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/ INTRODUCCION

1 LA CONTAMINACION DEL SUELO CON HIDROCARBUROS

La contaminacion del habitat con hidrocarburos es principalmente originada por la industria del
petroleo y aquellas que utilizan sus derivados, constituyendo mas del 50% de la contaminacion
mundial (Schink, 1999).

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que contiene desde metano (el gas
natural) hasta moléculas de alto peso molecular y compuestos organicos azufrados y
nitrogenados. La composiciéon de petréleo varia segun la region de origen (Bartha, 1983).

La produccion, el transporte y el almacenamiento del petréleo inevitablemente involucran el
riesgo de derrames accidentales que pueden ser minimizados, aunque no eliminados
totaimente.

En especial, los derrames en superficies de agua son los accidentes que llaman mas la
atencion de los medios de comunicacion, debido a la dificultad de contenerlos y el consecuente
espectacular impacto producido por las extendidas manchas de petroleo que causan graves
danos en las playas, reservas naturales e industria pesquera.

En la mayoria de los casos, la contaminacion por crudo y sus derivados en tierra se debe a
defectos de disefio, mantenimiento y gestion. Generalmente, los derrames accidentales en
tierra pueden ser ocasionados por pinchaduras de tuberias que transportan el producto, o bien
por el vuelco de camiones o vagones de ferrocarril. Si el almacenamiento en tanques no es
realizado con una adecuada contencion, también constituye un foco de contaminacién debido
al percolado que puede producirse hacia las capas profundas del suelo.

En los ambientes terrestres la distribucién lateral del derrame es relativamente controlable y en
consecuencia el dano ecolégico es localizado y limitado.

La contaminacion comienza en la superficie del suelo donde parte es volatilizada contaminando
el aire. Paralelamente, el contaminante dependiendo de su naturaleza quimica y concentracion,
puede interactuar con los constituyentes del suelo y/o percolar hacia las capas profundas
alcanzando la napa de agua subterranea.

Segun su densidad puede flotar en la superficie de la napa y asi ser transportado mas alla del
punto de contaminacion, mientras una fraccion puede ser disuelta en mayor o menor grado en
el agua y otra, semejante al alquitran, puede precipitar o migrar lentamente (Bossert y Bartha,
1984).

Ofra fuente importante de contaminacion con hidrocarburos es la ocasionada por los residuos
generados durante la extraccion del petréleo, como aguas residuales y barros empetrolados,

que se almacenan gn piletas proximas al sitio de extraccion.
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En las diferentes etapas de su industrializacion, principalmente en el tratamiento de los
efluentes de las refinerias, durante su almacenamiento en tanques, en las operaciones de
limpieza en planta, o luego de un derrame accidental, se generan barros conteniendo una
mezcla de hidrocarburos y derivados. Estos barros son generalmente acumulados dentro del
predio industrial hasta decidir sobre su tratamiento o disposicién final.

Frecuentemente, factores tecnoldgicos y econémicos dificultan a las industrias el proceso de la
reduccion del contenido de hidrocarburos de los barros residuales, de acuerdo con lo exigido
por los organismos de control.

A partir de la década de '70, los paises mas avanzados establecieron el marco regulatorio para
la disposicidbn de los residuos peligrosos y la limpieza de sitios contaminados por los
compuestos quimicos (Bartha y Bossert, 1984).

En nuestro pais, a partir de la década del '90 comenzaron a tomar notoriedad los problemas
causados por la generacion de residuos.

En 1992 se promuiga la Ley Nacional 24.051/92 de residuos peligrosos y su decreto
Reglamentario 831/93. En ella se fijan los valores de contaminantes permitidos en tierra de uso
agricola, residencial e industrial.

El 3 de julio de 2002 se sanciona la Ley Nacional 25.612 de gestion de residuos industriales,
cuyo decreto Reglamentario se encuentra en etapa de elaboracién.

La nueva Ley Nacional 25.612 de gestion de residuos industriales define un amplio concepto de
residuo industrial como: “cualquier elemento, sustancia u objeto en estado sélido, semisélido,
liquido o gas, resultado de un proceso industnal por la realizacién de actividades de servicio o
por estar relacionado directa o indirectamente con la actividad, incluyendo eventuales

emergencias o accidentes”.

La composicion de los barros generados por las industrias petroleras y petroquimicas es
sumamente compleja, considerando la complejidad del petréleo o sus derivados utilizados en la
produccion.

Si se conocen las materias primas y el proceso por el cual se genera el residuo se puede
obtener informacién inmediata que permite predecir cuales seran los constituyentes
predominantes. De lo contrario existen guias para la caracterizacion de residuos industriales
(Sims y col., 1990).

Los barros generados en una refineria pueden contener desde un 30-50% de hidrocarburos
(barros de fondo de tanques de almacenamiento) hasta un 5-10% (barros de tratamientos
biolégicos). Los hidrocarburos presentes en estos barros son una mezcla de compuestos

biodegradables y otros menos biodegradables (Bartha y Bossert, 1984).
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Cuando el petréleo, sus derivados o los barros residuales entran en contacto con un sistema
tan heterogéneo como es el suelo (en comparacion con el ambiente acuatico) pueden darse
diferentes respuestas, dependiendo de la naturaleza del contaminante.

Generalmente, la biomasa microbiana del suelo puede degradar facilmente los hidrocarburos
menos complejos a través de los ciclos biogeoquimicos de la materia; mientras que los
hidrocarburos sustituidos y los de alto peso molecular suelen ser dificil o lentamente
biodegradables (Bartha y Bossert, 1984).

Los componentes minerales son considerablemente mas abundantes en el suelo que en
ambiente acuatico, y la capacidad de adsorcidn de las arcillas y absorcidon de la materia
organica mitigan los efectos toxicos de los compuestos del petroleo.

Debido a la extrema heterogeneidad del sistema de suelo pueden darse situaciones
problematicas en el momento de evaluar la contaminacion y en los esfuerzos realizados para

lograr la decontaminacion (Atlas y Bartha, 1998).

Un mejor entendimiento y eventual control de los procesos microbianos involucrados en la
biodegradacién de los contaminantes permitira contribuir a la resoluciéon de los diferentes

problemas que genera la contaminacién ambiental.

.2 LA BIORREMEDIACION DE RESIDUOS Y SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS.

La biorremediacién es una tecnologia aplicable a la limpieza de ambientes contaminados, de
relativo bajo costo y que ha ganado gran aceptacion en los ultimos tiempos en la recuperacion
de suelos contaminados con hidrocarburos (Margesin y Schinner, 2001).

La biorremediacion se fundamenta en el aprovechamiento e incentivacion de los procesos de
biodegradacion natural del suelo para transformar y degradar contaminantes organicos
(Vecchioli, 1998).

El objetivo consiste en reducir el potencial toxico de los contaminantes quimicos en el ambiente
mediante el uso de los microorganismos, plantas y animales para transformar, metabolizar,
remover o inmovilizar téxicos (Ritter y Scarborough, 1995).

Generalmente, los sistemas microbianos son los mas ampliamente utilizados en los programas
de biorremediacion para el tratamiento de suelos y aguas contaminadas con compuestos
organicos. Los microorganismos poseen una gran diversidad metabdlica que los capacita para
degradar una enorme variedad de compuestos organicos. A través de los ciclos

biogeoquimicos de la materia, los microorganismos del suelo pueden detoxificar muchos de los
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residuos industriales generados por la actividad de la sociedad humana, permitiendo el uso del
suelo para el desarrollo de las tecnologias de biorremediacion ( Réling y col., 2002).

En otras palabras, la biorremediaciéon podria definirse como una biodegradacién asistida y
controlada que provee una solucion definitiva. Asi se diferencia de otras tecnologias que solo
proveen una solucion temporal mediante el aislamiento y la contencién del contaminante
(Crawford, 2002; www.hawaii.edu/abrp/biotech.html).

Una de las ventajas mas atractivas de esta tecnologia es la posibilidad de tratar el
contaminante in situ, es decir en su lugar original. De esta forma la biorremediacion in situ
permite remediar un sitio contaminado sin transportar el contaminante y produciendo una
minima alteracién en el lugar.

Los microorganismos ofrecen la posibilidad de que el contaminante organico pueda ser
completamente mineralizado a materiales inorganicos (CO,, H,O, CI-, NO;-). De esta manera
la biorremediacion logra idealmente la mineralizacion del contaminante (Zeyer and col., 1995).
En los ambientes naturales sin embargo, la biotransformacién de compuestos organicos es el
proceso que ocurre mas frecuentemente. Dicho proceso implica la alteracion quimica de la
molécula, pudiendo afectar su toxicidad y movilidad (Cerniglia, 1992).

