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3.4. Equipos.
- Centrifuga 5804R (Eppendorf)
- Vortex Maxi Mix II (Thermolyne)
- Calentador de bloque digital SBD110 (Select BioProducts)
- Baio termorregulador (Digital Water Bath LabTech)
- Sonicador Elmasonic S 30H (Elma Schmidbauer GmbH)
- Camara de electroforesis MultiSUB (Cleaver Scientific Ltd.)
- Fuente de poder BioVolt 300 V (Select Bio Products)
- Transiluminador UV (Vilber Lourmat)
- Celda electroquimica PTC1™ Paint Test Cell (Gamry Instruments Inc.)
- Potenciostato Reference 600™ (Gamry Instruments Inc.)
- Tabletop Microscope TM-1000 (Hitachi)
- Field Emission Scanning Electron Microscope JSM-7000F (JEOL Ltd.)
- Medidor multi-pardmetro (HACH Instruments)
- Sonda para medir pH y temperatura para multiparametro HQ40D (HACH Instruments)
- Sonda para medir Conductividad para multiparametro HQ40D (HACH Instruments)
- Sonda para medir Oxigeno Disuelto para multiparametro HQ40D (HACH Instruments)
- Balanza Analitica AUW-320 (Shimadzu Corporation)
- Qubit® 2.0 Fluorometer (InvitrogenTM, Life Technologies)

- Herramienta rotativa multifuncional Dremel® 3000 (Dremel®)
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3.5. Programas computacionales.

Image] version 1.51k (https://imagej.nih.gov/ij/)

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
Mothur version 1.35.1 (https://www.mothur.org/)

R version 3.4.4 (http://www.r-project.org/)

RStudio version 1.1.442 (http://www.rstudio.com/)

Primer 7 version 7.0.13 (http://www.primer-e.com/)

Cytoscape version 3.6.1 (http://www.cytoscape.org/)

3.6. Bases de datos.

Base de datos SILVA v123 (http://www.arb-silva.de/)

Base de datos Protist Ribosomal Reference database (PR?, http:/ssu-rrna.org/). Se
utilizo la version actualizacion a Octubre del 2017.

Base de datos Nucleotide collection (nr/nt) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Se utiliz6 la version actualizacion a Octubre del 2017.
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4. METODOS.

4.1. Construccion de la unidad experimental.

La construccion de las unidades experimentales que se utilizaron en esta tesis (N = 4), se
realiz6 de acuerdo al diseno detallado en la seccion Resultados 5.1, en el taller de construccion
del Departamento de Ingenieria Hidrdulica y Ambiental de la Pontificia Universidad Catdlica
de Chile. Se utiliz6 acrilico de 5 mm de espesor para la estructura principal, y de 3 mm de
grosor para las subdivisiones y los SPP. Para controlar el flujo del agua, se agregaron llaves de

paso tanto en los ingresos como en las salidas de agua del acuario.

4.2. Montaje del experimento y estrategia de muestreo.

Para la evaluacion interdisciplinaria del desarrollo de biocorrosion marina en acero inoxidable,
se expusieron placas de ese material a un flujo constante de agua de mar natural, en el
laboratorio abierto de la Estacion Costera de Investigaciones Marinas (ECIM) de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile, ubicada en Las Cruces, Region de Valparaiso (33° 30’ 16” S;
71° 38’ 23” O), desde noviembre de 2015 hasta marzo de 2016.

El desarrollo de la biopelicula se evalio mediante el andlisis de una serie de tiempo de 15
puntos elegidos en base a datos de corrosion marina publicados para la zona central de Chile
(Fischer et al., 2016), utilizando cuatro unidades experimentales independientes. Durante el
experimento se realizaron muestreos en tiempos tempranos (0,125 dias, 0,25 dias, 0,375 dias,
0,5 dias, 0,75 dias, 1 dias), medios (2 dias, 3 dias, 5 dias, 7 dias), y tardios (21 dias, 30 dias, 55

dias, 85 dias y 112 dias) de exposicion. Para ello se utilizaron 360 placas de acero inoxidable
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AISI 316L, de dimensiones 2 cm x 10 cm x 0,3 cm. Antes de su exposicion, las superficies de
las placas fueron homogenizadas utilizando papel de lija grano 310, sonicadas en agua destilada
para eliminar restos de particulas, enjuagadas con agua destilada, desengrasadas con acetona y
secadas a temperatura ambiente (ASTM, 1999). Luego, fueron montadas en grupos de 6 placas,
en 45 soportes para placas, de acuerdo al disefio descrito en la seccién 5.1, y mantenidas a
temperatura ambiente en tubos conicos plasticos de 50 mL (Figura 1A-B) hasta su exposicion
al agua de mar (Figura 1C-D).

En cada uno de los tiempos de muestreo se retiré un SPP de cada acuario, de forma aleatoria.
Las seis placas de cada soporte retirado fueron recolectadas de acuerdo al andlisis que se realiz
con ellas, respectivamente: Placas 1, 2 y 3, se depositaron en tubos conicos de 50 mL con agua
de mar natural filtrada a través de un filtro de 0,22 um de didmetro de poro para la posterior
extraccion de material genético; Placas 4 y 5, se depositaron en tubos conicos de 50 mL con
agua de mar natural filtrada para analisis electroquimicos; Placa 6, se depositd en un tubo conico
de 50 mL con solucion de Glutaraldehido 2% para microscopia electronica.

Las muestras fueron nombradas con la siguiente nomenclatura: la estacion en la que se inici6 la
exposicion de las placas (S, por summer), el tamano del poro de la membrana de la cual se
extrajo el material biologico (02, por 0,22 um), el material utilizado (en este caso C, por su
previa denominacion en experimentos de laboratorio), seguido por el numero del acuario del
que se extrajo la muestra (1 al 4), el muestreo (1 al 15) y su respectivo numero en el SPP (1 al
6). En el caso de las muestras del agua de mar circundante, se utilizo: la estacion en la que se
inicid la exposicion de las placas (S), la fraccion de tamafio analizada (02), tipo de muestra (W,

por agua), el muestreo (1 al 15) y el nimero de la réplica (1 al 3).
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Figura 1. Montaje del experimento de flujo continuo. A-B) Montaje de las placas de acero
inoxidable 316L en los soportes para placa (SPP). C) Distribucion de los SPP en las unidades
experimentales. D) Sistema de exposicién a flujo continuo de agua de mar natural al inicio del
experimento.
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4.3. Determinacion de las caracteristicas fisico-quimicas del agua de mar natural
contenida en los acuarios.

El monitoreo de los pardmetros fisicos de temperatura, oxigeno disuelto y conductividad, se
realizo utilizando sondas HACH Instruments (Loveland, Colorado, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Se monitorearon los parametros quimicos de nutrientes principales (nitrito, nitrato, fosfato y
silicato) y de 10 elementos (Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Mo, Ni, Pb, V y Zn). Para la cuantificacion de
nutrientes, en cada tiempo de muestreo se filtraron 15 mL de agua de mar contenida en los
acuarios (N = 3) a través de un filtro de membrana de polietersulfona de 0,22 um de didmetro
de poro con un sistema de filtrado con porta-filtros Swinnex de 47 mm de diametro. El agua
filtrada fue almacenada en filtros conicos de 15 mL, los que fueron congelados y almacenados
a -20 °C hasta su procesamiento, realizado por el laboratorio Season Mediciones Ambientales
Ltda. (Concepcion, Chile) de acuerdo a la metodologia descrita por Hansen & Grasshoff
(1983). Para la cuantificacion de elementos, en cada tiempo de muestreo fueron filtrados 500
mL de agua de mar contenida en los acuarios a través de un filtro de membrana de
polietersulfona de 0,22 pm de diametro de poro en un sistema de filtrado con porta-filtros
Swinnex de 47 mm de didmetro (N = 1, se realizd6 un pool/ con 3 muestras de agua) y
recolectados en un contenedor libre de metales. Las muestras fueron tratadas con 1 mL de
acido nitrico inmediatamente después de ser colectadas y se almacenaron a 4 °C hasta su
procesamiento, realizado por el Laboratorio de Metales del Departamento de Ecologia de la
Pontificia Universidad Catolica de Chile, utilizando la técnica de espectrometria de masa con

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).
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4.4. Caracterizacion morfologica de la biopelicula.

4.4.1. Observacion macroscopica.

En cada tiempo de muestreo, se fotografiaron las placas apenas fueron retiradas de los
acuarios para realizar un analisis visual del desarrollo de la biopelicula en la placa de acero

inoxidable.

4.4.2. Microscopia electronica de barrido.

La placa 6 de los SPP provenientes de dos acuarios fueron utilizadas para la caracterizacion
microscopica de la biopelicula. Para su observacion en el microscopio, se cortaron las placas
con un disco de corte 420 Dremel®. Se cortaron cupones de 2 cm x 2 cm x 0,3 cm desde la
zona inferior de cada placa, realizando cortes en intervalos cortos (< 30 segundos) e
intermitentes para evitar la desecacion de la muestra. Las muestras cortadas se almacenaron en
contenedores independientes con solucion de glutaraldehido 2% a 4 °C hasta su utilizacion.
Para su observacion, las muestras fueron secadas a temperatura ambiente por 5 min, montadas
con cinta conductiva adhesiva de carbén en la plataforma del microscopio y observadas en un
microscopio electrénico de barrido ambiental Hitachi 1000 (Tokio, Japon) con aumentos de
100X, 500X, 1000X, 2500X, 5.000X y 8.000X. Se analizaron 3-5 sectores de las placas para
determinar la representatividad de las imagenes obtenidas.

Una muestra de 3 dias de exposicion a agua de mar natural, fue observada adicionalmente
utilizando un microscopio electronico de barrido con emision de campo JEOL JSM-7000F
(Tokio, Japon). Para ello, la muestra se seco, recubrié con una delgada capa de oro y fue

montada con cinta conductiva adhesiva de cobre en la plataforma del microscopio para su
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observacion con un aumento de 40.000X. Se analizaron 3-5 sectores de la placa para

determinar la representatividad de las imagenes obtenidas.

4.4.3. Determinacion de la cobertura de la superficie.

Las imagenes de microscopia electronica de barrido ambiental con un aumento de 500X se
procesaron con el programa computacional ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) para determinar
la cobertura de la superficie debido al asentamiento de microorganismos. Se utilizd la
herramienta de Threshold para delimitar las zonas donde habia microorganismos/biopelicula.
Con la herramienta de anélisis Measure se determind cual era el porcentaje de cobertura de la

superficie.

4.5. Analisis de 1a composicion taxonomica de la comunidad microbiana.

4.5.1. Recoleccion de biomasa.

La determinacion de la composicion taxondmica microbiana requiere de la recoleccion de la
biomasa del agua de mar contenida en los acuarios y de la biopelicula desarrollada sobre la
superficie de acero inoxidable.

Para el agua de mar de los acuarios, en cada tiempo de muestreo se filtrd en serie un volumen
de 2 L (N = 3) a través de filtros de membrana de nylon de 20 pm, policarbonato de 10 um,
policarbonato de 3 pm y polietersulfona de 0,22 um de didmetro de poro en un sistema de
filtrado con porta-filtros Swinnex de 47 mm de diametro. Los filtros de membrana donde se
recolectd la biomasa fueron almacenados y congelados en tubos de centrifuga de 2 mL a -20

°C hasta su utilizacion.
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Para la biopelicula desarrollada sobre el acero inoxidable, en cada tiempo de muestreo la
biomasa fue obtenida desde las placas 1, 2 y 3 de cada acuario. Para producir el
desprendimiento de los microorganismos desde la superficie, las placas (contenidas en los
tubos con agua de mar filtrada) fueron sonicadas en un bafio sonicador Elmasonic S 30H
(Singen, Alemania) por 5 min. El sonicado resultante de este proceso fue filtrado a través de
filtros de membrana de policarbonato de 10 pm, policarbonato de 3 pm y polietersulfona de
0,22 pm de didmetro de poro, en un sistema de filtrado con porta-filtros Swinnex de 25 mm de
didmetro. Los filtros de membrana donde se recolectd la biomasa fueron almacenados en tubos

de centrifuga de 2 mL y congelados a -20°C hasta su utilizacion.

4.5.2. Extraccion de DNA.

La obtencion del material genético desde los filtros de membrana con la biomasa recolectada
desde el agua de mar del acuario y desde la biopelicula, fue realizada de acuerdo al protocolo
de Fenol: Cloroformo para extraccion de DNA (Fuhrman ef al., 1988). Luego de la extraccion,
la integridad del DNA fue determinada a través de un gel de electroforesis en agarosa al 0,8%
en buffer TAE 1X. Su cuantificacion fue realizada con el kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(InvitrogenTM, Life Technologies, CA, USA) y medida en un Qubit™ 2.0 Fluorometer de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

4.5.3. Secuenciacion de los genes 16S y 18S rRNA.
En este proyecto de tesis se secuenciaron las muestras de la fraccion de tamaio entre 0,2-3 pm
de didmetro. La determinacion de la composicion comunitaria de bacterias/arqueas y

eucariontes que componen el agua del acuario y la biopelicula, fue realizada a través de
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secuenciacion masiva por sintesis de los amplicones del gen de la subunidad ribosomal con la
plataforma Illumina (Illumina Inc., California, USA). Con este fin, se enviaron 45 muestras de
DNA proveniente de agua de mar y 180 muestras de DNA proveniente de biopelicula, para
secuenciacion de las regiones V4-V5 del gen de 16S rRNA y V4 del gen de 18S rRNA. La
construccion de los amplicones fue realizada: i) con los partidores S515FB (5°-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") y 926R (5’-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3’) para el
gen 16S rRNA; ii) con los partidores ES72F (5’-CYGCGGTAATTCCAGCTC-3") y E1009R
(5’-AYGGTATCTRATCRTCTTYG-3’) para el gen 18S rRNA.

La construccion y secuenciacion de las librerias fue realizada con el servicio Integrated
Microbiome Resource del Centre for Comparative Genomics and Evolutionary Bioinformatics

(CGEB) de Dalhousie University (http://cgeb-imr.ca/index.html/).