En términos generales, el enfoque de la biorremediacidn consiste en una modificacion
ambiental que incentiva la capacidad degradadora intrinseca de los microorganismos del suelo.
Se han desarrollado diferentes estrategias que incentivan la capacidad degradadora natural del
suelo. Una de ellas consiste en modificar las condiciones ambientales de forma tal que se
favorezca el metabolismo degradativo de la comunidad indigena del sitio. Esta estrategia es
denominada Bioestimulacion.

Generalmente suele ser critico el aporte de oxigeno que se logra a través del arado,
asegurando las condiciones aerébicas. Esta condicion es particularmente importante en el caso
de la degradacion de los hidrocarburos del petroleo, que solo son rapidamente degradados en
condiciones aerdbicas, mientras que los derivados halogenados (PCBs) requieren condiciones
secuenciales de anaerobiosis y aerobiosis para lograr la maxima biodegradacion (Mc Cue y
Randall, 2003).

Ademas de una adecuada aireacién, también suele ser necesario el aporte de nutrientes
minerales como nitrégeno y fosforo para lograr el adecuado desarrollo de los microorganismos
a partir de la fuente de carbono que constituye el contaminante (Margesin y Schinner, 2001).
En situaciones donde la comunidad microbiana indigena del suelo no es capaz de degradar el
contaminante aun en condiciones ambientalmente favorables, es posible agregar
microorganismos con capacidades metabdlicas especificas.

La estrategia que utiliza la inoculacion de microorganismos para aumentar la eficacia de la

biorremediacion se denomina Bioaumento y la finalidad es incrementar la velocidad de
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degradacion o bien la velocidad y el espectro de degradacion de los diferentes sustratos
presentes en la mezcla compleja contaminante (Kastner y col., 1998).

La fitorremediaciéon es otra estrategia de reciente aplicacion en la decontaminacién de suelos.
Utiliza plantas y/o la rizosfera asociada a la planta para mejorar la velocidad de degradacion de
hidrocarburos.

La mayor eficacia lograda en la fitorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH) ha sido atribuida al efecto estimulante de la rizosfera sobre la
disipacion del contaminante. Durante el proceso, la planta induce la movilizacion del
contaminante en suelo, llevando a su acumulacion (bajo una forma mas biodisponible) en
zonas proximas a las raices y a la seudosolubilizacion de hidrocarburos policilicos aromaticos
por los compuestos organicos derivados de la planta. De esta manera permitiria la formacion
de habitats favorables para la actividad de los microorganismos degradadores (Ortega-Calvo y
col., 2003).

Generalmente, la biorremediacion se aplica con la intencion de reducir la concentracién de
hidrocarburos a niveles aceptables por la legislacion vigente o valores estandares de limpieza
de suelo. De esta forma, el impacto provocado por el contaminante a corto o largo plazo y el
producido por la estrategia de biorremediacion aplicada, son de especial interés tanto para las
industrias generadoras de la contaminacién como para los organismos legislativos (Saterbak y
col., 2000).

Numerosos trabajos afirman que la biorremediacion ha sido satisfactoriamente aplicada en el
tratamiento de sitios contaminados con creosota (sustancia utilizada como preservante de la
madera), petréleo y otros combustibles (Song y col. 1990; Mueller y col., 1991;Saterbak y col.
2000; Margesin y Schinner, 2001).

En los ultimos anos ha adquirido importancia en el manejo de residuos peligrosos como los
bifenilos policlorados (PCB) (Frederick y col.,, 2001), compuestos halogenados (Travis y
Rosenberg, 1997, Mitchell y Fox, 2002), BTEX (Deeb y col.,, 2000) y los hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH) (Vecchioli y col, 2000).

En nuestro pais existen varias plantas habilitadas para el tratamiento de residuos industriales,
especialmente los generados por las industrias petroleras y petroquimicas.

Debido a que la biorremediaciéon es una tecnologia de reciente aplicaciéon y que su eficiencia
depende de numerosos factores de cuya interaccién se conoce muy poco, debe reconocerse
que a diferencia de otras tecnologias todavia no cuenta con procedimientos estandarizados
para su aplicacion / implementacion / seguimiento y cierre.

Aunqgue son posibles diferentes mecanismos de eliminacion de los hidrocarburos, el proceso
debe operarse de forma tal que el mecanismo predominante sea |la biodegradacion.
Considerando que toda contaminacién con hidrocarburos se caracteriza por la presencia de

mezclas complejas de diferentes compuestos (algunos facilmente degradables, mientras que

8
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otros son recalcitrantes), la biorremediacion presenta el desafio de tener que disenar
estrategias que permitan no solo hacer que la biodegradacién sea el proceso de eliminaciéon
predominante, sino también acelerar la biodegradacion de los compuestos mas recalcitrantes
(Vecchioli y col., 2000).

Un ejemplo de hidrocarburos de dificil degradacién (degradabilidad intermedia) son los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH). Los PAH constituyen un grupo de contaminantes
considerados prioritarios debido a sus propiedades téxicas, mutagénicas y cancerigenas y a su

persistencia en los ecosistemas (Brandt y col. 2002, Wattiau, 2002; Brautbar y Williams 2002 ).

EL ROL DE LA COMUNIDAD MICROBIANA EN LA BIORREMEDIACION.

Si bien los microorganismos juegan un rol esencial en los ciclos biogeoquimicos de la materia
y son los primariamente estimulados en la biorremediacién de un contaminante ambiental, el
conocimiento actual de los cambios en las comunidades microbianas durante la
biorremediacion es limitado, y en consecuencia todavia la comunidad del suelo sigue siendo
tratada como una “caja negra” (Head y col., 1997; Watanabe y Baker, 2000; Iwamoto y Nasu,
2001; Insam 2001).

Un aspecto practico de esta concepcién es expresar el potencial de biodegradacién del sitio
contaminado debido al consorcio microbiano, sin haber identificado las poblaciones
involucradas en la degradacion in situ durante el proceso de biorremediacion (Bragg y col.,
1994; Vecchioli y col., 2000;).

No obstante, la degradacién microbiol6gica de los hidrocarburos es un proceso ampliamente
estudiado. Actualmente existe una significativa base de conocimientos sobre las numerosas
rutas y mecanismos para la degradacién de compuestos organicos (Cerniglia, 1992; Knackmus,
1996; Chung y King, 2001; Dutka y Harayama, 2001).

Estos estudios generaimente se fundamentan en procesos bioquimicos y mecanismos
moleculares involucrados en el catabolismo de un numero relativamente bajo aunque
intensivamente estudiado de compuestos, por un relativamente pequeifo grupo de
microorganismos que responden a las condiciones de cultivo establecidas en el laboratorio.
Existe un consenso general en que estos microorganismos cultivables representan una
pequena fraccion, 1-10%, de las especies presentes en la naturaleza que responden
favorablemente a una condicién artificial de laboratorio (Torsvik y col.,, 1990; Amann y
col.,1995). Aun hoy es todavia pequena la fraccion de la diversidad microbiana del suelo que
ha sido identificada y todavia es menor la fraccién que ha sido estudiada desde el punto de
vista de su potencial degradativo (Convention on Biological Diversity, 2001).

Esta evidencia ha conducido a dos preguntas esenciales relacionadas a la implementacion y

evaluacion de los resultados del proceso de biorremediacion (lwamoto y Nasu, 2001):

9
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¢, Coémo es posible establecer la contribucion biologica a la efectividad de la biorremediacion? y
¢ Coémo es posible evaluar el impacto ambiental de la biorremediacion?

Los estudios que habrian de implementarse con la intencion de estimar la contribucion
biolégica al proceso y el impacto generado en el suelo se enfrentarian con la dificultad del
anadlisis de la estructura y la funcién de las comunidades directamente relacionadas con la
degradacion del contaminante en el ambiente.

Considerando que una comunidad microbiana es una unidad funcional caracterizada por las
propiedades metabdlicas de las poblaciones bacterianas que la conforman, entonces la
actividad degradadora potencial de un suelo seria el resultado de la composicion cualitativa
(biodiversidad) y cuantitativa (abundancia de cada poblacién) de su comunidad microbiana
(Wilnsche y col., 1995).