4.5.4. Procesamiento de datos de secuenciacion masiva.

Los datos crudos de secuenciacion masiva obtenidos fueron procesados utilizando Mothur
(https://www.mothur.org/) y la base de datos SILVA v123 (http://www.arb-silva.de/) para el
alineamiento de las secuencias. La asignacion de unidades taxondmicas operacionales (OTU,
de su nombre en inglés) del gen 16S rRNA fue realizada con la base de datos SILVA v123 y en
el caso del gen 18S rRNA fue realizada con la base de datos Protist Ribosomal Reference
database (PR’ http://ssu-rrna.org/) en Octubre de 2017. Se realizé una corroboracion de la
asignacion taxonomica de las OTU de interés contra la base de datos Nucleotide collection
(nr/nt) utilizando BLASTn (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) en Octubre de 2017. El
flujo completo de trabajo se encuentra detallado en el Apéndice A, disponible en linea en el

repositorio GitHub (Apéndice A, http://bit.do/ApendiceA). Luego, utilizando el lenguaje y
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ambiente de R (http://www.r-project.org/), en el programa RStudio (http://www.rstudio.com/)
se realizaron dos tratamientos posteriores para definir que OTUs se considerarian en el analisis
final: 1) presencia minima de OTU en 2 muestras; ii) eliminacién de las OTUs que contribuyen
con una abundancia relativa < 0,003% al total del set de datos. La abundancia relativa de OTUs
(funcion rltv.Otu.Table) y los analisis de redundancia (RDA) (paquete ‘vegan’, https://cran.r-
project.org/web/packages/vegan/index.html/) fueron realizados utilizando R (Apéndice B,

http://bit.do/ApendiceB).

4.5.5. Analisis estadisticos multivariados y determinacion de las propiedades de la
comunidad microbiana.

Las matrices obtenidas en R, con lecturas por muestras filtradas, se ingresaron en el programa
computacional Primer 7 (http://www.primer-e.com/). Las matrices se estandarizaron por el total
de muestras y se transformaron por raiz cuadrada (square root). Para analizar la similitud entre
los patrones comunitarios, se realizaron analisis de similitud de Bray-Curtis junto a un analisis
de cluster jerarquico, y luego, para visualizar las diferencias entre muestras, se realizaron mapas
de calor y analisis de NMDS multivariado. A partir de estas mismas matrices se determinaron
los indices ecoldgicos de riqueza (S), equidad (Pielou index, J’) y diversidad (Shannon-Wiener
index, H’) de cada comunidad. Ademas, se realizaron las pruebas estadisticas de ANOSIM, para
determinar si los grupos definidos a priori son grupos distintos, y un analisis de SIMPER para
determinar la contribucion de cada especie a la similitud/disimilitud entre estos grupos
respectivamente.

Adicionalmente, se determinaron los taxa exclusivos de los tiempos de muestreo tempranos-

medios y tardios. Primero, se realiz6 la identificacion de las OTUs presentes exclusivamente
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en los tiempos tempranos-medios, exclusivamente en los tiempos tardios y aquellas que se
encontraron en todos los tiempos de muestreo utilizando las operaciones setdiff() e intersect()
del paquete ‘dplyr’ de R. Luego, se realiz6 la asignacion taxondémica a cada grupo utilizando la
Tabla de Taxonomia (Tax.table) obtenida desde Mothur. Ademas, se determinaron aquellos taxa
exclusivos de tiempos tempranos-medios y tardios, removiendo de sus respectivos grupos los
taxa asignados al grupo de OTUs que estaba presente en todos los tiempos de muestreo
(Apéndice C, http://bit.do/ApendiceC). Finalmente, se utilizd un andlisis de correlacion de
Pearson para determinar los factores que influyeron en el comportamiento corrosivo de las

placas de acero inoxidable (Apéndice D, http://bit.do/ApendiceD).

4.6. Analisis de co-ocurrencia de especies.

Para inferir la co-ocurrencia de especies en la biopelicula formada sobre acero inoxidable, se
utilizo el paquete coocurr de R (https://cran.r-project.org/web/packages/cooccur/index.html). Se
determind la co-ocurrencia de especies para cada tiempo de exposicion evaluado, utilizando un
total de 12 muestras para cada uno, considerando solo las OTUs que se encontraban presentes
en al menos el 50% de éstas muestras. Para la representacion grafica de estos resultados, se
utilizaron los resultados de co-ocurrencia no aleatorios con probabilidades de co-ocurrencia >
0,4. La visualizacion y determinacion de las métricas de redes se realizo utilizando el software
Cytoscape (http://www.cytoscape.org/). Para el andlisis del tipo de interacciones cuya co-
ocurrencia fue observada en las redes, se obtuvieron listas de las OTUs de interés y se determin6
su abundancia en el tiempo, utilizando la metodologia descrita en el Apéndice E

(http://bit.do/Apendice-E).
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4.7. Determinacion de pérdida de masa de las placas de acero inoxidable.

Para establecer los niveles de deterioro de las placas, se determind la pérdida de masa durante
los tiempos de exposicion respectivos. Las placas 1, 2 y 3, se sonicaron (Ver seccion 4.4.1.),
lavaron, limpiaron con acetona, secaron y finalmente, fueron masadas con balanza analitica de
acuerdo a la norma ASTM GI1-90 (ASTM, 1999). La diferencia de masa fue determinada
utilizando los valores del peso inicial y final de cada placa respectivamente. Se utilizé la
prueba de ANOVA de una via para determinar si hubo diferencias significativas entre los

tiempos evaluados (p < 0,05).

4.8. Analisis electroquimicos.

Las placas 4 y 5 de cada SPP, fueron utilizadas para determinar el comportamiento
electroquimico de la interface metal/biopelicula de las placas en un potenciostato Reference
600™ (Gamry®, Filadelfia, USA). Primero, fue determinado el potencial a circuito abierto
(OCP) de las placas hasta su estabilizacion (< 1 mV) por al menos 100 segundos. Y luego, se
realizaron curvas potenciodindmicas a una tasa de 0,5 mV/s (curva catodica y anoddica de
forma independiente, desde el potencial a circuito abierto determinado para cada placa), de
acuerdo a los pardmetros descritos por Torres-Bautista ef al. (2015). Se utiliz6 la prueba de
ANOVA de una via para determinar si hubo diferencias significativas entre los tiempos

evaluados para OCP y la corriente de corrosion (p < 0,05).
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5. RESULTADOS.

5.1. Disefiar una unidad y estrategia experimental para el estudio interdisciplinario de

biocorrosion marina en ambientes naturales.

Para el estudio de biocorrosion en ambientes naturales, en esta tesis se realizaron
modificaciones al sistema descrito por Fischer et al. (2016), con el fin de aumentar la
representatividad de los datos en condiciones de gran variabilidad ambiental. Para ello, se
realizaron modificaciones tanto de la unidad experimental como de la estrategia para la

evaluacion de biocorrosion.

El nuevo disefio de la unidad experimental tiene dimensiones de 118 cm de largo, 36 cm de
ancho y 20 cm de alto. Posee cuatro llaves de paso para el ingreso del agua de mar, separadas
de manera equidistantes entre ellas por 27,5 cm. El agua de mar ingresa directamente a una
antecamara de homogenizacion, que estd en contacto con una pared con 360 perforaciones,
distribuidas de acuerdo a la Figura 2A, que permiten el ingreso del agua a la camara central
del acuario. En la camara central, las placas son expuestas al agua de mar en soportes
montados en las ranuras superiores de esta zona, lo que permite que la orientacion de la
superficie principal de las placas sea paralela al flujo, homogenizando la exposicion de todas
las placas al agua de mar. La salida del agua se da a través de cuatro llaves de paso cuya
distribucion es un reflejo de las llaves de ingreso. Las llaves de ingreso y salida, ayudan en la
regulacion del flujo durante el experimento (Figura 2A-B). Esta unidad experimental aumenta

los muestreos realizables durante el experimento de 6 a 16 muestreos.
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Figura 2. Unidad experimental para la exposicion de placas metalicas a un flujo continuo de agua
de mar. A) Esquema de la unidad experimental y el flujo de agua en ella indicado en azul. B)
Diagrama del sistema de ingreso de agua al acuario.
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Cada muestreo involucrd la remocion de un SPP (Figura 3C), que permite el montaje de seis

placas perforadas utilizando amaracables plasticos de 2,5 mm de ancho (Figura 3A-B).

El disefio de esta estrategia experimental permite el estudio en paralelo de: 1) la morfologia de
la biopelicula asentada en la superficie del metal; ii) la composicion comunitaria microbiana
de esta biopelicula; iii) la determinacion del deterioro del material; iv) el comportamiento
electroquimico del material; y v) las caracteristicas bidticas y abioticas del agua de mar en el
sistema. Analizar cada uno de estos aspectos fue logrado optimizando el uso de las muestras,

es decir, utilizdndolas para varios andlisis cuando esto fuese posible.

5.2. Determinar la estructura y composicion de la comunidad microbiana que se

establece sobre acero inoxidable, con énfasis en las etapas tempranas de la colonizacion.

5.2.1. Caracterizacion morfologica de la biopelicula marina desarrollada sobre acero

inoxidable.

La biopelicula formada sobre las placas de acero inoxidable fue caracterizada
morfolégicamente utilizando un andlisis visual macro y microscopico (ver seccion Métodos
4.4). Se buscd determinar de qué forma se produce la colonizacion de la superficie (i.e. de
forma homogénea o en parches) e identificar taxondmicamente aquellos microorganismos que

pudiesen ser caracterizados mediante caracteristicas morfologicas.
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Figura 3. Disefio para el montaje de placas. A) Especificaciones para la construccion de un soporte
para placas (SPP). B) Diagrama de las placas de acero inoxidable AISI 316L utilizadas en el
experimento de esta tesis. C) Diagrama de las placas montadas en un soporte para placas y la
numeracion que se le dio a cada una para el proceso de muestreo.
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La caracterizacion morfologica macroscépica fue realizada a través de inspeccion visual de las
placas (ver seccion Métodos 4.4.1), y se observo la formacion de pequefios cumulos en la
superficie del metal, cuya cobertura y tamafo se volvio notoria durante la primera semana de
exposicion. Durante el primer mes de exposicion a agua de mar, se observd la aparicion de
macroorganismos con pigmentaciéon marrdn rojizo y con pigmentacion verde. Luego de 55 a
85 dias de exposicion, se observo un aumento en la biomasa de la superficie, la intensidad del
color de la biopelicula y el crecimiento de macroalgas en etapas de desarrollo temprano.
Finalmente, a los 112 dias de exposicion, se observo la formacion de productos de corrosion
en las zonas superiores de las placas junto con el desarrollo de macroalgas en la superficie del

metal (Figura 4).

La caracterizacion microscopica de las placas se realizo a través de microscopia electronica de
barrido ambiental y con emision de campo (ver seccion Métodos 4.4.2). La Figura 5 muestra
imagenes representativas de la progresion en el tiempo, del asentamiento de microorganismos
en la superficie del metal, determinada por ESEM con dos aumentos, 100X y 500X. Con
aumento 100X, se observo que la biopelicula se forma inicialmente en parches heterogéneos,
cuya biomasa aumenta principalmente después de 30 dias de exposicion (Figura 5A). No
obstante, con un aumento 500X, se observo que la biomasa comienza su incremento con el

asentamiento de microorganismos de mayor tamafio a los 21 dias (Figura 5B).



7 dias 21 dias 30 dias 55 dias 85 dias 112 dias

0 dias

Tiempo de exposicidon

Figura 4. Caracterizacion macroscopica de la biopelicula formada sobre acero inoxidable. Imagenes representativas de la
inspeccion visual realizada a la biopelicula formada sobre acero inoxidable durante su exposicion a flujo continuo de agua de mar
natural. Cada fotografia fue realizada inmediatamente después de retirar el soporte para placas del acuario.
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Figura 5. Caracterizacién microscopica de placas de acero inoxidable expuestas a agua de mar natural. Se muestran micrografias
representativas de cada tiempo, tomadas desde muestras obtenidas de dos acuarios independientes. A) Caracterizacion de la biopelicula con un
aumento de 100X. B) Caracterizacion de la biopelicula realizada con un aumento de 500X. Sobre las imagenes se muestra una barra para indicar
los tiempos de exposicion de cada muestra (naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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Ademas, desde la primera semana se determiné la presencia de estructuras tipo sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) (Figura 6A, zonas mas opacas). Su morfologia se caracterizo
utilizando microscopia de mayor resolucion (FE-SEM), con lo que se observé que las sustancias
se encontraban en toda la superficie de la placa (Figura 6B) y que correspondian a aglomerados
asimétricos de tamafio variable (Figura 6C). Se observo, ademas, que las zonas de la placa con
irregularidades/imperfecciones presentaban mayor acumulacion de estas sustancias EPS-/ike

(Figura 7A-B) y que estaban asociadas al asentamiento de diatomeas (Figura 7C-D).