Dependiendo de la medida en que puedan ser abordados estos estudios, los resuitados
permitirdn identificar la causa y medidas a seguir en el caso de una biorremediacion fallida
desde el punto de vista microbiolégico. También permitiran evaluar la efectividad de la
biorremediacién y aportaran en mayor o menor medida datos necesarios para determinar el
punto final del tratamiento (White y col., 1998).

Una forma de analizar la eficacia del proceso es mediante la descripcion de la eliminacion del
contaminante en suelo aplicando modelos matematicos (Song y Bartha, 1990; Loher y col.,
1992).

En la biorremediacion de mezclas complejas de hidrocarburos son aplicables modelos cinéticos
en dos etapas, que describen la eliminacion de la fraccidon degradable seguida de la lenta
eliminacién de la fraccion dificiimente degradable (Vecchioli, 1998).

Con la intencion de evaluar la contribucién biolégica al proceso, podrian ser aplicados modelos
matematicos que tengan en cuenta diversos factores como la evolucion de la actividad
biolégica y/o de la densidad de poblacion microbiana, la eliminaciéon de hidrocarburos y/o
concentraciones de hidrocarburos residuales.

A partir de su analisis, aplicado bajo las diferentes estrategias, se lograria una evaluacioén con
mayor grado de acercamiento al proceso de biorremediacion y posterior seleccién de aquellas
que resulten mas efectivas para alcanzar el punto final del tratamiento.

Generalmente, cuando se evalua el impacto que los contaminantes pueden provocar en el
medio ambiente, se consideran los efectos identificables sobre el espectro de animales y
plantas. De esta forma se estarian ignorando los procesos ecologicos identificables que estan
bajo el control de las actividades metabdlicas microbianas (Babich y col., 1981).

Los microorganismos se encuentran dinamicamente involucrados en los ciclos geoquimicos de
la materia como en otras actividades homeostaticas para el mantenimiento de la calidad

ambiental. Como otros segmentos de la biota, son sensibles a la contaminaciéon y en
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consecuencia la inhibicion de la actividad microbiana trae aparejada la reduccion de los
procesos ecoloégicos bajo su control.

Los efectos deletéreos de los contaminantes sobre los microorganismos y sus actividades
pueden ser considerados como una “injuria invisible” ya que posiblemente, los danos a este
componente de la biosfera hayan permanecido ignorados por décadas (Babich y col., 1981;
CBD, 2001).

A diferencia de la Ley Nacional 24.051/92 de residuos peligrosos, la nueva Ley Nacional
introduce el criterio de preservacion del medio ambiente, garantizando la proteccion de los
recursos naturales, la calidad de vida de la poblacién, la conservacion de |a biodiversidad y el
equilibrio de los ecosistemas.

En este marco podria considerarse implicita la intencién de conservar la diversidad microbiana
del ambiente como un avance en tema de la evaluacion del impacto sobre los efectos
ecologicos microbianos identificables. De lo contrario, las agencias de regulacion en el
establecimiento de sus politicas ambientales estarian ignorando una vez mas los danos que la
contaminacion produce a este componente de la biosfera.

Por todo lo anterior, la apertura de la “caja negra” de las comunidades del suelo resultaria un
valioso aporte al entendimiento de la capacidad del suelo en mantener la barrera “buffer
biolégica” contra la polucion y proveeria las herramientas para el disefo de tratamientos que

logren la decontaminacion ambiental.

.3 ELSUELO

En agronomia se define suelo como la mezcla compleja de minerales, gases, liquidos, materia
organica y organismos vivos que sustentan el crecimiento vegetal (Valencia y Pefa, 2001).
En un suelo fértil “ideal” aproximadamente el 50% del espacio es poroso, la mitad esta ocupada
por gases y la otra mitad por liquidos, Figura |-1. Entre un 40-50% corresponde a sélidos
minerales y un 0,5-5% es materia organica. (Valencia y Pena, 2001).

Los constituyentes minerales del suelo derivan generalmente de las rocas que se
descomponen por la aclimatacién y actividad biolégica, como la penetracion de las hifas
fungicas, raices de las plantas y las excreciones acidas.

Los principales constituyentes minerales son arena, limo y arcilla (definidos segun el tamarno de
sus particulas, de mayor a menor dimensién). La proporcion de cada uno de ellos determinan la
textura del suelo, siendo esta una propiedad importante para la ecologia de los

microorganismos debido a que describe |a superficie disponible como habitat para el desarrollo
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microbiano donde se adsorbe el agua y los nutrientes y se llevan a cabo las reacciones
quimicas para la vida del suelo (Valencia y Pefia, 2001).

Espacio de poro

Sélidos

-

_Materia “orgdnica

Figura I-1: Principales componentes de un suelo (Valencia y Pefa, 2001).

Los constituyentes orgénicos del suelo son aportados por la descomposicion de las plantas y
tejidos de animales y microorganismos. Este material es lentamente convertido en una
sustancia marrén oscura constituyendo el humus.

El material humico del suelo se encuentra en un estado de equilibrio dinamico, su sintesis es
compensada por la gradual mineralizacién del material existente (Schink, 1999).

El humus es producido primariamente por la actividad microbiana que degrada los polimeros
organicos del suelo a compuestos monoméricos como fenoles, quinonas, aminoacidos y
azucares. La subsecuente polimerizacion de estas sustancias mediante reacciones quimicas
espontaneas, autooxidacion y oxidaciones catalizadas por enzimas microbianas como lacasas,
polifenoloxidasas y peroxidasas rinden polimeros de alto peso molecular conteniendo anillos
aromaticos en sus moléculas. A estos anillos aromaticos pueden unirse covalentemente
moléculas de hidratos de carbono y aminoacidos. Mediante adsorcién, los compuestos
alifaticos y aromaticos también pueden contribuir sustancialmente al material humico, (Schink,
1999).

El predominio de grupos funcionales aniénicos respecto de los catibnicos le confiere excelentes
propiedades como intercambiador cationico.

El material organico también contiene biomasa microbiana viva, extensas hifas de hongos y
bacterias.
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En un suelo de calidad agricola los microorganismos representan el 80% de la biomasa viva,
con una proporcion semejante de bacterias- actinomycetes y hongos- algas.

La Figura -2 muestra de manera esquematica la organizacion de los diferentes constituyentes
de un suelo tipo.

Las interfases solido-liquido y liquido-gas son los sitios donde preferentemente viven los
microorganismos En estas interfases pueden formarse gradientes de nutrientes, gases y pH ya
sea en el interior de los microporos colonizados o entre microporos contiguos (Brock y
Madigan, 1998).

De esta manera se forman innumerables microambientes que ofrecen distintos nichos
ecologicos.

P

Particula de arcilla
(T
- l -

\.

e

Figura 1-2: Interfaces so6lido-liquido y liquido-gas en un agregado de suelo (Brock y
Madigan, 1998).

Los suelos son el producto de las interacciones de procesos abiéticos, incluyendo la
aclimatacion fisica y quimica, regimenes de temperatura, hidrologia y de procesos biéticos
como son la produccién de materia organica mediante fotosintesis, retencién de agua y
nutrientes por las plantas y el eventual retorno de esta materia organica al suelo a traves de la
descomposicion.

La biota del suelo es muy importante en la regulacién de la captura de nutrientes por las
plantas y la liberacion de la materia organica durante el proceso de descomposicion.
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Al ser una biomasa viva, responde mucho mas rapido a las condiciones cambiantes del suelo,
particularmente al descenso o aumento del contenido en residuos vegetal o animal, que la

materia organica como un todo (Brookes, 2001).

La microbiota, especialmente, es un importante contribuyente en la formacion de los agregados
estables del suelo mientras que los miembros de mayor tamano (lombrices, termitas y
hormigas) cumplen un importante rol en la porosidad del suelo y la infiltracién del agua.

Tanto en los sistemas acuaticos como terrestres, los microorganismos organizados en
comunidades desempefian un papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos de la materia y
otras actividades homeostaticas fundamentales para el mantenimiento de la calidad ambiental
(Lovley, 1991; Siciliano y col., 2000).

De esta manera las funciones de las comunidades microbianas del suelo estan dirigidas hacia
los procesos de descomposicion y ciclo de los nutrientes, afectando el crecimiento de plantas y
la productividad asi como el comportamiento de los contaminantes en el ambiente.

Ademas, las comunidades microbianas también intervienen en los procesos de reducciéon o
eliminacion de constituyentes ambientalmente peligrosos, resultantes de la acumulaciéon de
compuestos quimicos téxicos y otros compuestos peligrosos generados por la actividad

antropogeénica.

1.3.1 LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

La comunidad es la mayor unidad biolégica en una jerarquia ecolégica conformada por
individuos y poblaciones (Atlas y Bartha, 1998).

Una comunidad microbiana es un conjunto integrado de poblaciones microbianas que estan
presentes e interactian dentro de un determinado lugar llamado habitat (Hurst, 2002).

Un término sinébnimo de comunidad microbiana pero no tan comunmente utilizado es
biocenosis (Hurst, 2002).

El término consorcio se aplica a un conjunto de microorganismos mas directamente
relacionados, es decir que tienen una relacion funcional comun. Los miembros de esta
asociacion comparten sus recursos, por ejemplo contribuyendo cada uno con sus enzimas
para completar una ruta metabdlica (Schink, 1999).

Cada poblaciéon, como miembro de la comunidad, cumple un rol funcional especifico
denominado nicho. Esta palabra describe de algun modo la interaccion y adaptacion de la
poblacion indigena a las condiciones biéticas y abiéticas encontradas en el sitio.

Dentro de una comunidad, las poblaciones compiten para ocupar los nichos disponibles,

logrando de esta manera su establecimiento.
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En algunas situaciones, los primeros organismos que colonizan un area tienen una ventaja
selectiva y pueden retener un nicho frente a los competidores, dentro de la comunidad. En
otros casos existe una sucesion de poblaciones donde las mejores adaptadas desplazan a las
que originalmente ocuparon el nicho (Hurst, 2002).

Las poblaciones indigenas que conforman la comunidad regulan la densidad o biomasa de las
especies componentes, evitando el establecimiento de las especies invasoras.

El concepto de comunidad estable no implica condiciones estaticas. Por ejemplo, un nicho
metabdlico puede estar ocupado por una poblacién mesdéfila durante la estacion del verano y al
llegar el invierno ese nicho puede ser ocupado por una poblacidon psicréfila, pero la funcion
metabdlica, que puede ser vital para el ecosistema, se realiza en ambas situaciones (Atlas,
1998).

Desde el punto de vista ambiental, la seleccion natural opera mediante un conjunto de
propiedades particulares que fundamentan el proceso ecolégico, conduciendo al
establecimiento de la comunidad dominante.

Estas propiedades pueden ser bioquimicas, fisiologicas o morfolégicas y son las determinantes
del habitat y el nicho de las poblaciones que integran la comunidad.

Las interacciones bidticas determinan en gran parte la estabilidad de las comunidades
microbianas, reflejando la homeostasis del sistema.

Desde el punto de vista de la ecologia, la homeostasis es la capacidad de la comunidad
microbiana de mantener su estabilidad e integridad en un ambiente sujeto a modificaciones
biéticas y abioticas (Atlas y Bartha, 1998).

Los mecanismos de |la homeostasis operan constantemente y no son apreciablemente
alterados a menos que ocurra una gran perturbacion en el sistema (Hurst, 2002).
Ocasionalmente, severos cambios ambientales como la presencia de contaminantes en un
ecosistema acuatico o terrestre, la aplicacion de fungicidas en el suelo y plantas entre otros
disturbios, pueden perturbar los controles homeostaticos del ecosistema desestabilizando
severamente la comunidad existente, debiendo iniciarse un nuevo proceso sucesional (Atlas y
Bartha, 1998).

Un caso particular que desafia las fuerzas de la homeostasis es |la estrategia del Bioaumento
que introduce, por ejemplo, inoculantes bacterianos activamente degradadores de
hidrocarburos con la intencién de mejorar la biodegradacion de un sitio contaminado.

Esta estrategia asume que las especies introducidas podrian integrarse y lograr, a traves del
establecimiento de una nueva comunidad, una mayor efectividad en la eliminacion del
contaminante (Alexander, 1994).

Sin embargo, la dinamica del sistema, conducida por las fuerzas de la homeostasis, evoluciona
hacia el restablecimiento de la comunidad original. Estos microorganismos aléctonos son

miembros transitorios de la comunidad indigena y en un determinado momento, mediante
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interacciones antagonistas, serian removidos restaurandose la composicion original de la

comunidad del sistema (van Veen y col., 1997).

1.3.2 INTERACCIONES ENTRE POBLACIONES MICROBIANAS DE LA COMUNIDAD

Las poblaciones microbianas pueden interactuar de diferentes maneras en el ambiente. Estas
interacciones pueden ser clasificadas como positivas o negativas, aunque en muchos casos es
dificil categorizar sin ambigliedad las relaciones entre poblaciones de una comunidad (Atlas y
Bartha, 1998).

Si la comunidad se encuentra antiguamente establecida probablemente las interacciones
positivas entre los microorganismos autéctonos o indigenas sean las mas desarrolladas, en
comparacién con las existentes en una comunidad recientemente establecida. Estas
interacciones se basan en la combinacion de capacidades fisicas y metabodlicas que mejoran el
crecimiento y/o la sobrevida de las poblaciones, a través del consumo mas eficiente de los
recursos disponibles. De esta forma logran ocupar habitats que de otra manera no podrian ser
habitados (Atlas y Bartha, 1998).

Las interacciones positivas se refieren al comensalismo, sinergismo y mutualismo mientras que
las negativas se refieren a la competicion y al antagonismo. Asi mismo en una relaciéon puede
darse una interacciéon que resulte positiva para un miembro pero negativa para el otro, como
en la predacién y en el parasitismo.

En las comunidades microbianas naturales complejas pueden darse todas estas interacciones
entre las diferentes poblaciones que la integran.

Las relaciones entre los diferentes microorganismos pueden diferir en su extensién. Por
ejemplo, el comensalismo se aplica a los casos de minima cooperacion entre miembros de la
relacion. Tal es el caso de bacterias aerébicas y anaerdbicas que viven en un mismo habitat. El
desarrollo de las bacterias aerdbicas produce el consumo de oxigeno creando las condiciones
para el desarrollo de las anaerébicas. De esta forma la poblacion anaerobica vive a expensas
de la actividad de la poblacién aerdbica, pero esta ultima no obtiene beneficios ni desventajas
de la relacion (Schink, 1999).

Una relacién de sinergismo entre dos poblaciones indica que ambas se benefician, pero a
diferencia del mutualismo, la asociaciéon no es obligatoria. Es decir, ambas son capaces de
sobrevivir en su ambiente natural.

En contraste con las interaccionas positivas, la competicion representa una interaccion negativa
entre dos poblaciones. En este caso ambas poblaciones pueden desarrollar un tamano maximo
de poblacién o una velocidad de crecimiento, menor al que desarrollarian en forma aislada
(Caldwell y col., 2002).
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La competicién ocurre cuando dos poblaciones utilizan el mismo recurso que es factor limitante
del crecimiento. Por ejemplo, las fuentes de carbono, nitrégeno, fosfato, oxigeno, factores de
crecimiento, etc. son recursos por los que las poblaciones microbianas pueden competir.

La competencia se fundamenta en la mayor velocidad de crecimiento que permite el desarrollo
de una de las poblaciones bajo las condiciones ambientales del sitio (Stanier, 1996).

En condiciones donde no es posible el desarrollo, la competencia puede fundamentarse en la
tolerancia y capacidad de sobrevivir en determinado ambiente (Atlas y Bartha, 1998).

Si las condiciones ambientales son constantes, la competicion lleva al establecimiento de la
poblacion dominante y a la exclusiéon del segundo competidor.

En la interaccion antagonica una poblacion produce un impacto negativo sobre la otra, por
ejemplo modificando el habitat al producir sustancias toxicas como compuestos organicos de
bajo peso molecular (alcoholes, acidos grasos), antibiéticos o alterando la concentracion
ambiental de compuestos inorganicos (O;, NH;, SH,) (Atlas y Bartha, 1998).

Las interacciones negativas actuan como un mecanismo de autorregulacién que limita la

densidad de las poblaciones.

1.3.3 DIVERSIDAD Y ESTABILIDAD DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

No es factible describir todas las especies de invertebrados y microorganismos presentes en el
suelo, simplemente son muchisimos.

La diversidad de las especies tiende a ser baja en ecosistemas controlados por factores fisicos
debido a que la adaptacion al stress fisicoquimico es predominante y deja poco margen para la
evolucion de las interacciones entre las especies.