Al analizar la cobertura de la superficie, en base a las micrografias de microscopia electronica
de barrido ambiental (ESEM) (ver seccion Métodos 4.4.3), se determind que hubo un
incremento en la cobertura de aprox. 30% durante la primera semana de exposicion. Luego de
21 dias, se produjo un punto de inflexion en el proceso de colonizacién de la superficie, con una
cobertura promedio de aproximadamente 60%. Finalmente, durante el periodo entre 30 y 112
dias de exposicion, entre un 80 al 100% de la superficie de las placas fue colonizada (Figura 8).
En la biopelicula constituida en estos ultimos tiempos de muestreo, se observd una gran
diversidad de diatomeas asentadas en la superficie del acero inoxidable (Figura 9), tanto en los
casos de gran acumulacion de biomasa (Figura 9A-C) como en aquellos de cobertura
heterogénea (Figura 9B-D). Entre las diatomeas encontradas, se identificaron los géneros
Navicula, Triceratium, Melosira, Amphora, Nitzchia, Pleurosigma, Actinocyclus, Trachyneis,

Achnanthes, Cocconeis, Bacillaria y Grammatophora (Figura 10).
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Figura 6. Morfologia de sustancias depositadas en la superficie del acero inoxidable.
Caracterizacion morfoldgica de sustancias acumuladas en la superficie del metal durante 3 dias de
exposicion a agua de mar natural. Utilizando 3 distintos niveles de analisis microscépico: A) Utilizando
microscopia electrénica de barrido ambiental. B) Utilizando FE-SEM. C) Observacion de alta
magnificacion de las sustancias depositadas en la superficie utilizando FE-SEM.
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Figura 7. Asentamiento inicial de microorganismos en una superficie metalica expuesta a agua de
mar natural. Imagenes representativas de microscopia electronica de barrido ambiental de la biopelicula
formada sobre acero inoxidable. A) Acero inoxidable expuesto por 12 horas a flujo continuo de agua de
mar natural. B) Aumento de la micrografia mostrada en el panel A, especificamente a la zona con
imperfecciones. C) Acero inoxidable expuesto por 21 dias a flujo continuo de agua de mar natural. D)
Aumento de la micrografia mostrada en el panel C, especificamente a la zona con imperfecciones.
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Figura 8. Cobertura de la superficie del acero inoxidable expuesto a agua de mar natural.
Porcentaje promedio de cobertura de la superficie debido al crecimiento de la biopelicula microbiana en
el tiempo, calculado en base a micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido ambiental
con un aumento de 500X.
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Figura 9. Biopelicula formada luego de 112 dias de exposicién a agua de mar natural. Imagenes
representativas de microscopia electronica de barrido ambiental de la biopelicula formada sobre acero
inoxidable. Se muestran zonas con gran acumulacion de biomasa (A, C) y otras en las cuales se aprecian
los microorganismos que estan interactuando directamente con el metal (B, D).
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Navicula Triceratium Melosira Amphora

Actinocyclus Trachyneis

Achnanthes Cocconeis Bacillaria

|
! 10 pm
—

Figura 10. Identificacion de diatomeas presentes en la biopelicula formada sobre acero inoxidable.
La clasificacion taxondmica de las diatomeas fue realizada en base a sus caracteristicas morfologicas.
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5.2.2. Estructura y composicion de la biopelicula marina formada sobre acero inoxidable

expuesto a agua de mar natural durante 112 dias.

Para determinar la dinamica de la composicidon de microorganismos formando una biopelicula
en la superficie de acero inoxidable, y determinar cémo podrian estar influenciando el desarrollo
de corrosion, se analizd la composicion comunitaria de la fraccion pico-planctonica de
microorganismos asociados a la superficie del metal (diametro celular entre 0,2 y 3 um). Para
ello, se realizo la secuenciacion masiva de los genes 16S rRNA, para determinar el componente
de bacterias y arqueas, y 18S rRNA, para el componente eucarionte (ver seccion Métodos 4.5).
Los datos de la secuenciacion masiva de las muestras se encuentran detallados en el Apéndice

F - Tabla S1.

5.2.2.1. Estructura y composicion del componente bacteriano y de arqueas de la

biopelicula.

Se realizo el andlisis de la abundancia relativa de bacterias y arqueas tanto en la biopelicula
desarrollada sobre la placa de acero inoxidable como en el agua de los acuarios, mediante la
secuenciacion de amplicones de la region hipervariable V4-V5 del gen 16S rRNA a través de la
plataforma Illumina (ver seccion Métodos 4.5.3-4).

Los datos obtenidos indicaron que la biopelicula formada sobre las placas de acero inoxidable
estaba dominada por un grupo reducido de clases bacterianas (~5 de un total de 29 clases). Los
grupos bacterianos que dominaron durante los tiempos tempranos de exposicion fueron
Gammaproteobacteria (63 + 33%), Cytophagia (19 + 26%) y Alphaproteobacteria (12 £+ 26%);
durante los tiempos medios de exposicidn, la biopelicula estuvo principalmente compuesta por

Gammaproteobacteria (83 £ 9%), Flavobacteria (6 £ 4%) y Alphaproteobacteria (5 + 4%); y
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finalmente, durante los tiempos tardios de exposicion estuvo principalmente compuesta por
Gammaproteobacteria (33 + 26%), Alphaproteobacteria (22 + 14%), Flavobacteria (20 + 16%),
Cytophagia (5 £ 9%) y Planctomycetacia (4 + 5%) (Figura 11). Cabe destacar que uno de los
principales grupos bacterianos previamente asociados al desarrollo de biocorrosion son
Deltaproteobacteria, cuya abundancia relativa promedio en la biopelicula desarrollada en este
experimento fue de 0,03 = 0,05%, 0,33 + 0,29% y 0,31 £ 0,63% para los tiempos tempranos,

medios y tardios de exposicion, respectivamente.

La composicion bacteriana del agua circundante durante los tiempos tempranos, medios y
tardios de exposicion estuvo dominada por los grupos Flavobacteria (41 £+ 3%, 35 £ 11% y 39
+ 18%, respectivamente), Alphaproteobacteria (27 + 5%, 15 £ 6% y 29 + 19%, respectivamente)
y Gammaproteobacteria (11 + 2%, 32 + 16% y 19 = 13%, respectivamente) (Figura 12).
Ademas, se determind que la composicién de bacteriana y arqueas del agua del acuario se
mantiene relativamente estable en el tiempo, con un valor de R de 0,371 (p value de 0,001) en

un ANOSIM de similitud global entre las muestras de distintos tiempos.

5.2.2.2. Composicion y estructura del componente eucarionte de la biopelicula.

Se realiz¢ el anélisis de la abundancia relativa de eucariontes tanto en la biopelicula desarrollada
sobre la placa de acero inoxidable como del agua de los acuarios, mediante la secuenciacion de
amplicones de la region hipervariable V4 del gen 18S rRNA a través de la plataforma Illumina

(ver seccion Métodos 4.5.3-4).
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Figura 11. Composicién taxonémica de bacterias y arqueas de la biopelicula durante su formacién
sobre acero inoxidable. Distribucion temporal de la abundancia relativa de las clases de bacterias y arqueas
detectadas en la biopelicula, de acuerdo a la asignacion taxondmica dada a OTUs obtenidas del analisis
metagenomico del gen 16S rRNA. Las muestras secuenciadas corresponden a la fraccion de tamafio entre 0.2
um-3 pm de didmetro celular. Los taxa cuya contribuciéon maxima al total de las muestras no supero el 1%
fueron agrupados y rotulados en el grafico como <1%. Las barras laterales indican: izquierda, la agrupacion
de muestras correspondiente a cada tiempo de exposicion; derecha, a los tiempos de exposicion al que estan
asociado las muestras (naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios). En la leyenda adicionalmente
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Figura 12. Composicién taxonémica de bacterias y arqueas del agua de mar contenida en los
acuarios durante el experimento. Distribucion temporal de la abundancia relativa de las clases de
bacterias y arqueas en el agua de mar, de acuerdo a la asignacion taxondmica dada a OTUs obtenidas del
analisis metagenomico del gen 16S rRNA. Las muestras secuenciadas corresponden a la fraccion
bioldgica de tamafio entre 0.2 um-3 pm de diametro celular. Los taxa cuya contribucion maxima al total
de las muestras no superd el 1% fueron agrupados y rotulados en el grafico como <1%. Las barras
laterales indican: izquierda, la agrupacion de muestras correspondiente a cada tiempo de exposicion;
derecha, a los tiempos de exposicion al que estan asociado las muestras (naranjo - tempranos; verde -
medios; morado - tardios). En la leyenda adicionalmente se indica la categoria taxonémica superior al
que pertenece cada taxon.
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Los datos obtenidos indicaron que la sucesion bioldgica que ocurre para formar la biopelicula
sobre placas de acero inoxidable, involucra la participacion de colonizadores primarios
picoeucariontes (considerando 0,125 dias de exposicion) compuestos por 7 de los 8 supergrupos
taxonoémicos asignados (Figura 13). Adicionalmente, se encontrd6 que la composicion
picoeucarionte de la biopelicula durante los tiempos tempranos de exposicion estuvo
principalmente compuesta por Opisthokonta (58 + 19%), Archaeplastida (19 + 16%) y Rhizaria
(7 £ 10%); durante los tiempos medios de exposicion estuvo principalmente compuesta por
Opisthokonta (35 £+ 21%), Rhizaria (18 + 10%) y un grupo de secuencias asociadas a
microorganismos eucariontes sin clasificar (12 + 5%); y finalmente, durante los tiempos tardios
de exposicion estuvo compuesta principalmente por Rhizaria (29 + 29%), Opisthokonta (23 +
32%), y Archaeplastida (20 + 30%) (Figura 13).

La composicion picoeucarionte del agua de mar circundante durante los tiempos tempranos de
exposicion estuvo principalmente compuesta por Hacrobia (29 + 13%), Opisthokonta (25 =+
12%), Alveolata (22 + 8%) y Archaeplastida (12 + 4%). Durante los tiempos medios y tardios
esta principalmente compuesta por Opisthokonta (37 + 18% y 56 + 28%, respectivamente),
Archaeplastida (33 + 22% y 16 + 21%, respectivamente) y Alveolata (17 + 9% y 10 + 15%,
respectivamente) (Figura 14). Se observa que el componente eucarionte del agua tiene mas
variabilidad que la comunidad de bacterias y arqueas durante el mismo periodo de tiempo, con
un valor de R de 0,428 (p value de 0,001) en un ANOSIM de similitud global entre las muestras

de distintos tiempos.
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Figura 13. Composiciéon taxonémica de eucariontes de la biopelicula durante su formacion sobre
acero inoxidable. Distribucion temporal de la abundancia relativa de los supergrupos de eucariontes
detectados en la biopelicula, de acuerdo a la asignacion taxonomica dada a OTUs obtenidas del analisis
metagenomico del gen 18S rRNA. Las muestras secuenciadas corresponden a la fraccion de tamafio entre
0,2 um - 3 um de diametro celular. Las barras laterales indican: izquierda, la agrupacion de muestras
correspondiente a cada tiempo de exposicion; derecha, a los tiempos de exposicion al que estan asociado
las muestras (naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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Figura 14. Composicion taxonémica de eucariontes del agua de mar contenida en los acuarios
durante el experimento. Distribucién temporal de la abundancia relativa de los supergrupos de
eucariontes detectados en el agua de mar, de acuerdo a la asignacion taxonéomica dada a OTUs obtenidas
del analisis metagenomico del gen 18S rRNA. Las muestras secuenciadas corresponden a la fraccion de
tamafo entre 0,2 pm-3 pm de didmetro celular. Las barras laterales indican: izquierda, la agrupacion de
muestras correspondiente a cada tiempo de exposicion; derecha, a los tiempos de exposicion al que estan
asociado las muestras (naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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5.2.2.3. Variabilidad de la composicion e indices ecologicos de la comunidad microbiana

de la biopelicula.

Con el objetivo de analizar la variabilidad de la composicidon comunitaria, se integraron los datos
obtenidos para el componente bacteriano y de arqueas con el componente de eucariontes
microbianos, en una matriz Unica (ver seccion Métodos 4.5.5). Para estos andlisis, las muestras
fueron agrupadas de acuerdo a los tiempos de exposicion a la que pertenecen: 0-1 dia, tiempos
tempranos; 2-7 dias, tiempos medios; 21-112 dias, tiempos tardios; provenientes del agua de

mar circundante del acuario durante el experimento, agua).

Se determinaron los indices ecoldgicos de riqueza (S), diversidad (H') y equidad (J') tanto para
las comunidades microbianas provenientes del agua del acuario como para las que constituian
la biopelicula desarrollada sobre la placa de acero inoxidable (Tabla N°1). Se evalud la dinamica
de la comunidad de la biopelicula y se observo que, durante la primera semana de exposicion,
hubo un incremento de la riqueza, la diversidad y la equidad de las comunidades. Este
comportamiento varia en los tiempos de exposicion tardios, donde se observan una tendencia
de la riqueza y la diversidad a disminuir, mientras la equidad tiende a aumentar (Figura 15).

Ademas, a través de un escalamiento multidimensional no paramétrico (NMDS) basado en un
andlisis de similitud de Bray-Curtis (Figura 16) y con una prueba estadistica de ANOSIM entre
los grupos pre-definidos, se determind que la composicion de las comunidades de tiempos
tempranos de exposicion tiene mayor similitud con las comunidades de tiempos medios (R =
0,347, p value de 0,001) que con las de tiempos tardios (R = 0,590, p value de 0,001) o las del

agua circundante (R = 0,763, p value de 0,001).



Tabla N°1. indices ecolégicos de la comunidad microbiana.

Tiempo de Riqueza Diversidad Equidad
exposicion S ds[S] H'(loge) ds[H'] J ds[J']
0.125 dias 308.67 188.53 3.88 0.42 0.70 0.07
0.25 dias 728.58 263.35 4.90 0.56 0.76 0.04
0.375 dias 776.25 305.14 4.62 0.52 0.72 0.06
0.5 dias 515.67 305.73 4.81 0.66 0.81 0.06
S 075 dias 680.75 233.41 4.12 0.53 0.64 0.07
£ 1dia 537.42 145.35 3.55 0.37 0.57 0.04
§- 2 dias 1322.58 143.65 5.05 0.53 0.70 0.07
B 3dias 1649.08 289.54 5.60 0.40 0.76 0.04
5 dias 1951.00 282.45 5.57 0.25 0.74 0.03
7 dias 2397.00 298.82 6.21 0.18 0.80 0.01
21 dias 1508.92 188.45 5.60 0.35 0.77 0.05
30 dias 1369.90 150.77 5.69 0.38 0.79 0.05
55 dias 487.70 603.32 438 1.35 0.88 0.10
85 dias 262.00 348.34 3.88 1.05 0.88 0.13
112 dias 189.09 294.01 3.58 1.19 0.93 0.08
Tiempo de S ds|S] H'(loge) ds[H'] ¥ ds[J']
exposicion
0.125 dias 2240.00 130.79 6.34 0.11 0.82 0.02
0.25 dias 2640.33 98.65 6.43 0.08 0.82 0.01
0.375 dias 2444.00 146.60 6.38 0.08 0.82 0.00
o 0.5dias 2005.67 589.67 6.11 0.16 0.81 0.01
g 0.75 dias 1945.00 380.20 6.30 0.04 0.83 0.02
2 1dia 1095.67 881.56 5.61 1.08 0.89 0.07
3 2dias 2268.00 241.11 5.95 0.07 0.77 0.01
5 3dias 1156.67 994.34 4.62 1.44 0.81 0.14
& sdias 1941.33 69.04 5.56 0.24 0.73 0.03
7 dias 1924.33 734.08 5.83 0.39 0.78 0.06
21 dias 1698.00 96.60 3.75 0.15 0.50 0.02
30 dias 1101.00 299.01 5.23 0.38 0.75 0.06
55 dias 686.00 604.77 4.34 1.30 0.72 0.08
85 dias 1053.33 933.87 457 1.97 0.85 0.13
112 dias 674.67 621.43 4.17 1.63 0.78 0.26

S = Riqueza, ntimero de especies.
J” = Indice equidad de Pielou.
H’ = Indice de diversidad de Shannon-Wiener.