En situaciones donde el ambiente es influenciado por un fuerte factor unidireccional, dispondra
de una menor flexibilidad para mantener su estabilidad. En estos casos, las poblaciones
adaptadas tienden a ser altamente especializadas (stenotolerantes) y las comunidades son
dominadas por unas pocas poblaciones (baja diversidad de especies) (Atlas y Bartha, 1998).
Los desiertos en la Antartida son ejemplos de habitats fisicamente controlados donde la
diversidad de especies es muy baja (Mac Cormack, 1999).

La diversidad de especies tiende a ser mayor en ecosistemas biolégicamente controlados,
donde la importancia de las interacciones entre poblaciones predomina sobre el stress abiético.
En estas comunidades, el ambiente fisicoquimico permite mayor adaptacién entre especies,

resultando una mayor riqueza de asociaciones.
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Un ejemplo de estos habitats es el suelo, donde la diversidad es normalmente alta.
Contrariamente bajo condiciones de stress o disturbio, como podrian ser las provocadas por la
presencia de un contaminante, la diversidad tiende a disminuir (Macnaughton y col, 1999).
Generalmente la alta diversidad de un sistema se asocia al término estabilidad, a pesar de no
haber sido establecida una relacion de causa-efecto entre diversidad y estabilidad.

Las definiciones que explican la estabilidad de un ecosistema no son muy precisas y en
muchos casos se hace referencia a la medida de los parametros que describen la funcion del
sistema completo o bien la composiciéon de la comunidad (Fernandez y col., 1999).

En una comunidad con alta diversidad, es probable que ninguna poblacién en particular sea
completamente imprescindible, es decir que si dicha poblacién es eliminada la estructura de la
comunidad no se veria significativamente alterada. Es probable que ante la supresién de un
microorganismo determinado en el ecosistema, otro pueda ocupar su lugar cumpliendo la
misma funcién, en otras palabras, el mismo nicho ecolégico. La redundancia de una funcién en
particular es la que permite esta secuencia de reemplazos (Kirkby, 1999).

La estabilidad funcional que puede desarrollar la comunidad de un ecosistema no implica el
establecimiento de una estructura de comunidad estable, sino que la estabilidad en la funcién
puede ser consecuencia del desarrollo de una comunidad extremadamente dinamica
(Fernandez y col., 1999; Di Mattia y col., 2001)

En un caso extremo, un disturbio ambiental podria hacer desaparecer un nicho ecoldgico en
particular, eliminando una especie clave para conservar el proceso.

Por lo tanto, seria critico conocer cual es el limite de reduccién de la diversidad que podria

tolerar el ecosistema ante los cambios ambientales (Lawton y col., 1996; Atlas y Bartha, 1998).

Tanto desde el punto de vista de la redundancia como de las especies claves, todavia queda
mucho por conocer y estudiar sobre la importancia de la biodiversidad en el mantenimiento de
las numerosas y complejas interacciones entre los microorganismos del suelo y sus
contribuciones a los ciclos biogeoquimicos (O’'Donnell y Gorres, 1999; Hurst, 2002)

Los argumentos ecologicos para la proteccion de la diversidad del suelo, de alguna manera
también pueden considerarse argumentos “utilitarios”, ya que requieren de la funcién general
de la biota en la naturaleza (Kirkby, 1999).

Definir el adecuado nivel de proteccion de la biodiversidad que deberia lograrse es una dificil
cuestion cientifica (Atlas y Bartha, 1998). El desarrollo humano lleva en mayor o menor grado a
la pérdida de la biodiversidad y al disturbio de los procesos ecoldgicos.

En paises desarrollados como Australia en 1993, se inici6 un programa multidivisional con el
objetivo de constituir un marco nacional para la conservacién de la biodiversidad biolégica y
maximizar sus beneficios economicos, integrando a todas las agencias nacionales

competentes. Algunos de los proyectos que se desarrollaron abarcaron el estudio de métodos
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para el muestreo, caracterizacién y cuantificacion de la biodiversidad en suelo y residuos
organicos y el efecto de las practicas de uso de la tierra sobre la biodiversidad de los grupos
funcionales de los organismos del suelo.

En 1994 fue realizada la Rio-Convention sobre |la Biodiversidad de los Suelos, con el objetivo
de analizar la pérdida global de la biodiversidad en el planeta, “un problema ambiental olvidado”
(Hagvar, 1998).

En noviembre de 2001, se desarrolla la Convencion sobre la Diversidad Biolégica en
(Convention on Biological Diversity) que se fundamenta en la conservacién de la biodiversidad
del suelo como un recurso sustentable para la agricultura. En el desarrollo del documento se
expresan los beneficios de un mejor manejo de la biota del suelo.

Particularmente se detalla la Biorremediacion como un area clave de atencién, respecto del uso
de la biota del suelo en tratamientos ambientaimente aceptables para la decontaminacion de
los suelos.

La proteccidn de la biodiversidad significa asegurar la conservacion de las especies,
ecosistemas y pooles de genes de manera que los procesos ecol6gicos esenciales sean
mantenidos para las generaciones futuras, principalmente que sea logrado el desarrolio
ecolégicamente sustentable del suelo (Palleroni, 1999).

1.3.4 SELECCION DE POBLACIONES DENTRO DE LA COMUNIDAD

Los microorganismos, como las plantas superiores y los animales han desarrollado estrategias
que les permiten sobrevivir en comunidad.

Una forma de visualizar estas estrategias es clasificar a los organismos, segun un esquema
artificial, en estrategas ry estrategas K.

Los términos ry K derivan de la ecuacion de crecimiento de una poblacion (Andrews, 1991):

_dii =r _(LX]
a X K

% = velocidad especifica de crecimiento de la poblacion.
t

1
X

r = velocidad de crecimiento de la poblacién, per capita.
K = capacidad de intercambio del ambiente.

N = densidad de poblacién (nimero o biomasa)
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La ecuacién describe el crecimiento de una poblaciéon en condiciones limitantes del ambiente.
Cuando N es baja, la velocidad de crecimiento esta dominada por r y cuando N es alta, la
velocidad queda limitada por la capacidad de intercambio del ambiente, K.

El mayor incremento en la densidad de la poblaciéon sucede a niveles bajos de densidad de
poblaciéon. ElI minimo incremento en el tamano de la poblacion ocurre a niveles altos de
densidad poblacional.

El esquema r-K describe las estrategias de los organismos dentro de un gradiente continuo,
donde la evolucion favorecera desde la adaptaciéon mediante el desarrollo de altas velocidades
de division (estrategas r) en un extremo, hasta la optimizacion del uso de los recursos
(estrategas K) en el otro.

El “dogma” de la ecologia es que los organismos optimicen ya sea su capacidad reproductiva o
bien la conservacion de los recursos, pero no ambas (Andrews y Hall, 1986).

Desde el punto de vista de la microbiologia del suelo, el grupo de microorganismos zimogenos
(oportunistas o aléctonos) se corresponderia con el concepto de estrategas ry los autoctonos
(indigenas, degradadores del humus) lo harian con el concepto de estrategas K.

Los microorganismos que colonizan inicialmente un habitat desarrollando una alta velocidad de
crecimiento, serian los estrategas r.

Este comportamiento favorece la division celular a niveles bajos de densidad de poblacién,
donde la competencia es baja.

Estos microorganismos acceden al sistema con las precipitaciones, restos de tejidos, abono
animal, aguas cloacales. Pueden persistir por algun tiempo en forma de células dormantes
(resting cells) y también desarrollar por cortos periodos de tiempo pero nunca contribuyen de
manera relevante a las transformaciones o interacciones ecolégicamente significativas. Su
seleccién ocurriria en ambientes sujetos a impredecibles y transitorios cambios. Destinan una
gran parte de los nutrientes al proceso de division.

Cuando los recursos escasean o las condiciones se vuelven desfavorables, su densidad
poblacional experimenta una rapida reduccion. Son representantes de este grupo los géneros
bacterianos, Pseudomonas y Bacillus.

La permanencia de los microorganismos estrategas K en la comunidad depende de la
adaptacion fisioldégica a los recursos ambientales, o en otras palabras, de la capacidad de
intercambio con el ambiente.

Estos microorganismos, que se reproducen mas lentamente que los estrategas r, tienden a ser
los predominantes en situaciones limitantes de nutrientes.

Las poblaciones de estrategas K son usualmente mas estables dentro de la comunidad.
Prevalecen bajo condiciones de alta densidad poblacional y destinan una pequena porcion de
los recursos a los procesos de divisidon. Pueden presentar estados de resistencia y permanecer

por largos periodos sin realizar actividad metabdlica, como también en determinados
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momentos esta poblacion nativa prolifera y participa en las funciones bioquimicas de la
comunidad. Son representantes de este grupo los géneros Agrobacterium, Corynebactenium y

las bacterias del suelo degradadoras de humus.