77

3000

2000 -

1000 ’

Riqueza (S)

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1 2 3 4 5 6 7 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111

8

— .9

T 6

~ ! Geecemea o’ _-.~

3 . - LA

(© ' ‘\~

S b o N /, ..

2 4| ST A

[a] [ B
2

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1 2 3 4 5 6 7 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111

1.0

0.8 N s

Equidad (J')
L )
Q

0.6 ' /

0.4

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1 2 3 4 5 6 7 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111

Tiempo de Exposicion [dias]

Figura 15. Indices ecolégicos de la comunidad microbiana que constituye la biopelicula formada
sobre acero inoxidable. Valores promedio de los indicadores de Riqueza, Equidad y Diversidad para
las muestras obtenidas para cada tiempo y sus respectivas desviaciones estandar.
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Figura 16. Similitud de la composicion comunitaria microbiana. Andlisis de escalado
multidimensional no-paramétrico (NMDS) de similitud (Bray-Curtis) de la composicién comunitaria
(bacteria, arqueas y eucariontes) de las muestras provenientes de: tiempos tempranos (A ), medios (A),
tardios (A ) de exposicion provenientes de la biopelicula formada sobre acero inoxidable; y de aquellas
obtenidas del agua de mar circundante del acuario (®). Los numeros en cada simbolo indican el tiempo

de exposicion de esa muestra a agua de mar natural expresada en dias.
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La composicion de las comunidades de tiempos medios se presentd como transitoria, siendo
medianamente similares a las de tiempos tardios (R = 0,441, p value de 0,001) y manteniendo
una menor similitud con las comunidades del agua (R = 0,777, p value de 0,001). La
composicion de la biopelicula de tiempos tardios resultd tener mayor similitud con la
composicion de la comunidad del agua del acuario (R = 0,361, p value de 0,001) que las de

tiempos previos de exposicion.

Para determinar cuéles fueron las OTUs que contribuyeron en la similitud/disimilitud de la
composicion comunitaria en los tiempos tempranos, medios y tardios, se realizo un analisis de
similitud porcentual (SIMPER). La Tabla N°2 muestra el ranking de las diez OTUs con mayor
contribucion en la similitud de la composiciébn comunitaria para las muestras de tiempos
tempranos (Gammaproteobacteria y Cytophagia), medios (Gammaproteobacteria y
Opisthokonta) y tardios (Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Flavobacteria y Rhizaria)
de exposicion. A continuacion, en la Tabla N°3, se muestra el ranking de las diez OTUs cuyas
variaciones tienen una mayor contribucion en la disimilitud entre la composicion comunitaria
de los tiempos de exposicion. Destaca la variacion de OTUs asociadas al género Spongiispira

(Gammaproteobacteria), dado su aporte en la disimilitud entre todos los tiempos analizados.



80

Tabla N°2. Ranking de las diez OTUs con mayor contribucion en la similitud de la
composicion de la comunidad en cada tiempo de exposicion.

Tiempos Tempranos

Asignacion Taxondmica

OTUs Contrib% -

Clase Género
b_Otu000012 1.49 Cytophagia Balneola
b_Otu000001 1.32 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000034 1.05 Cytophagia Balneola
b_0Otu000002 1.05 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0Otu000049 0.94 Cytophagia Balneola
b_Otu000057 0.90 Cytophagia Balneola
b_Otu000005 0.87 Gammaproteobacteria  Vibrionaceae_unclassified
b_Otu000007 0.85 Gammaproteobacteria Oleispira
b_Otu000072 0.85 Cytophagia Balneola
b_Otu000068 0.83 Cytophagia Balneola

Tiempos Medios
OTUs Contrib% Asignacion Taxonémica

Clase Género
b_Otu000001 0.84 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000024 0.64 Gammaproteobacteria Marinomonas
b_0Otu000023 0.62 Gammaproteobacteria Marinomonas
b_Otu000002 0.60 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0Otu000042 0.52 Gammaproteobacteria Marinomonas
b_Otu000006 0.46 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000016 0.45 Gammaproteobacteria Spongiispira
e_Otu00008 0.45 Opisthokonta Clathrina
b_Otu000011 0.44 Gammaproteobacteria Spongiispira
b Otu000009 0.44 Gammaproteobacteria Spongiispira

Tiempos Tardios
OTUs Contrib% Asignacion Taxonémica

Clase Género
e_Otu00006 1.00 Rhizaria Phagomixa
b_Otu000003 0.84 Gammaproteobacteria Pseudomonas
e_Otu00009 0.77 Rhizaria Phagomixa
e_Otu00010 0.76 Rhizaria Phagomixa
b_Otu000001 0.51 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000083 0.46 Gammaproteobacteria Vibrio
e _Otu00021 0.46 Rhizaria Phagomixa
b_Otu000125 0.46 Flavobacteria Dokdonia
b_Otu000073 0.45 Flavobacteria Dokdonia
b Otu000117 0.44 Alphaproteobacteria Sulfitobacter
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Tabla N°3. Ranking de las diez OTUs con mayor contribucion en la disimilitud de la
composicion de la comunidad entre cada tiempo de exposicion.

Tiempos Tempranos vs Medios (Disimilitud promedio = 79.35%)

OTUs

Abundancia Promedio  Abundancia Promedio
en T. Tempranos

b_Otu000001
b_Otu000002
b_Otu000012
b_Otu000006
b_Otu000011
b_Otu000009
b_Otu000005
b_Otu000013
¢_Otu00008

b_0tu000007

1.12
0.87
1.03
0.73
0.59
0.71
0.60
0.60
0.44
0.83

1.44
1.09
0.43
0.86
0.85
0.83
0.83
0.78
0.75
0.64

en T. Medios

Contrib%

Asignacion Taxonomica

Clase Género

0.40 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.31 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.30 Cytophagia Balneola
0.26 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.25 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.25 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.25 Gammaproteobacteria ~ Vibrionaceae_unclassified
0.24 Gammaproteobacteria Spongiispira
0.24 Opisthokonta Clathrina
0.24 Gammaproteobacteria Oleispira

Tiempos Tempranos vs Tardios (Disimilitud promedio = 95.42%)

Abundancia Promedio Abundancia Promedio

Asignacion Taxonomica

OTUs Contrib%

en T. Tempranos en T. Tardios Clase Género
b_0tu000001 1.12 0.38 0.45 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000012 1.03 0.16 0.42 Cytophagia Balneola
b_Otu000003 0.54 0.44 0.38 Gammaproteobacteria Pseudomonas
b_Otu000002 0.87 0.29 0.37 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0Otu000013 0.6 0.28 0.30 Gammaproteobacteria Spongiispira
e_Otu00006 0.09 0.89 0.29 Rhizaria Phagomixa
b_0Otu000004 0.5 0.20 0.29 Gammaproteobacteria Pseudomonas
b_0tu000009 0.71 0.18 0.29 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000034 0.76 0.08 0.29 Cytophagia Balneola
b_Otu000007 0.83 0.05 0.29 Gammaproteobacteria Oleispira

Tiempos Medios vs Tardios (Disimilitud promedio = 92.79%)
OTUs Abundancia Prf)medio Abundancia Promedio Contrib% Asignacion Taxonomica
en T. Medios en T. Tardios Clase Género

b_Otu000001 1.44 0.38 0.39 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0tu000002 1.09 0.29 0.32 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000013 0.78 0.28 0.25 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0Otu000023 0.89 0.25 0.25 Gammaproteobacteria Marinomonas
b_0Otu000011 0.85 0.23 0.25 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0tu000006 0.86 0.07 0.24 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000024 0.92 0.14 0.24 Gammaproteobacteria Marinomonas
b_0tu000009 0.83 0.18 0.24 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_0Otu000016 0.76 0.12 0.22 Gammaproteobacteria Spongiispira
b_Otu000005 0.83 0.09 0.21 Gammaproteobacteria  Vibrionaceae_unclassified
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5.2.2.4. Distribucion de OTUs en los distintos tiempos de exposicion.

Para analizar como la composicion taxonémica de cada etapa influye en el desarrollo de
corrosién marina, se realizd la identificacion de las OTUs que se encontraron en todos los
tiempos de exposicion, y aquellas presentes exclusivamente en los tiempos tempranos-medios
y en los tiempos tardios de exposicion, de acuerdo a la metodologia descrita en la seccion
Me¢étodos 4.5.5. Dada la similitud encontrada entre los tiempos de exposicion tempranos y
medios (Figura 16), se decidi6 analizarlas juntas.

Se realiz6 la asignacion taxonomica de aquellas OTUs de bacterias y arqueas presentes en todos
los tiempos de exposicion y se analizaron los cambios en su abundancia durante el experimento
(Figura 17). Estos resultados mostraron que los tiempos tempranos y medios de exposicion
estuvieron principalmente dominados por miembros de Gammaproteobacteria y que
presentaron un aumento en la abundancia de miembros de Flavobacteria hacia al final de los
tiempos medios de exposicion. Durante los tiempos tardios de exposicion se observd una
dominancia de miembros de Flavobacteria y abundancias variables entre los miembros de
Gammaproteobacteria, donde algunos presentaron una disminucion y posterior aumento en los
muestreos finales o viceversa.

Se utilizé la misma estrategia para analizar los cambios de abundancia de OTUs de eucariontes
presentes en todos los tiempos de exposicion (Figura 18). En este caso, durante tiempos
tempranos y medios de exposicion dominaron principalmente hongos del supergrupo
Opisthokonta y algunos miembros de los supergrupos Archaeplastida, Hacrobia y Alveolata.
Durante los tiempos tardios de exposicion se determind una disminucién en la abundancia de la
mayoria de las taxa analizadas, no obstante, se observaron aumentos en la abundancia de algunos

miembros de Opisthokonta, Alveolata y Stramenopiles.
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Figura 17. Distribucion de taxa bacterianas y de arqueas presentes en todos los tiempos de
exposicion en la biopelicula. Mapa de calor representando la distribucion de abundancia de los taxa
bacterianos y de arqueas de la biopelicula y su similitud con la distribucion del resto de las variables
(costado izquierdo). La escala indica el color asociado a los valores de la raiz cuadrada de la abundancia
relativa de cada taxdn. El color de cada taxén estd asociado a la categoria taxondémica superior al que
pertenece. Las barras superiores indican los tiempos de exposicion al que estan asociado las muestras
(naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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Figura 18. Distribucion de taxa eucariontes presentes en todos los tiempos de exposicion en la
biopelicula. Mapa de calor representando la distribucion de abundancia de los taxa eucariontes de la
biopelicula a nivel de género y su similitud con la distribucion del resto de las variables (costado
izquierdo). La escala indica el color asociado a los valores de la raiz cuadrada de la abundancia relativa
de cada taxdn. El color de cada taxdn esta asociado a la categoria taxondmica superior al que pertenece.
Las barras superiores indican los tiempos de exposicion al que estdn asociado las muestras (naranjo -

tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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Los taxa encontrados exclusivamente en tiempos tempranos-medios y tardios de exposicion en
la composicion de bacterias y arqueas (Tabla N°4) mostraron que: i) durante los tiempos
tempranos-medios de exposicion contienen 61 géneros exclusivos (representados por un total
de 105 OTUs), que estuvieron principalmente dominados por géneros pertenecientes a las clases
Bacteroidia (Parabacteroides), Gammaproteobacteria (Cellvibrionales_unclassified y Dasania)
y Clostridia (Lachnospiraceae unclassified; Ruminiclostridium_5); ii) durante los tiempos
tardios de exposicion contienen 15 géneros exclusivos (representados por un total de 25 OTUs),
que estuvieron principalmente dominados por géneros pertenecientes a las clases
Alphaproteobacteria (SM2D12 unclassified), Chitinophagia (Taibaiella),

Gammaproteobacteria (Solimonadaceae unclassified) y Flavobacteria (Flagellimonas).

Los taxa encontrados exclusivamente en tiempos tempranos-medios y tardios de exposicion en
la composicion de eucariontes (Tabla N°5) mostraron que: i) durante los tiempos tempranos-
medios contienen 32 taxa exclusivos (representados por un total de 178 OTUs), que estuvieron
principalmente dominados por taxa pertenecientes a los grupos de Apusozoa (Planomonadida),
Stramenopila (MAST, Stramenopiles X unclassified), Hacrobia (Katablepharidaceae,
Centroheliozoa), Alveolata (Colpodea), Amoebozoa (Tubulinea) y Opisthokonta
(Metazoa_unclassified); ii) no se hubo grupos taxondémicos eucariontes cuya presencia fuese

exclusiva de los tiempos tardios de exposicion.
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Tabla N°4. Taxa de bacterias y arqueas exclusivas de los distintos tiempos de exposicion.

Taxa bacterianas y de arqueas exclusivas tiempos tempranos y medios

Abundancia Relativa

Taxonomia #OTUs (Total = 105) Promedio [%]
Parabacteroides 12 0.05
Cellvibrionales_unclassified 7 0.03
Dasania 4 0.02
Lachnospiraceae unclassified 4 0.02
Ruminiclostridium 5 4 0.02
Alistipes 3 0.02
Bacteroidales unclassified 3 0.02
Legionella 3 0.02
Aureispira 2 0.01
BD7-11_unclassified 2 0.01
Cetobacterium 2 0.01
Flammeovirga 2 0.01
Mpycobacterium 2 0.01
Pseudoflavonifractor 2 0.01
Reinekea 2 0.01
Rhizobiaceae unclassified 2 0.01
Ruminococcaceae UCG-002 2 0.01
Sediminibacterium 2 0.01
Sphingopyxis 2 0.01
Streptococcus 2 0.01
Taxa con 1 OTU 41 0.31

Taxa bacterianas y de arqueas exclusivas tiempos tardios

Abundancia Relativa

Taxonomia #OTUs (Total = 25) Promedio [%]
SM2D12_unclassified 5 0.02
Taibaiella 4 0.02
Solimonadaceae unclassified 3 0.01
Flagellimonas 2 0.01
Taxa con 1 OTU 11 0.03




Tabla N°S. Taxa eucariontes exclusivas de tiempos tempranos y medios de exposicion.

Taxa exclusivas tiempos tempranos y medios

Abundancia Relativa

Taxonomia #OTUs (Total = 178) Promedio [%]
Planomonadida 38 0.38
MAST 26 0.27
Katablepharidaceae 19 0.19
Stramenopiles_ X unclassified 10 0.11
Centroheliozoa X 10 0.11
Colpodea 8 0.08
Tubulinea 7 0.08
Metazoa_unclassified 6 0.05
Prostomatea 4 0.05
Bolidophyceae 4 0.05
Cercozoa X 4 0.05
Ciliophora_unclassified 4 0.05
Gastrotricha 4 0.05
Litostomatea 3 0.03
Bicoecea 3 0.03
Nemertea 3 0.03
Discosea-Longamoebia 3 0.03
Platyhelminthes 3 0.03
Heterotrichea 3 0.03
Bryozoa 2 0.03
Ochrophyta unclassified 2 0.03
Bigyromonadea 2 0.03
Taxa con 1 OTU 10 0.11
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5.3. Determinar las interacciones bioticas y abidticas que tienen lugar durante el desarrollo
de una biopelicula microbiana sobre acero inoxidable expuesto continuamente a agua de

mar.

5.3.1. Interacciones abioticas que se establecen durante la formacion de la biopelicula

sobre acero inoxidable.

Para determinar si los factores abidticos medidos en este estudio (temperatura, oxigeno disuelto,
conductividad, nutrientes principales y elementos traza) explican la varianza observada en la
composicion taxonomica de la biopelicula, se realizé un analisis multivariado de redundancia
(RDA). Los valores obtenidos para los pardmetros ambientales, la concentracion de nutrientes
y elementos traza se encuentran detallados en el Apéndice F - Tabla S2, S3 y S4,
respectivamente.

Los valores obtenidos indican que la varianza de la comunidad en la biopelicula no estuvo
condicionada por las variables ambientales medidas, sin embargo, éstas explicaron una mayor
proporcion de la varianza observada en el agua de mar circundante en el acuario (Figura 19). Se
observa una asociacion entre la composicion durante los tiempos tempranos de exposicion, y la
conductividad y concentracion de hierro del agua. Mientras que la composicion durante tiempos
medios y tardios de exposicion estuvo condicionada por la concentracion de nutrientes
principales (fosfato y nitrito), oxigeno disuelto y la concentracion de metales traza (cadmio,

niquel, vanadio, molibdeno y zinc) en el agua.
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Figura 19. Efecto de factores ambientales en la composicion comunitaria. La tabla superior indica
la proporcion condicionada (constrained) y no condicionada (unconstrained) explicada por las variables
ambientales medidas. En paréntesis junto a cada eje se indica la proporcion en la que aportan los factores
principales. En café, se encuentran indicadas las muestras analizadas rotuladas de acuerdo a su nombre.
El 4rea interior de la gréafica se encuentra coloreada de acuerdo al tiempo de exposicion al que pertenece
la mayoria de las muestras en ese sector (naranjo - tempranos; verde - medios; morado - tardios).
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5.3.2. Interacciones de co-ocurrencia entre los microorganismos presentes en la

biopelicula.

Por otro lado, para explicar la varianza de las muestras de biopelicula no explicada por las
variables ambientales, se exploraron los patrones de co-ocurrencia que tienen lugar durante el
desarrollo de la biopelicula entre OTUs de bacterias, arqueas y eucariontes, utilizando el analisis
probabilistico de co-ocurrencia de especies (ver seccion Métodos 4.6). Después de 30 dias, las
interacciones de co-ocurrencia inferidas no fueron significativas (i.e. se consideran aleatorias),

por lo cual no fueron incluidas en este analisis.

Las métricas de las redes de co-ocurrencia obtenidas fueron diagramadas por separado en
graficos de dispersion en el tiempo (Figura 20). Se determind que el nimero de nodos de las
redes, asi como la via mas corta (Shortest path) aumentaron hasta alcanzar un maximo a los 7
dias de exposicion (Figura 20A-B). La dindmica del nlimero promedio de vecinos apoya esta
observacion, dado que la disminucion de las conexiones establecidas con cada nodo indic6 una
mayor distribucion de las interacciones de co-ocurrencia en la biopelicula en tiempos medios y
tardios de exposicion (Figura 20C). En concordancia, el didmetro de la red y el largo de la via
caracteristica (Characteristic Path Lengh) mostraron un aumento del tamafo de la red que se
estabilizo durante los tiempos tardios de exposicion (Figura 20E-F). Los cambios en el
coeficiente de agrupacion (Clustering Coefficient) mostraron que existe mayor probabilidad de
que los vecinos de un nodo co-ocurran entre ellos durante los 7 y los 30 dias de exposicion,

sugiriendo mayor conectividad en la red al final de este periodo (Figura 20D).
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Figura 20. Métricas de las redes de co-ocurrencia para cada tiempo analizado. Se muestran las
meétricas principales de las redes obtenidas del analisis probabilistico de co-ocurrencia de especies.
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La visualizacion de las redes (Figura 21a-211), mostr6é que las bacterias son los miembros mas
abundantes dentro de la red, en todos los tiempos de exposicion analizados, pero la distribucion
de las interacciones cambia a lo largo del desarrollo de la biopelicula. Ademads, se determin6
que su presencia en la red no depende directamente/exclusivamente de la abundancia relativa
de los microorganismos en la biopelicula. Durante los tiempos tempranos de exposicion (Figura
21a-f), la red esta dominada por Cytophagia y Gammaproteobacteria. En los tiempos medios de
exposicion (Figura 21g-j), se observa un cambio en aumento de Flavobacteria, cuya dominancia
en el grupo de los Bacteroidetes en la red perdura hasta los 30 dias de exposicion. En el caso de
Proteobacteria, desde el tercer dia de exposicion, se observd un progresivo cambio en la
dominancia de clase hacia Alphaproteobacteria, que se exacerbo después de 7 dias de exposicion

(Figura 21k-1).

Durante la primera semana, se observd una alta conectividad con microorganismos de
metabolismo heterotrofo del componente eucarionte. Para entender como estas interacciones
biologicas podrian haber influenciado los cambios comunitarios asociados al desarrollo de
biocorrosion marina, se determinaron los cambios de abundancia en el tiempo de los grupos
eucariontes heterotrofos asociados al proceso de colonizacion primaria de las placas de acero
inoxidable durante los tiempos tempranos de exposicion de este experimento: miembros de los
grupos Alveolata, Apusozoa, Hacrobia, Rhizaria y Stramenopiles. Respectivamente, se
determinaron los cambios de abundancia de todas las OTUs que interactuaron con estos
microorganismos durante los 30 dias que se obtuvieron interacciones de co-ocurrencia

significativas.
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asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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0,25 dias de exposicion
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Figura 21b. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 0,25 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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0,375 dias de exposicion
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Figura 21c. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 0,375 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonomica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o

eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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0,5 dias de exposicion
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Figura 21d. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 0,5 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonomica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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0,75 dias de exposicion
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Figura 21e. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 0,75 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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1 dia de exposicion
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BACTERIAS & ARQUEAS

Figura 21f. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 1 dia de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o

eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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2 dias de exposicion
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Figura 21g. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 2 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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3 dias de exposicion
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Figura 21h. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 3 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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5 dias de exposicion
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Figura 21i. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 5 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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7 dias de exposicion

Hacrobia

Rhizaria

EUCARIONTES

Sin Clasificar

Sin Clasificar

Planctomycetes

BACTERIAS & ARQUEAS

Figura 21j. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 7 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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21 dias de exposicion
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Figura 21k. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 21 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonomica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o

eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
103



30 dias de exposicion
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Figura 211. Red de co-ocurrencia de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable luego de 30 dias de exposicion.
Representacion visual de las interacciones biodticas de co-ocurrencia inferidas in-silico. La visualizacion fue realizada en base a la
asignacion taxonémica de clase de cada OTU y de acuerdo al componente microbiano al que representan (bacterias & arqueas o
eucariontes). Las lineas en verde indican interacciones con microorganismos eucariontes.
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Los resultados obtenidos mostraron que las interacciones de co-ocurrencia entre Alveolata,
Apusozoa y miembros del grupo Hacrobia (Cryptophyta y Telonemia) con OTUs bacterianas,
presentaron un comportamiento similar al observado en dindmicas de depredacion (Figura 22).
Las interacciones dadas con miembros del grupo Rhizaria (Cercozoa) también presentaron
similitud con dindmicas de predacion, sin embargo, los cambios en su abundancia sugieren un
comportamiento dependiente de la densidad de su presa. Los cambios observados en miembros
del grupo Stramenopiles (Labyrinthulea y MAST) sugieren interacciones del tipo neutral

(Figura 22).

Para determinar especificamente qué microorganismos pueden haber tenido cambios de
abundancia relacionados con estas interacciones, se obtuvieron las principales contribuciones
de taxa entre las OTUs que co-ocurrieron con estos colonizadores primarios eucariontes y se
asignaron taxondmicamente. Entre ellos destacan principalmente miembros del grupo de
Gammaproteobacteria (Spongiispira, Pseudoalteromonas, Oleispira, Colwellia), Flavobacteria
(Flavobacteriaceae unclassified) y Alphaproteobacteria (Rhodobacteraceae unclassified)

(Tabla N°6).
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Figura 22. Dindmica de interacciones con eucariontes heterdtrofos en la biopelicula desarrollada
sobre acero inoxidable. En cada grafico se muestra la abundancia relativa promedio de OTUs que co-
ocurrieron con un grupo especifico de eucariontes heterétrofos (eje vertical izquierdo), junto a la
abundancia relativa del respectivo grupo eucarionte con el que interactud (eje vertical derecho). (*)
OTUs definidas en base a secuencias obtenidas del gen 16S rRNA. Se indica la desviacion estandar de
cada punto, excepto para el primer punto de la dindmica de Labyrinthulea y MAST, debido a que impedia
la visualizacion de los cambios en su abundancia (= 3.99%).
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Tabla N°6. Principales contribuciones de taxa en las interacciones establecidas con
eucariontes heterdtrofos durante 30 dias.

Asignacién de OTU Alveolata Apusozoa Crytophyta & Telonemia Cercozoa Labyrinthylea & MAST
Taxonomia - Género n % n % n % n % n Y%
Spongiispira 59 9.5 24 6.9 37 13.4 71 8.2 16 4.7
Flavobacteriaceae _unclassified 37 6 28 8.1 19 6.9 64 7.4 26 7.6
Rhodobacteraceae unclassified 38 6.1 24 6.9 18 6.5 53 6.1 25 7.3
Pseudoalteromonas 30 4.8 15 43 12 43 34 39 13 3.8
Colwellia 27 4.4 17 49 2 0.7 34 39 6 1.7
Oleispira 25 4 8 2.3 12 43 30 35 10 29
Gammaproteobacteria_unclassified 21 3.4 15 43 6 22 32 3.7 12 35
Oleiphilus 23 3.7 11 32 8 2.9 28 32 12 35
Alteromonadaceae_unclassified 11 1.8 9 2.6 8 2.9 14 1.6 8 2.3
Thalassotalea 15 2.4 4 1.2 4 14 12 1.4 6 1.7
Alteromonas 14 2.3 5 1.4 4 1.4 18 2.1 9 2.6
Tenacibaculum 14 23 7 2 6 22 21 2.4 10 29
Aliivibrio 12 1.9 5 1.4 3 1.1 13 1.5 7 2
Vibrio 7 1.1 6 1.7 7 2.5 10 1.2 3 0.9
Proteobacteria_unclassified 12 1.9 5 1.4 2 0.7 13 1.5 7 2
Bacteroidetes_unclassified 6 1 7 2 3 1.1 22 2.5 3 0.9
Amylibacter 11 1.8 4 1.2 4 1.4 12 1.4 5 1.5
Marinomonas 10 1.6 5 1.4 6 22 14 1.6 2 0.6
Balneola 8 1.3 5 14 3 1.1 13 1.5 6 1.7
Unclassified 10 1.6 4 1.2 4 1.4 17 2 6 1.7
Polaribacter 9 1.5 4 1.2 5 1.8 8 0.9 7 2
Alphaproteobacteria_unclassified 8 1.3 5 1.4 3 1.1 16 1.8 7 2
Cellvibrionaceae_unclassified 8 1.3 7 2 4 1.4 10 1.2 5 1.5
Litoribacillus 8 1.3 3 0.9 4 1.4 12 1.4 2 0.6
Sulfitobacter 5 0.8 5 1.4 1 0.4 8 0.9 6 1.7
Pseudomaricurvus 7 1.1 3 0.9 4 1.4 7 0.8 4 1.2
Cyanobacteria_unclassified 4 0.6 2 0.6 6 2.2 8 0.9 4 1.2
Saprospiraceae_unclassified 4 0.6 3 0.9 3 1.1 16 1.8 3 0.9
Blastopirellula 4 0.6 2 0.6 1 0.4 4 0.5 5 1.5
Planktomarina 7 1.1 2 0.6 3 1.1 9 1 4 1.2

n: nimero de OTUs que interactta con el eucarionte heterétrofo analizado asociado a ese género.
%: contribucion del género al total de las interacciones de co-ocurrencia inferidas para el eucarionte heterotrofo.
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5.4. Co-relacionar el desarrollo de corrosion sobre acero inoxidable con interacciones

claves establecidas durante el desarrollo de la biopelicula microbiana.