.4 ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LAS POBLACIONES EN EL ECOSISTEMA DE
SUELO.

Las comunidades microbianas y su entorno abi6ético componen el ecosistema donde las
diferentes poblaciones llevan acabo los ciclos biogeoquimicos de la materia.

Debido a la complejidad que ellos representan deberia poder ser aplicado algun grado de
simplificacién y consideraciones teéricas para comprender las fuerzas y principios que
gobiernan el funcionamiento de los ecosistemas (Schmidt, 1992; Atlas y Bartha, 1998).

Los modelos experimentales simplifican en gran medida las interacciones entre las poblaciones
microbianas y entre las comunidades y el ambiente. Entonces cada modelo debe ser
interpretado desde su marco de descripcion del sistema real.

Los modelos de ecosistemas en el laboratorio se denominan microecosistemas o microcosmos
y pueden involucrar desde el modelo mas sencillo (cultivo puro en un medio estéril) hasta el
mas complejo (multiples poblaciones definidas de micro y macro organismos).

Las interacciones entre las diferentes poblaciones y su entorno en un ecosistema pueden ser
expresadas mediante relaciones matematicas. Estas son particularmente utiles en la
descripciéon del crecimiento de las poblaciones y las interacciones entre ellas (Schmidt, 1992;
Atlas y Bartha, 1998).

Ofras ecuaciones pueden ser utilizadas para describir cambios en la concentracion de
nutrientes en un ecosistema, velocidades de actividades enzimaticas, sucesion de poblaciones
dentro de una comunidad, entre otras. Estas ecuaciones luego pueden generar graficos de los
resultados teéricamente esperados.

Algunas veces estas ecuaciones pueden reflejar exactamente las interacciones en el
crecimiento de las poblaciones. En otros casos deben ser consideradas fuentes adicionales de
variacion para lograr un mayor acercamiento al comportamiento real observado en el sistema
estudiado.

Aquellas ecuaciones matematicas que logran describir las relaciones simples entre los
componentes de un sistema pueden, luego, ser utilizadas en el desarrollo de modelos de
ecosistemas mas extensos con complejas interrelaciones entre poblaciones (Schmidt y Lipson,
2001).
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.5 METODOLOGIAS APLICADAS AL ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES DEL SUELO.

De lo expuesto en secciones anteriores, puede interpretarse que el conocimiento de la
estructura y funcion de la comunidad es un objetivo central en los estudios de |a microbiologia
del suelo y en particular en el campo de la biodegradacion y la biorremediacion.

Existe una variedad de técnicas disponibles para el analisis de las comunidades microbianas
(O'Gara y col., 1999). A pesar de ser el andlisis de la composicién, estructura y funciéon de las
comunidades uno de los aspectos mas importantes de la microbiologia ambiental, todavia
sigue siendo un area que ofrece un gran desafio metodolégico (Ogram y Sharma, 2002).

En particular, las comunidades microbianas de suelo son las comunidades microbianas
naturales mas complejas dada la heterogeneidad que representa la matriz del suelo y la
inmensa variedad de especies microbianas presentes en los diversos microhabitats. (Kuske y
col. 1997, Palleroni, 1999).

El estudio de las comunidades puede ser abordado desde dos puntos de vista, uno basado en
las interacciones entre las diferentes poblaciones que integran la comunidad denominado
sinecologia y el otro contrapuesto, denominado autoecologia, que examina los organismos de
una poblacién individual con relacién a su ambiente (Atlas y Bartha, 1998). Este ultimo enfoque
se basa en el comportamiento de las poblaciones individuales como medio de adaptacion a su
ambiente; en cambio la sinecologia estudia de manera integrada y directa el comportamiento
de la comunidad en el ecosistema, incluyendo los efectos del sinergismo, parasitismo y
predacion.

Pueden proponerse diferentes estrategias para el estudio de las comunidades aplicando cada
una diferentes metodologias que proveeran, de todos modos, una vision parcializada de la gran
complejidad del suelo. Ninguna técnica por si sola podria abarcar el total de microorganismos
de la comunidad y la abundancia relativa de individuos dentro de cada tipo. De modo que una
adecuada seleccion de diferentes técnicas seria critica en el momento de encarar el estudio de
las comunidades en un dado ecosistema, estableciendo de antemano el marco desde donde

seran inferidas las conclusiones.

1.5.1 ESTRATEGIA BASADA EN EL AISLAMIENTO Y CULTIVO DE
MICROORGANISMOS PUROS.

Una estrategia comunmente aplicada en el estudio de comunidades se basa en el aislamiento
de colonias individuales sobre medios sélidos, observacién y descripcion de sus caracteristicas
macro y microscopicas seguido de la caracterizacion / identificacion de los diferentes grupos de

microorganismos. Esto ultimo puede realizarse a través de la determinacion de los perfiles de
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utilizacion de sustratos, presencia de actividad de determinadas enzimas, perfiles lipidicos, de
proteinas 6 de acidos nucleicos, entre otros. Finalmente a partir del analisis de las propiedades
del conjunto de cultivos se infieren las caracteristicas o propiedades de la comunidad.

Esta estrategia clasica aplica el enfoque de la autoecologia al pretender identificar o
caracterizar los cultivos puros.

También es reconocida como uno de los métodos mas sensibles al determinar el tamaro de
una poblacién, o caracterizar un grupo especifico siempre que se disponga del medio de cultivo
adecuado para su desarrollo y que permita poner en evidencia sus caracteristicas diferenciales
(Ellis y col., 2001).

En los estudios donde interesa determinar las especies mas abundantes en el suelo se utiliza
como criterio de seleccion de poblaciones el aspecto macroscopico de las colonias aisladas,
eligiendo aquellas que son diferentes.

En cambio si el objetivo es determinar la diversidad de especies (riqueza y abundancia),
generalmente se toma al azar un numero representativo del conjunto de colonias desarrolladas
en los medios de cultivo (Wulnsche y col., 1995)

Evidentemente, debido a la gran variedad de microorganismos existentes en la comunidad de
suelo, no es sencillo lograr una detallada descripcion de todos los cultivos aislados.

Algunas de las caracteristicas mas discriminantes utilizadas en una primera seleccién son el
aspecto y forma de las colonias (color, borde, elevacién, nivel de mucosidad).

Basandose en estas propiedades macroscopicas mas las observaciones microscopicas (en
fresco o previa coloracién aplicando técnicas diferenciales como la coloracién de Gram) se
suelen agrupar los aislamientos para su posterior estudio. Luego, al analizar aquellos
representantes caracteristicos de cada grupo, se logra reducir de algun modo la complejidad
que presenta la comunidad del sistema de suelo (Ogram y Sharma, 2002).

Claramente esta estrategia es muy laboriosa y la informacién aportada seria parcial debido a la

imposibilidad de cultivar todos los microorganismos del ambiente.

# Consideraciones generales sobre los métodos basados en el cultivo de

microorganismos.

La mayor limitacion de los métodos basados en cultivo de los microorganismos es que no todas
las especies ambientales pueden desarrollar en los medios de cultivo hasta ahora disefiados.
Consecuentemente, muchos microorganismos de interés podrian pasar inadvertidos.

De acuerdo con los datos publicados en bibliografia se estima que entre el 1 y el 10% de los
microorganismos presentes en los ambientes naturales son realmente capaces de desarrollar
en los medios de cultivo de laboratorio (Torsvik y col., 1990; Amman y col., 1995; Hughes y col.

2001). Sin embargo, este porcentaje podria aumentar gracias al avance logrado en el disefio de
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nuevos medios sélidos y métodos de cultivo para las bacterias del suelo (Roane y Pepper,
2000; Janssen y col., 2002). No obstante, aun si todas las especies pudieran cultivarse, su
estudio no seria factible debido a las limitaciones de tiempo.

Por otra parte, recientes estudios han aportado argumentos que reivindican la aplicaciéon de los
métodos de cultivo en los estudios ambientales, demostrando que las bacterias cultivables
representan la porcion ecolégicamente relevante de la comunidad bacteriana del suelo (Ellis y
col. 2003).