5.4.1. Desarrollo de biocorrosion sobre acero inoxidable expuesto a agua de mar natural.

Para establecer el nivel de deterioro de las placas de acero inoxidable expuestas a agua de mar,
se evalu6 su pérdida de masa a lo largo del tiempo de exposicion (ver seccion Métodos 4.7).
Los valores promedio de pérdida de masa fluctuaron entre la pérdida minima de 39,29 + 45,89
mg cm (a los 2 dias de exposicion) y la pérdida méxima de 243,94 = 138,07 mg cm™ (a los 30
dias de exposicion). La pérdida de masa presento principalmente diferencias significativas entre
las muestras de tiempos tempranos-medios y las de 30 y 112 dias de exposicidon al comparar
cada tiempo con una prueba de ANOVA de una via (Figura 23). Estos resultados sugieren que
el deterioro del acero inoxidable estuvo principalmente asociado a largos periodos de
exposicion.

Adicionalmente, se analiz6 el comportamiento electroquimico de la interface metal/biopelicula
de las placas, a través de mediciones de potencial a circuito abierto (OCP) y curvas de
polarizacion catddica y anddica. Se utilizd como referencia una placa de acero inoxidable 316L
sin exponer a agua de mar (ver seccidon Métodos 4.8).

Los valores de OCP mostraron un desplazamiento en el potencial promedio de la superficie,
respecto al potencial de la placa sin tratamiento, y alcanzo6 228,5 27,7 mV (vs Ag/AgCl) a los
7 dias de exposicion. No obstante, desde los 21 dias se observo un desplazamiento progresivo
hacia potenciales mas negativos que se estabilizaron luego de 30 dias de exposicion. El periodo
entre 30 y 112 dias de exposicion tuvo un potencial a circuito abierto promedio de —224,5 + 12,4

mV (vs Ag/AgCl) (Figura 24).
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Figura 23. Deterioro del acero inoxidable 316L expuesto a agua de mar natural. Se muestra el
promedio y la distribucion de las mediciones realizadas por cada tiempo de exposicion en circulos solidos
(®). Los valores de diferencia de masa fueron normalizados por la superficie expuesta de cada placa de
acero inoxidable. Las parejas de asteriscos indican diferencia significativa entre esas muestras, de
acuerdo a la prueba de ANOVA de una via, p <0,05.
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Figura 24. Dinamica del potencial a circuito abierto de placas de acero inoxidable expuestas a agua
de mar natural. Valor promedio y desviacion estandar de mediciones realizadas para cada tiempo de
exposicion. Los asteriscos indican diferencia significativa de esas muestras respecto al OCP de la placa
sin exposicion a agua de mar natural, de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via, p <0,05.
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A partir de las curvas de polarizacion potenciodindmicas, se analizdé el comportamiento
electroquimico de la placa durante el tiempo de exposicion y se determinaron los valores de la
corriente de corrosion. Los resultados obtenidos indican que durante la primera semana de
exposicion las placas fueron mas susceptibles a corrosion por picadura, debido a que el potencial
de su superficie (0,23 + 0,03 V vs Ag/AgCl) fue similar al potencial de picadura determinado
en el acero inoxidable sin exponer (~0,22 V vs Ag/AgCl). Sin embargo, luego de 30 dias de
exposicion se observa un desplazamiento del potencial de corrosion (i.e. potencial en el cual se
intersectan las curva anddica y catddica) hacia potenciales menos nobles, con un promedio de -
0,21 £ 0,10 V vs Ag/AgClI (Figura 25).

Adicionalmente, la corriente de corrosion a los 7 dias de exposicion fue de 102,68 + 24,07 nA
y mostr6 un aumento significativo de hasta dos 6rdenes de magnitud cuando se compara con la
corriente de corrosion obtenida luego de 112 dias de exposicion que fue de 6911 +4502,65 nA.
Estos datos, en conjunto, indican una activacion de la superficie, asociada a un aumento en la

transferencia de electrones (Figura 26).
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Figura 25. Comportamiento electroquimico de placas de acero inoxidable expuestas a agua de mar
natural. Curvas de polarizacion potenciodinamicas representativas de cada tiempo de exposicion. Las
curvas fueron realizadas a una tasa de 0,5 mV/s comenzando desde el OCP, con mediciones
independientes de la curva anddica y catodica. En gris, se muestra la referencia sin exponer a agua de
mar natural. Las curvas de placas expuestas por distintos tiempos se muestran en una escala secuencial
de color azul: donde el azul mas intenso representa la curva de 7 dias de exposicion, y a medida que
disminuye su intensidad aumenta el tiempo de exposicion que representa cada curva, finalmente, la curva
de azul mas tenue representa la curva de 112 dias.
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Figura 26. Dindamica de la corriente de corrosion de placas de acero inoxidable expuestas a agua
de mar natural. Valor promedio y desviacion estindar obtenidas a partir de las curvas
potenciodinamicas realizadas para cada tiempo de exposicion. El asterisco indica diferencia significativa
de la muestra respecto a la placa sin exposicion a agua de mar, de acuerdo a la prueba de ANOVA de
una via, p < 0,05.
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5.4.2. Relacion entre la presencia de microorganismos especificos y/o sus interacciones con
el desarrollo de biocorrosion sobre acero inoxidable expuesto a agua de mar natural.
Para determinar la relacion que hubo entre los cambios de la composicién comunitaria y las
interacciones de co-ocurrencia con el desarrollo de corrosion, se realizd6 un analisis de
correlacion de Pearson entre ambas (ver seccion Métodos 4.5.5). Se realiz6 una representacion
grafica de las correlaciones significativas (p value < 0,5), tanto positivas (entre 0 y 1) como
negativas (entre 0 y -1) (Figura 27).

En el caso del OCP, se determind una fuerte correlacion negativa con la cobertura de la
superficie y los cambios en la abundancia de Archaeplastida. Mientras que se encontrd que su
evolucion en el tiempo presenta una correlacion positiva con algunas propiedades de la red, la
riqueza de la comunidad y la abundancia de los grupos microbianos Clostridia, Cyanobacteria,
Apusozoa y Eukaryotes unclassified.

La corriente de corrosion, por otro lado, mostré correlaciones significativas con un mayor
namero de los parametros analizados. Dentro de ellos, destaca la correlacion negativa con varios
pardmetros de las redes de co-ocurrencia (Largo de la via caracteristica, diametro de la red, radio
de la red, promedio de vecinos, entre otros), con indicadores ecologicos (diversidad y riqueza)
y con los cambios de abundancia relativa de Rhizaria. Ademas, destaca la correlacion positiva
de la corriente de corrosion con la Equidad y con los grupos microbianos, Lentisphaeria y
Archaeplastida.

Finalmente, para pérdida de peso, el analisis indicd que solo existe una correlacion positiva

significativa con la abundancia de Betaproteobacteria y Bacteroidetes unclassified.
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6. DISCUSION.

La biocorrosion marina es un fendmeno complejo asociado a una gran cantidad de reacciones
simultaneas, tanto bidticas como abidticas (Coetser & Cloete, 2005). Entender como y cuando
ocurren estas reacciones ayudaria al desarrollo de técnicas eficientes de control y monitoreo de
biocorrosidon que sean inocuas para el medio ambiente (Kip & van Veen, 2015). Su estudio en
esta tesis requirid de un trabajo interdisciplinario, que incorporé metologias moleculares,
electroquimicas, de microscopia e ingenieria, para el andlisis de la ecologia microbiana durante
el desarrollo de biocorrosion en la superficie de acero inoxidable expuesto a agua de mar natural.
En este trabajo, ademas, se caracterizd la comunidad microbiana incorporando de forma pionera
a arqueas y picoeucariontes en el estudio de biocorrosion, se infirié la co-ocurrencia de especies
durante el ensamblaje de la biopelicula y se relaciono las potenciales interacciones ecoldgicas
en la biopelicula (e.g. mutualismo, competencia, depredacion) (Faust & Raes, 2012) con la
presencia de microorganismos previamente relacionados con corrosion y el desarrollo de
corrosion en el tiempo. Los resultados obtenidos sugieren que para entender el fendmeno de
biocorrosion en ambientes naturales, es necesario analizar la biopelicula como una unidad
bioldgica con potencial corrosivo, que depende de las interacciones ecoldgicas que se
establezcan durante su ensamblaje, mas que como el resultado de un grupo particular de
microorganismos. Estos resultados sustentan las hipdtesis planteadas en este trabajo, pero,
ademds promueven la generacion de nuevas interrogantes e hipotesis para ser abordadas en

futuras investigaciones.
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6.1. Nuevo modelo experimental permite la determinacion de colonizacion primaria,
sucesion e iniciacion de biocorrosion en ambientes naturales costeros.

El estudio de la influencia de los colonizadores primarios e interacciones ecoldgicas sobre la
estructura y composicion de la biopelicula asociada a biocorrosiéon marina, requirio la
caracterizacion de la colonizacion primaria de la superficie, de la posterior sucesion biologica y
del desarrollo de corrosion en el tiempo. Estos fueron evaluados en un periodo de tiempo que
permitiese el desarrollo de corrosion (Fischer et al., 2016), que comprendio 112 dias, divididos
a priori para su analisis en tiempos de exposicion tempranos (0-1 dia), medios (2-7 dias) y
tardios (21-112 dias). Aun cuando esta parece una tarea sencilla, el estudio de biocorrosiéon en
ambientes naturales presenta complicaciones imponderables, como, por ejemplo: pérdida de
cupones en el mar por la corrosion desarrollada o incluso, pérdida total de los sistemas de
exposicion debido a marejadas o fuerte flujo de corrientes (Celikkol-Aydin et al., 2016). Para
lidiar con estas dificultades se han desarrollado modelos para su estudio en laboratorio
utilizando agua de mar natural (Marty et al., 2014; Fischer et al., 2016). No obstante, los
modelos publicados siguen presentando limitaciones, ya que no permiten realizar un
experimento con el esfuerzo muestreal necesario para hacerse cargo de la variabilidad de las
comunidades microbianas ambientales. Es el caso de las sucesiones biologicas, ya que el nimero
de placas necesarios para su analisis no tenia cabida en estos disefios. En esta tesis, la exposicion
simultanea de 96 placas metélicas a un flujo constante de agua de mar natural en cuatro acuarios
en paralelo, permitio la caracterizacion de la biopelicula con una alta reproducibilidad. El nuevo
disefio incluyo, ademas, el uso de flujo de agua paralelo a las placas, evitando el impacto
directamente en su superficie principal. Por otro lado, si bien el nuevo modelo permitié
minimizar la manipulacion de las placas durante el muestreo, no fue disefiado para realizar

muestreos dentro del agua del acuario. Por esta razon, la acumulacion de bacterias de la interface
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aire-agua (Vaccari et al., 2017) puede haber sido recuperada como parte de la biopelicula
formada sobre el metal. Sin embargo, si fue asi, su abundancia no fue suficiente para interferir
en los resultados, ya que los andlisis comunitarios de similitud mostraron que la comunidad
microbiana asociada a las placas fue distinta a la encontrada en el agua del acuario durante todo
el transcurso del experimento (Figura 16).

Las placas obtenidas en cada muestreo permitieron la caracterizacion integral de la biopelicula,
utilizando algunas de las técnicas previamente descritas para el estudio de su relacién con
corrosion (Beech, 2004). Ademas, permitié6 determinar la distribucion espacial de los
microorganismos en la superficie de la placa y su composicién microbiana, a través de la
incorporacion de sus caracteristicas macroscopicas (Figura 4), microscopicas (Figura 5) y la
identificacion de los microorganismos que la constituyen a través de andlisis moleculares
(Figura 11 & 13). Este tipo de analisis resulta dificil de acoplar con andlisis de deterioro y
corrosion de las superficies metalicas sin aumentar mucho el nimero de placas necesarias,
debido a que algunos de los anélisis realizados para determinar corrosion son de caracter
destructivo (Yang, 2008). Por ello, una vez removida la biopelicula para analisis moleculares,
las placas se re-utilizaron para determinar su pérdida de peso, permitiendo destinar suficientes
placas exclusivamente a andlisis de corrosion. Se realizaron dos tipos de mediciones
electroquimicas para determinar corrosion, OCP y curvas de polarizaciéon potenciodindmicas,
cuyos resultados permitieron asociar el inicio de corrosion por picadura a la primera semana de
exposicion en las placas, periodo en el cual los potenciales de corrosion fueron similares a los
reportados en otros sistemas con agua de mar natural (Dexter & Gao, 1988; Matilla et al., 1997;
Little et al., 2008). Ademas, el modelo experimental permitio el andlisis de los cambios que
tuvo el comportamiento electroquimico durante tiempos tardios (Figura 24), cuya dindmica si

bien se condice con la variabilidad del OCP en agua de mar natural para este tipo de acero



119

(Videla, 1994), no fue el tipico descrito para acero inoxidable expuesto a ambientes marinos,
donde regularmente se presenta ennoblecimiento de la superficie (Féron & Dupont, 1998). No
obstante, todas las mediciones fueron realizadas post-muestreo y esto genera una subestimacion
de la variabilidad del OCP, ya que se tienen solo puntos acotados. En consideracion de esto, es
que la incorporacién de una medicidn constante in situ de los cambios electroquimicos serian

un excelente complemento para el monitoreo del desarrollo de corrosion de este modelo.

6.2. Colonizacion primaria de la superficie y su relacion con el asentamiento de eucariontes
fotosintéticos asociados a corrosion.

La caracterizacion de la distribucion espacial de los microorganismos en la superficie de la placa
durante la sucesion bioldgica, pero principalmente durante los tiempos tempranos y medios de
exposicion, mostrd que el asentamiento de los colonizadores primarios se produjo en las zonas
del metal con mayor irregularidad e imperfecciones (Figura 5-7). Es comln encontrar bacterias
asociadas a superficies colonizando depresiones/imperfecciones en la superficie de particulas
en ambientes naturales (Geesey & Costerton, 1979). Pero, ademds, este fendomeno ha sido
descrito en acero inoxidable 304L y 316L (sin pulir) al ser expuesto a medio de cultivo y
bacterias aisladas, donde su localizacion resultd estar alineada con los limites de los granos de
la aleacion del metal en la superficie de la capa de 6xido, sugiriendo que la colonizacion inicial
no es azarosa y que ademads habria una selectividad por estas areas del grano (Geesey et al.,
1996; Sreekumari et al., 2001). Este tipo de localizacion se observo al exponer acero inoxidable
316L, aun cuando se encontraba lijado (ver seccion Métodos 4.2). El tipo de tratamiento
utilizado mantuvo estas zonas de imperfecciones, y los resultados indican que el proceso de
colonizacion selectiva también tendria lugar al exponer este material a agua de mar natural

(Figura 7B). Se observo, ademads, que el asentamiento inicial de diatomeas, en este experimento
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tuvo una distribucion en parches similar a la descrita por Acufia et al. (2006) y estuvo
principalmente asociada a las zonas precolonizadas del material con mayor deposicion de
sustancias EPS-/ike (Figura 7C). Esta asociacion es particularmente de interés, ya que se han
propuesto mecanismos a través de los cuales las diatomeas podrian participar en el desarrollo
de corrosién en ambientes marinos. Uno de los mecanismos propone que la produccion de
oxigeno originaria un aumento en su disponibilidad como aceptor final de electrones, por
ejemplo, durante la oxidacion de moléculas orgénicas por otros microorganismos. La reduccion
del oxigeno conduce a la formacién de especies reactivas de oxigeno, como el peroxido de
hidrogeno (H20,), las que han sido asociados con biocorrosion debido a que su reactividad es
mayor a la del oxigeno por si solo (Landoulsi et al., 2011). En particular, se ha visto que, en
biopeliculas nativas marinas, el H2Oz en presencia de bacterias manganeso oxidantes puede ser
aprovechado como agente oxidante que favorece la oxidacion de manganeso (Nealson, 2006;
Andeer et al., 2015) y, por otro lado, que puede tener un rol directo en el ennoblecimiento del
OCP de acero inoxidable expuesto a agua de mar (Dupont et al., 1998; Geiser et al., 2002;
Washizu et al., 2003). Los datos obtenidos en esta tesis muestran que la produccion de oxigeno
podria haber contribuido al ennoblecimiento inicial del material, a través de la presencia de
cianobacterias que favorecieran la produccion indirecta de especies reactivas de oxigeno durante
la primera semana de exposicion. Pero, ademads, se determind que existe una correlacion
negativa entre el cambio del potencial a circuito abierto y otros dos factores asociados a la
produccion de oxigeno: la presencia de Archaeplastida (eucariontes fotosintéticos) y la
cobertura del metal, asociada principalmente a la biomasa de diatomeas en la superficie (Figura
27); sugiriendo que a su vez podria estar contribuyendo a la activacion del metal.

Esto apoya una de las hipotesis de esta tesis, en la cual se planted que “[...] los colonizadores

primarios de la superficie son determinantes para el establecimiento de especies microbianas
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previamente relacionadas con corrosion”. No obstante, los mecanismos involucrados en este
proceso requieren ser evaluados en futuros trabajos de investigacion y es una de las aristas que

abre este proyecto de tesis al incorporar a los picoeucariontes en el analisis de biocorrosion.

6.3. Colonizacion primaria de acero inoxidable expuesto a agua de mar natural.

La composicion comunitaria de la biopelicula formada sobre las placas de acero inoxidable
316L durante los tiempos tempranos de muestreo, es decir, durante el primer dia de colonizacion
de la placa, fue dominada por Gammaproteobacteria (Figura 11). Este tipo de bacterias han sido
descritos anteriormente como uno de los principales colonizadores primarios de superficies de
acero en ambientes marinos, junto con miembros de Alphaproteobacteria (Lee et al., 2008;
Rampadarath et al., 2017; Pollet et al., 2018). No obstante, se han descrito diferencias en la
temporalidad de su dominancia a medida que se desarrolla la sucesion biologica. En el caso de
Lee et al. (2008), observaron que Gammaproteobacteria domina en la biopelicula formada sobre
acero en ambientes marinos durante las primeras 0-9 horas de exposicion. Mientras que Pollet
et al. (2018), determinaron que la prevalencia de Gammaproteobacteria como grupo dominante
podria extenderse mas alld de las primeras 24 horas de exposicion y plantean que estas
diferencias temporales podrian estar asociada a las caracteristicas del material artificial
expuesto. Este es el caso de la biopelicula desarrollada sobre acero inoxidable en la costa central
de Chile, donde observamos que este grupo bacteriano seria dominante no solo en abundancia
(Figura 11), sino también en conectividad en las redes de co-ocurrencia inferidas in silico
(Figura 21).

Por otro lado, observamos que la colonizacion primaria de la superficie de acero inoxidable no
fue exclusivamente realizada por bacterias, sino que hubo una contribucién del componente

eucarionte y de arqueas desde el primer dia de exposicion (Figura 11 & 13). Tradicionalmente
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se ha descrito que el proceso de colonizacion primaria de una superficie estd dominado
principalmente por bacterias durante el primer dia de exposicion, y es seguido por hongos,
diatomeas, otras microalgas y larvas de invertebrados durante el transcurso de la primera semana
y en adelante (Lappin-Scott & Costerton, 1989; Scotto & Lai, 1998; Qian et al., 2007). Sin
embargo, algunos autores sugieren ser cuidadosos con la generalizacion de esta relacion, ya que
no siempre esta debe ser secuencial (Cooksey, 1981; Dang & Lovell, 2000; Landoulsi et al.,
2011; Qian & Xu, 2012). Estudios realizados en el mar Baltico, sobre la biopelicula asociada al
ennoblecimiento del acero inoxidable 316L, mostraron que la biopelicula estaba constituida
principalmente por bacterias, y algunas veces observaron también restos de diatomeas. Sin
embargo, no observaron presencia de hongos ni eucariontes heterdtrofos durante el primer dia
de exposicion (Mattila et al., 1997). La exposicion inicial de este mismo material en la costa
central de Chile, resulté en una comunidad cuyo componente eucarionte estuvo dominado por
miembros de los grupos Opistokhonta y Archaeplastida (Figura 13). Entre ellos, la presencia de
algunos eucariontes productores de acido (Verticillium, Rhynosporidae y Chrytridiomycetes),
fotosintéticos (Prasinoderma, Oltmannsiellopsis) y heterdtrofos (Picozoa, Spirotrichea) (Figura
18), podria influenciar de forma directa el asentamiento de bacterias previamente relacionadas
con corrosion como se plantea en la Hipotesis #1 de este trabajo, a través de la modificacion del
microambiente de la biopelicula por produccién de acido (Marshall & Bowden, 2000;
Magnuson & Lasure, 2004; Akintokun ef al., 2007; Liaud et al., 2014) y/o de su composicion a
través de interacciones ecologicas que influencien la permanencia de especies corrosivas en la
biopelicula. Investigaciones focalizadas en estos aspectos podrian ser un gran aporte para
entender el rol de distintos tipos de eucariontes microbianos como colonizadores primarios, en

el asentamiento de bacterias asociadas a corrosion, en el ensamblaje de la comunidad y en las
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interacciones ecologicas que puedan influenciar la composicion comunitaria con repercusiones

en el desarrollo de corrosion en el tiempo.

6.4. Escasa deteccion de bacterias sulfato reductoras durante el tiempo de exposicion
analizado.

La presencia de Deltaproteobacteria, grupo al que se asocian la mayoria de las bacterias sulfato
reductoras (SRB) descritas, fue escasamente detectado en la biopelicula, con un méximo durante
los tiempos tardios de exposicion (abundancia relativa de 0,31 + 0,63%). Estos resultados son
similares a lo descrito en biopeliculas formadas sobre acero al carbon en ambientes marinos
costeros, donde se determind una abundancia relativa SRB que no sobrepaso el 0,4% durante
35 dias (Celikkol-Aydin et al., 2016) y su presencia fue indetectable incluso en andlisis
realizados a una biopelicula formada por ~84 dias (Lopez et al., 2006). No obstante, se ha
descrito que luego de 8 meses de exposicion, SRB domina en una biopelicula corrosiva formada
sobre este material (44%) (Bermont-Bouis ef al., 2007). Al analizar depdsitos de corrosion de
mayor antigiiedad se ha observado que su dominancia se mantiene y puede llegar a alcanzar el
98% de la abundancia relativa bacteriana en capas interiores de superficies corroidas (Paissé et
al., 2013). Dependiendo del tiempo evaluado, la biopelicula tendra distintos niveles de grosor
y, por lo tanto, la formacién de microambientes anoxicos que permitan el crecimiento de SRB
podria ser mas probable en biopeliculas con mayor biomasa. Esta disminucion en la difusion del
oxigeno ha sido descrita para casos como el de colonias bacterianas (Peters et al., 1987). No
obstante, el desarrollo de un ambiente an6xico no aseguraria un aumento de su abundancia en
sistemas naturales, debido a la presencia de posibles antagonistas de SRB. Entre ellos
encontramos a taxa descritas como bacterias nitrato reductoras — sulfuro oxidantes (so-NRB),

presentes exclusivamente durante los tiempos de exposicion tempranos y medios
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(Parabacteorides sp., Dasania sp.) (Tabla 4), que pueden provocar una exclusion competitiva
a través de la produccion de nitrito, inhibiendo la enzima Dsr, resultando letal para SRB
(Sandbeck & Hitzman, 1995). Durante tiempos tardios, ademads, se observo un aumento en la
abundancia de otros posibles competidores. La presencia de Bacilli, Clostridia y Chlorobia
durante esos tiempos (Figura 11), pudo haber contrarrestado los dos mecanismos asociados a
biocorrosion descritos para SRB (Cord-Ruwisch ef al., 1987; Boopathy & Daniels, 1991; Little
et al., 1992): Clostridium reduce la utilizacion catédica de hidrogeno de las SRB mientras
Chlorobium remueve el sulfuro de hidrogeno del dnodo (Zhang & Fang, 2001). A pesar de la
exclusion de SRB, sus competidores NRB también podrian contribuir al deterioro del material
(Ornek et al., 2002; Zuo & Wood, 2004; Xu et al., 2013). Esto sugiere que la competencia entre
estas especies en la biopelicula limit6 la abundancia de SRB y permitio la proliferacion de NRB
durante el periodo evaluado, apoyando una de las hipotesis de este trabajo (ver Hipotesis #2),
que plantea que las interacciones ecologicas que se establecen entre microorganismos
determinan la estructura y composicion de la comunidad microbiana asociada a la induccion de

corrosion.

6.5. La presencia de bacterias y eucariontes productores de acido durante la primera
semana de exposicion favorece el desarrollo de corrosion y explica el posterior cambio en
el OCP.

Durante la primera semana de exposicion a agua de mar natural, la superficie de las placas
presentd un aumento en el potencial de corrosion (+200 mV respecto al OCP inicial,
ennoblecimiento), que luego disminuy6 progresivamente hasta estabilizarse alrededor de -200
mV vs Ag/AgCl durante los 30 y 112 dias de exposicion (Figura 24-25). Para explicar el

ennoblecimiento, y la mayor susceptibilidad a corrosion por picadura en las placas que éste



125

provoca, se presento anteriormente como hipdtesis que el aumento de potencial estaria asociado
a la presencia de bacterias y eucariontes fotosintéticos en la superficie de la placa durante los
tiempos tempranos de exposicion. No obstante, esto no explica los cambios electroquimicos que
se producen después de la primera semana de exposicion. Little et al. (1991), describieron que
ante circunstancias de acidez localizada el potencial de corrosion se desplaza hacia valores
negativos, como en este caso. Ademas, se observd que la dindmica de la abundancia, tanto de
bacterias como eucariontes productores de 4acido (i.e. Clostridia, Opisthokonta,
respectivamente) se correlaciona con la del comportamiento electroquimico de la placa (Figura
27) e indica que podrian haber contribuido a una produccion y subsecuente acumulacion de
acido durante periodos tempranos y medios de formacion de la biopelicula. El desarrollo de un
microambiente con pH mdas acido puede estar asociado al desplazamiento de grupos en el
componente bacteriano, ya que estas condiciones favorecen el crecimiento de
Alphaproteobacteria por sobre Gammaproteobacteria (Figura 11) (Ray et al., 2012; Siu, 2013).
Tanto en el caso del pH como del oxigeno disuelto, la presencia de grupos bacterianos acidofilos
o anaerobios es de utilidad como posible proxy de ambientes acidicos o anodxicos
respectivamente, dada la falta de mediciones en la interfase biopelicula-metal. De acuerdo con
estos antecedentes y basados en los resultados obtenidos, formulamos una nueva hipétesis donde
se plantea que la modificacion del microambiente, a través de la produccion bioldgica de acido,
provoca cambios en la composicion comunitaria y en el comportamiento electroquimico que
experimenta la superficie durante tiempos tardios de exposicion. Futuras exploraciones in vitro
con microorganismos aislados podrian ayudar a dilucidar si este es uno de los mecanismos de
biocorrosion que favorece la activacion de la superficie (i.e. potencial negativo en conjunto con

aumentos en la corriente de corrosion) al ser expuesta en ambientes marinos.
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6.6. Los cambios comunitarios y electroquimicos durante tiempos tardios estan

asociados a la co-ocurrencia entre eucariontes heterdtrofos y bacterias.