152 ESTRATEGIA BASADA EN ANALISIS DIRECTO DE LA COMUNIDAD
MICROBIANA.

La estrategia de inferir el comportamiento de una comunidad a través del cultivo de sus
poblaciones predominantes aporta una informacién parcial del sistema, dependiente de la
relevancia de las diferentes poblaciones cultivables seleccionadas como representativas de la
comunidad. Asi mismo, no son muchos los procesos que ocurren como resultado de unas
pocas poblaciones aisladas.

Una forma de ampliar el concepto del estudio de comunidades microbianas es aplicar el
enfoque de la sinecologia, es decir considerar a la comunidad como una unidad ecolégica
basica que responde a las interacciones bidticas y abidticas del ambiente.

En este marco, existen diferentes metodologias que abordan el andlisis, determinando la
funcioén y/o la estructura de la comunidad y el grado de correlacion que existe entre ambas
propiedades.

El desarrollo de una variedad de técnicas aplicadas al estudio de comunidades basadas en las
caracteristicas bioquimicas, fisioloégicas y moleculares han ampliado el espectro de los métodos
dependientes del cultivo. Cada una tiene sus ventajas y limitaciones, por lo que individualmente
solo pueden proveer una parcial informacidén que responda a las diferentes cuestiones

especificas.

.5.2.a. Analisis funcional de la comunidad

El analisis de la funcién implica determinar la actividad al nivel de la comunidad. Es decir, lo
que se determina es la actividad resultante de las reacciones producidas por las poblaciones
integrantes de la comunidad en los diferentes microhabitats, como consecuencia del sinergismo

y antagonismo y su interaccidén con la matriz del sistema.
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1.5.2.a.1 Determinacion de la actividad enzimatica de la comunidad.

Las actividades metabélicas del suelo estdn mediadas por sistemas enzimaticos especificos, la
mayoria de los cuales son producidos por la microbiota del suelo. Consecuentemente, medir la
actividad enzimatica es una forma alternativa de determinar la actividad metabélica (Morra,
2002). Las actividades enzimaticas de deshidrogenasas, amilasas, fosfatasas, arilsulfatasas y
celulasas son todas indicativas de los principales procesos productivos del suelo (Atlas y
Bartha, 1998).

Puede utilizarse una gran variedad de ensayos enzimaticos para medir la actividad metabdlica
de los microorganismos autéctonos del suelo (Song y Bartha, 1990; Fontvieille y col., 1992;
Heilmann y col., 1995; Acosta-Martinez y Tabatabai, 2000).

Algunos, como la medida de actividad de deshidrogenasas, estearasas y fosfatasas evaluan la
actividad de una proporcién relativamente grande de la comunidad microbiana. Otros, como las
medidas de actividad de celulosa, quitinasa, nitrogenasa y actividad denitrificante evaluan las
funciones metabdlicas de un pequeno pero importante segmento de la comunidad microbiana.
(Atlas 1998).

En la evaluacién de la actividad enzimatica se utilizan ensayos de laboratorio estandarizados
debido a las multiples variables que pueden afectar la actividad enzimatica de la muestra de
suelo: temperatura, humedad, pH, agitacién durante la medicién, heterogeneidad del sustrato,
entre otras (Morra, 2002).

Aun asi, es dificil extrapolar los datos de laboratorio a la prediccion de la real actividad in situ,
debido a que pequefias variaciones pueden modificar la velocidad enzimatica del sistema.

Los datos obtenidos finalmente representan un valor promedio del sistema y no la verdadera

actividad enzimatica que existe al nivel de microhabitat.

1.5.2.a.2 Determinacién del espectro de asimilacién de sustratos de la

comunidad.

Garland y Mills, 1991, proponen el concepto de perfil fisiolégico al nivel de comunidad,
(Community Level Phisiologycal Profile, CLPP) como un método rapido y relativamente
econdémico, que aporta una gran informacién respecto del total de microorganismos, siendo de
gran utilidad en la diferenciacién de comunidades microbianas.

En un comienzo se utilizé6 el sistema de identificacion microbiana basado en la actividad
metabdlica sobre una variedad de sustratos utilizados como unica fuente de carbono y energia
(microplacas de titulacibn de 96 pocillos con diferentes sustratos, BIOLOG Inc.).
Posteriormente, el espectro de sustratos fue reducido a aquellos ecolégicamente mas

relevantes que permitieran la discriminacién entre diferentes comunidades de suelo. Entonces,
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BIOLOG Inc. disena el Ecoplate que reduce el nimero original de 92 sustratos a 31, incluyendo
la realizacién de triplicados.

El método consiste en inocular un volumen de suspension de la muestra en cada pocillo de una
microplaca de titulacién Ecoplate (que contiene un medio base suplementado con el sustrato
fuente de carbono y energia y un indicador de redox). Luego de unos dias de incubacion el
desarrollo microbiano produce el viraje del indicador a un compuesto coloreado.

El perfil de sustratos asimilados permite la discriminacion entre las comunidades analizadas
(Winsche y col., 1995).

Una de las limitaciones de este método es la necesidad del desarrollo de la muestra en los
pocillos para poder inferir la funcién ecolégica de la comunidad. De esta forma la interpretacién
del resultado podria implicar la funciéon potencial a través del desarrollo de aquellos
microorganismos capaces de adaptarse a las condiciones de cultivo.

Si bien se fundamenta en respuestas fenotipicas sujetas a las condiciones de cultivo, los
perfiles de asimilacion de sustratos de las comunidades reflejan las diferencias estructurales
entre las comunidades de manera similar a la realizada por las técnicas moleculares (Kerkhof y
col., 2000).

1.5.2.a.3 Determinacién de la respuesta respiratoria inducida por
el sustrato (SIR).

El método consiste en la determinacion de la respuesta respiratoria inicial de la comunidad
microbiana ante el agregado de un sustrato. Es decir, el incremento inicial estable en la
velocidad de respiracion debido a la mineralizaciéon del sustrato agregado, por ejemplo glucosa,
por la comunidad microbiana del suelo.

La respuesta inducida por el sustrato es determinada en sistemas denominados respirometros.
Estos consisten de un erlenmeyer con un tubo lateral adosado, donde se coloca una solucion
de KOH de normalidad conocida, que actua como trampa para captar el CO, producido por la
muestra (Pramer y Bartha, 1972). Periédicamente el liquido de la trampa es retirado,
reemplazado por una solucién nueva de KOH vy titulado con un acido de normalidad conocida.
Actualmente, los respirbmetros pueden medir el CO, producido cada hora, mediante un
cromatografo gaseoso (Witter y col., 2000).

Utilizando estos sistemas, es posible evaluar la capacidad catabdlica de la comunidad
microbiana incubando porciones del suelo con diferente sustratos y midiendo la respuesta SIR

en cada caso.
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1.5.2.b. Anélisis de la estructura de la comunidad

Una forma de evitar las limitaciones de los métodos de cultivo en el estudio de las comunidades
consiste en analizar la estructura de la comunidad a través de indicadores moleculares
extraidos directamente de las muestras ambientales. Los indicadores mas comunmente
utilizados son DNA, RNA vy lipidos.

Si bien estos métodos no presentan las limitaciones de los cultivables, el andlisis de estas
moléculas indicadoras aporta una informacion relativamente mas escasa respecto de la funcion
de los microorganismos en estudio. En otras palabras, es poca la informacion que puede ser
inferida acerca del comportamiento fisiol6gico de los organismos en el ambiente a partir de la
secuencia de algunos de sus genes o de la presencia de un determinado lipido.

Sin embargo, esta alternativa permite analizar la estructura de la comunidad completa del
suelo. De esta manera es posible evaluar directamente la influencia de los cambios
ambientales (bibticos y abibticos) a través de los cambios en la estructura global de la
comunidad, aproximandose al enfoque de la sinecologia.

A continuacion se describen los métodos cultivo-independientes generalmente aplicados al
estudio de comunidades microbianas de suelo.

1.5.2.b.1. Determinaci6n del contenido de &cidos grasos de la
comunidad

Los 4cidos grasos totales extraidos de una muestra ambiental han sido utilizados para el
estudio de la estructura de las comunidades microbianas en el ambiente y para la deteccion de
los cambios producidos en las poblaciones microbianas (Morgun y Winstanley, 1997).

Las diferentes poblaciones microbianas se caracterizan por poseer determinados acidos
grasos. Por ejemplo, acidos grasos saturados, de cadena larga y ramificados se asocian a
bacterias Gram positivas. Mientras que las Gram negativas se caracterizan por contener mayor
concentracion de acidos grasos monoinsaturados de cadena mas corta. Los eucariotas se
caracterizan por la presencia de esteroles (Zelle y Bai, 1994).