Durante el proceso de formacion de la biopelicula, hubo OTUs que estuvieron presente en todos
los tiempos de exposicion. Al analizar la distribucion de su abundancia se observaron
variaciones drésticas en el tiempo de uno de los clusteres encontrados luego de 7 dias de
exposicion. Se observo una disminucion en la abundancia de los grupos bacterianos
Spongiispira, Oleispira y Marinomonas, pero ademas en la abundancia de eucariontes
heterotrofos de los grupos Alveolata y Hacrobia (Figura 17-18). Estos eventos simultaneos, en
conjunto con la correlacion positiva observada entre las métricas de las redes de co-ocurrencia
y los cambios electroquimicos, sugieren que los cambios comunitarios y electroquimicos que
tienen lugar luego de 7 dias de exposicion, podrian ser resultado del maximo de conectividad
alcanzado en ese tiempo con el componente eucarionte (Figura 21j, en verde). Entre estos
eucariontes, se encuentra un gran numero de OTUs asociadas a taxa eucariontes heterotrofos.
Este grupo no es una poblacion definida de eucariontes sino mas bien un gremio de
microorganismos que podrian estar compitiendo por el mismo recurso, en este caso bacterias.
Al analizar sus dinamicas de abundancia y la de las respectivas OTUs con las que co-ocurren
(Figura 22), se observo una similitud con las descritas para interacciones del tipo depredador-
presa intragremial (Holt & Polis, 1997), sugiriendo que este tipo de interaccion ecoldgica podria
estar asociada a los cambios composicionales debido a que estuvieron mayoritariamente
asociadas a la co-ocurrencia de todos los grupos eucariontes analizados con Spongiispira (Tabla
N°6), género del grupo de Gammaproteobacteria, descrito como aerobio y quimioheterotrofo
(Satomi & Fujii, 2014), pero cuya disminucion en abundancia fue uno de los principales
contribuidores a la disimilitud de la comunidad de los tiempos con mayor susceptibilidad a

corrosion por picadura (tiempos medios) y los que presentan una corrosion uniforme (tiempos
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tardios) en este estudio. Este tipo de regulacion de abundancia ha sido observado antes, donde
los depredadores actian como niveladores de los miembros de la biopelicula a través de su
continua alimentacion basada en bacterias, algas y otras particulas organicas (Scotto & Lai,
1998). Si bien esto sugiere que Spongiispira podria haber tenido un rol clave en el
ennoblecimiento observado durante la primera semana, no hay estudios previos que lo vinculen
directamente con el desarrollo de biocorrosion ni con su inhibicion. Futuros estudios utilizando
cultivos puros podrian esclarecer su rol en la formacion de la biopelicula y la corrosion del acero
inoxidable. Los grupos eucariontes cuyos cambios en abundancia tuvieron similitudes con
dindmicas depredador-presa también se encontraron asociadas a la co-ocurrencia con bacterias
nitrato reductoras del grupo Gammaproteobacteria: Oleispira, Colwellia y Oleiphilus (Tabla
N°6). Se ha descrito una vinculacion directa de este tipo de microorganismos con la degradacion
del acero inoxidable (Xu et al., 2013), por lo cual una disminucidn en su abundancia durante los
tiempos tardios de exposicion, puede haber enlentecido el desarrollo de picadura.

La posible influencia de las interacciones ecoldgicas en el desarrollo de biocorrosion es uno de
los aspectos que destaca en los resultados de esta tesis, y que hasta ahora habia sido pasado por
alto. Las redes de co-ocurrencia inferidas se asocian con cambios composicionales de la
biopelicula y se correlacionan con los cambios en el desarrollo de corrosion, por lo que se
propone incorporar el andlisis de interacciones ecologicas en los nuevos estudios de este
fendmeno y estudiar su relacion con la activacion de la superficie y disminucion en la tasa de

corrosion en ambientes naturales.

Como ha quedado patente, una biopelicula marina formada sobre acero inoxidable es una

comunidad mixta y compleja, donde los fendmenos electroquimicos observados pueden estar
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ligados a distintos mecanismos trabajando de forma paralela. Si bien se han realizado grandes
avances en torno a como los factores abioticos influencian el desarrollo de corrosion, este trabajo
es uno de los pioneros en incorporar series de tiempo y el estudio conjunto de bacterias, arqueas
y eucariontes microbianos para entender la influencia de los factores bidticos en el desarrollo
de biocorrosion marina en ambientes naturales. Se identificaron microorganismos clave en el
desarrollo de la sucesion biologica, el efecto de potenciales interacciones ecoldgicas, y se
discutieron sus implicancias para la corrosion del acero inoxidable. Estos resultados mostraron
que el estudio del fenomeno de biocorrosién marina necesita ser abordado de manera holistica,
dado que las interacciones ecologicas que estén teniendo lugar nos permitiran establecer una
correlacion con el potencial corrosivo de la biopelicula y en definitiva, mejorar las predicciones
sobre la viabilidad y vida util del acero inoxidable en ambientes naturales. Finalmente, los
resultados han confluido en un modelo conceptual (Figura 28), y en la formulacion de nuevas
hipotesis, que se espera nos ayuden en el futuro a dilucidar el acoplamiento de los distintos

mecanismos durante el desarrollo de biocorrosion marina en la costa central de Chile.
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Los valores de OCP y el aumento significativo de la corriente de corrosion, sugieren en
conjunto, una activacion de la superficie dada por aumento en la transferencia de
electrones.
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Figura 28. Modelo conceptual del desarrollo de una biopelicula corrosiva en la costa central de Chile. Representacion visual
del modelo conceptual de la colonizacion de la superficie de acero inoxidable 316L y los principales resultados obtenidos en torno al
desarrollo de la biopelicula y corrosion durante los distintos tiempos de exposicion a agua de mar natural.
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7. CONCLUSIONES.

En este trabajo se determinaron procesos claves en el ensamblaje de una biopelicula sobre acero

inoxidable en ambientes marinos, y a partir de los resultados obtenidos se concluye que:

® El modelo experimental utilizado permite la caracterizacion integral de la colonizacion
primaria, la sucesion microbiologica y, la iniciacion y desarrollo de biocorrosion durante
su exposicion a agua de mar natural.

® La colonizaciéon primaria del acero inoxidable no esta constituida exclusivamente por
bacterias, sino que también cuenta con la participacion de arqueas y eucariontes
fotosintéticos y heterotrofos.

® La asociacion con colonizadores primarios favorece el asentamiento de eucariontes
fotosintéticos previamente relacionados con corrosion, i.e. diatomeas.

R La baja abundancia de bacterias sulfato reductoras, se produce en un microambiente que
permite el crecimiento de bacterias anaerdbicas que pueden actuar como antagonistas
durante el desarrollo de la biopelicula en sistemas naturales.

® Los cambios composicionales de la biopelicula, asociados al desarrollo de corrosion
uniforme de la superficie del metal podrian ser explicados por potenciales interacciones

ecologicas del tipo depredador-presa entre eucariontes heterotrofos y bacterias.

Finalmente, se concluye que los colonizadores primarios y las interacciones ecologicas
establecidas en la biopelicula microbiana formada sobre acero inoxidable expuesto a agua de
mar natural, tienen una influencia indirecta en el desarrollo de corrosion a través de la

facilitacion, remocion y/o inhibicion de especies previamente relacionadas con corrosion.
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APENDICE F

Tabla S1. Cuadro resumen de datos de secuenciacion masiva por Illumina.

Gen 16S rRNA - V4-V5: Bacterias/Arqueas

Muestras Secuenciadas

Buen Profundidad de Secuenciacion
Largo del Amplicon

Numero de OTUs Total / Filtradas
Total reads Raw / Filtrada Tabla OTUs

225 (180 Biopelicula + 45 Agua de Mar)
170 (131 Biopelicula + 39 Agua de Mar)
301 pb
29.555/6.101
3.850.003 /3.778.334

Gen 18S rRNA - V4: Eucariontes

Muestras Secuenciadas

Buena Profundidad de Secuenciacion
Largo del Amplicon

Numero de OTUs Total / Filtradas

Total reads Raw / Filtrada Tabla OTUs

225 (180 Biopelicula + 45 Agua de Mar)
117 (84 Biopelicula + 33 Agua de Mar)
301 pb
8.197/4.438

1.533.831/1.520.752
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Tabla S2. Parametros ambientales del agua de mar natural de los acuarios durante los 112
dias de exposicion.

Parametros Ambientales del Agua del Acuario

Fecha Tiempo de Exposiciéon [dias] = Muestreo pH OD [mg/L] Conductividad [mS/cm] Temperatura [°C]
11/11/2015 00:00 0 0 - 9.57 56.4 15.15
11/11/2015 15:00 0.125 1 - 9.83 55.3 154
11/11/2015 18:00 0.25 2 - 9.65 55.2 159
11/11/2015 21:00 0.375 3 - 9.43 55 16
12/11/2015 00:00 0.5 4 8.18 9.59 54.8 15.2
12/11/2015 06:00 0.75 5 8.21 9.69 55.6 14.3
12/11/2015 11:17 1 6 8.25 9.89 55.8 153
13/11/2015 12:00 2 7 8.14 9.69 57.6 15.0
14/11/2015 12:15 3 8 8 10.1 55.3 14.3
16/11/2015 12:00 5 9 8.16 9.74 55.5 15.1
18/11/2015 12:00 7 10 8.09 10.69 55.3 135
02/12/2015 16:00 21 11 8.13 10 55.0 16.1
11/12/2015 13:00 30 12 8.28 9.9 54.1 16.2
05/01/2016 12:50 55 13 8.46 9.165 549 17.1
03/02/2016 13:00 85 14 8.07 9.35 47.1 18.6
01/03/2016 13:00 112 15 - 10.174 52.8 16.3
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Tabla S3. Concentracion de los nutrientes principales del agua de mar natural de los acuarios
durante los 112 dias de exposicion.

Concentracion de Nutrientes Principales [umol/L]

Fecha Tiempo de Exposicion [dias] ~ Muestreo Nitrito Fosfato Silicato Nitratos
11/11/2015 15:00 0.125 1 0.650 1.682 9.453 19.647
11/11/2015 18:00 0.25 2 0.797 1.552 9.900 18.724
11/11/2015 21:00 0.375 3 0.950 1.312 10.140 18.322
12/11/2015 00:00 0.5 4 0.996 1.696 12.823 23.485
12/11/2015 06:00 0.75 5 1.068 1.707 11.963 22915
12/11/2015 11:17 1 6 0.733 1.678 10.497 20.268
13/11/2015 12:00 2 7 0.770 1.768 12.241 21.870
14/11/2015 12:15 3 8 0.708 1.768 13.526 22.471
16/11/2015 12:00 5 9 0.642 2.241 17.164 26.647
18/11/2015 12:00 7 10 0.521 2.178 18.035 25.707
02/12/2015 16:00 21 11 2.180 1.876 9.432 15.487
11/12/2015 13:00 30 12 10.656 1.031 3.944 16.173
05/01/2016 12:50 55 13 2.811 1.017 3.008 5.881
03/02/2016 13:00 85 14 1.296 1.001 5.186 9.954
01/03/2016 13:00 112 15 4.400 1.334 4.547 18.104




Tabla S4. Concentracion de metales en el agua de mar natural de los acuarios durante los 112 dias de exposicion.

Concentraciéon de Metales [ng /L (PPB)]

Fecha Tiempo de Exposiciéon [dias] Muestreo Ag Cd Co Cu Fe Mo Ni Pb A\ Zn
11/11/2015 15:00 0.125 1 <0.1 <0.05 <0.1 0.25000 1.01458 4.00900 0.12220 <0.1 0.96390 0.81000
11/11/2015 18:00 0.25 2 <0.1 <0.05 <0.1 0.39779 11.20347 9.18009 0.37794 <0.1 1.64605 3.79722
11/11/2015 21:00 0.375 3 <0.1 <0.05 <0.1 0.40553 4.46736 9.74382 0.34063 <0.1 1.81430 3.02161
12/11/2015 00:00 0.5 4 <0.1 <0.05 <0.1 0.42076 3.97235 8.89814 0.29420 <0.1 1.65908 0.99854
12/11/2015 06:00 0.75 5 <0.1 0.05433 <0.1 0.32865 2.29996 9.20067 0.40935 <0.1 1.66736 0.28457
12/11/2015 11:17 1 6 <0.1 0.05179 <0.1 0.35068 1.34136 10.28268 0.37601 <0.1 1.86382 1.93598
13/11/2015 12:00 2 7 <0.1 0.05890 <0.1 0.36879 0.95950 10.42426 0.35204 <0.1 1.97334 0.67200
14/11/2015 12:15 3 8 <0.1 0.05564 <0.1 0.52220 2.82005 10.54214 0.41016 <0.1 1.947438 6.78042
16/11/2015 12:00 5 9 <0.1 0.07180 <0.1 0.46181 1.94892 10.20380 0.84904 <0.1 1.78169 3.10214
18/11/2015 12:00 7 10 <0.1 <0.05 <0.1 0.14377 1.09289 8.12190 0.27772 <0.1 1.61775 1.30371
02/12/2015 16:00 21 11 <0.1 0.05069 <0.1 0.53236 2.39162 10.45510 0.49038 <0.1 1.89918 7.29280
11/12/2015 13:00 30 12 <0.1 <0.05 <0.1 <0.1 3.39283 10.27547 0.37539 <0.1 1.71787 0.72130
05/01/2016 12:50 55 13 <0.1 <0.05 <0.1 0.57442 1.65927 10.28865 0.67386 <0.1 1.80785 2.84046
03/02/2016 13:00 85 14 <0.1 <0.05 <0.1 0.10689 4.37750 10.36115 0.51260 <0.1 1.80373 0.91007
01/03/2016 13:00 112 15 <0.1 <0.05 <0.1 0.33901 2.14416 9.91875 0.28198 <0.1 1.68943 1.91218
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