El método frecuentemente utilizado para detectar especies bacterianas y eucariotas a partir de
muestras ambientales consiste en el anélisis de la fraccién lipidica de la membrana
citoplasmaética bajo la forma de metil-ester de acidos grasos (FAME).

El proceso consiste en la esterificacion de los lipidos y la inyeccion, separacion, identificacion y
cuantificacion de los metil esteres de acidos grasos por cromatografia gaseosa (Eder, 1995).
Los metil esteres son identificados por comparacién de sus tiempos de retencién con los metil-
esteres de acidos grasos de referencia. Pueden ser cuantificados mediante la calibracion de las
areas de sus picos.
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El analisis de los fosfolipidos unidos a acidos grasos (PLFA) también ha sido utilizado en la
descripcion de comunidades bacterianas. El analisis de estos perfiles provee informacién no
solo de la composicion y abundancia relativa de cada poblacién de la comunidad sino también
del estado fisiolégico de las poblaciones (Peterson y Klug, 1994)

Esta metodologia posee una serie de limitaciones. Por ejemplo, en la comparacién de los
perfiles lipidicos entre muestras pueden pasar desapercibidos ciertos cambios en determinados
grupos especificos ya que muchas especies pueden presentar el mismo patrén de lipidos.
Otra limitacién es que, si bien la concentracion relativa de los diferentes tipos de lipidos polares
en cada membrana es caracteristica de cada especie microbiana, los componentes acidos
grasos de las diferentes membranas lipidicas no son constantes y pueden variar con el estado
nutricional y las condiciones ambientales para mantener la fluidez de la membrana.

Esta serie de limitaciones hace que este analisis no sea indicado para la evaluacién de una

estructura detallada de las comunidades microbianas del suelo (Coutinho y col., 1999).

1.5.2.b.2. Determinacién del perfil de acidos nucleicos de la comunidad.

El desarrollo de las técnicas moleculares permiten evaluar la diversidad microbiana al nivel
genético. Los microorganismos son detectados, identificados y cuantificados a través del
analisis de sus genes.

En principio cualquier gen podria ser empleado, los mas ampliamente utilizados son el 16S
rRNA y el 23S rRNA, en los estudios filogenéticos.

Las moléculas de 16S rRNA y 23S rRNA son consideradas marcadores genéticos. Estan
presentes en todos los organismos; tienen secuencias altamente conservadas a través de la
evolucién y porciones que cambian relativamente a una mayor velocidad (regiones variables).
Las zonas altamente conservadas son caracteristicas de mayores grupos filogenéticos y las
variables de grupos mas pequenos. De este modo el analisis de la secuencia de estas
moléculas permite hacer inferencia filogenética. Ademas estan presentes en numerosas copias
por célula, lo que facilita su detecciéon (Amann, 1995).

En ciertos casos la molécula de rRNA no ofrece variacidbn suficiente para hacer
diferenciaciones intraespecificas, entonces se utilizan primers (oligonucleétidos iniciadores de
la polimerizacion en cadena) especificos de la region espaciadora entre 16S rRNA y 23S rRNA
que posee un mayor grado de variacién en secuencia y tamano en comparaciéon con el 16S
rDNA (Gatler y Stanisich, 1996).

La técnicas moleculares vienen siendo muy utilizadas para determinar la diversidad genética de
las comunidades microbianas (Muyzer y col., 1993; Kuske y col., 1997).

Una de las estrategias se basa en la separacion fisica de fragmentos de acidos nucleicos a

través de un soporte sélido que puede ser de agarosa o acrilamida.
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El perfil de bandas obtenido es considerado una “huella digital” representativa de la muestra
analizada y permite hacer comparaciones entre diferentes comunidades a través del analisis
comparativo entre los perfiles.

Inicialmente es necesario extraer los acidos nucleicos de la muestra ambiental. Este paso
usualmente consiste en una exhaustiva purificacién para eliminar proteinas, acidos humicos, y
otros compuestos que pudieran interferir con el posterior analisis de los acidos nucleicos.

Se utilizan generalmente dos procedimientos para la recuperacién del RNA o el DNA de la
muestra: a) la extraccién de las células microbianas seguida de la lisis celular y purificacion de
los acidos nucleicos; y b) la lisis directa de las células en la matriz ambiental seguida de la
purificacion de los acidos nucleicos (Bruns y Buckley, 2002).

A partir del material purificado pueden aplicarse diferentes técnicas que permiten generar un
perfil de acidos nucleicos (huella digital) generalmente representado por un patrén de bandas
de fragmentos de acidos nucleicos separados mediante una electroforesis en gel.
Dependiendo de la técnica utilizada para obtener los fragmentos de estas moléculas (enzimas
de restriccion; amplificacion; separaciéon de los fragmentos en geles de electroforesis) se
generan perfiles de diferente complejidad.

Entre las técnicas mas utilizadas estan ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
(Fernandez y col.,, 1999); T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Blackwood y col., 2003) y DGGE/TGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Réling y
col., 2002).

ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis). Se basa en la digestibn mediante
enzimas de restriccibn de fragmentos de rDNA amplificados con PCR (Reaccién de
polimerizacion en cadena) y posterior separacion de los fragmentos en gel de agarosa.

Este método utiliza un par de primers universales (oligonucleétidos iniciadores de la
polimerizacion en cadena) para la amplificacién con PCR de genes 16S rDNA o de la regiéon
espaciadora entre el 16S rDNA y el 23S rDNA. En general, cuando se realiza ARDRA con
primers del 16S rDNA se generan patrones de bandas mas simples que cuando se utilizan
primers de la region espaciadora.

En el analisis de comunidades microbianas con una alta afinidad filogenética habitualmente se
sugiere el uso de primers correspondientes a las zonas espaciadoras para lograr una mayor
resolucién de bandas. En cambio, si el grupo microbiano presenta una mayor heterogeneidad
filogenética el fragmento a amplificar deberia ser el 16S rDNA.

No obstante, en comunidades con alta diversidad, ambas estrategias pueden generar un patrén
de bandas muy complejo o con muy baja resoluciéon entre bandas (Fernandez y col., 1999).
Las ventajas de este método son la rapidez y capacidad de evaluar diferencias entre grupos

filogenéticos dominantes en una comunidad.
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T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism). El DNA directamente extraido
de la muestra se amplifica mediante la PCR en presencia de un primer marcado (fluorescente),
dirigido hacia la regién la 16S rDNA. Seguidamente, los productos de PCR son digeridos con
enzimas de restriccion y los fragmentos marcados en su extremo son detectados mediante un
secuenciador de DNA automatizado.

El perfil de bandas generado a partir de una muestra ambiental puede reflejar la estructura de
poblaciones aportando informacion sobre la diversidad de la comunidad (cada fragmento
terminal es un ribotipo) y una estimaciéon semicuantitativa de la abundancia relativa (area de
pico).

Este método puede también evaluar la actividad relativa de poblaciones. La cantidad de
ribosomas por célula es una medida de actividad celular y la relacion rRNA/rDNA generalmente
aumenta cuando se incrementa la velocidad de crecimiento (actividad). Entonces mediante la
comparacion del patréon de bandas T-RFLP de rDNA con el generado a partir de rRNA de la
muestra ambiental puede estimarse que poblaciones detectadas a nivel del rDNA son

metabolicamente activas.

DGGE - TGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

El procedimiento se basa en la electroforesis de los fragmentos de 16S-rRNA amplificados por
PCR en geles de poliacrilamida conteniendo un gradiente desnaturalizante linealmente
incrementado. Durante la electroforesis del gel desnaturalizante pueden ser separados los
fragmentos de DNA de la misma longitud pero con diferente secuencia de pares de bases.

La separacion en el gel se basa en la movilidad electroforética de las moléculas de DNA
parcialmente desnaturalizadas en geles de poliacrilamida, que va disminuyendo respecto de la
molécula doble hélice del DNA.

La desnaturalizacion de los fragmentos ocurre en determinados puntos de la molécula llamados
dominios de desnaturalizacion definidos como una longitud de pares de bases con idéntica
temperatura de desnaturalizacion.

Una vez que un dominio de desnaturalizacién con la menor temperatura de desnaturalizacion
alcanza dicha temperatura en una determinada posicion en el gel de DGGE, ocurre una
transicion en la conformacion de la molécula desde doble hélice a parciaimente
desnaturalizada, deteniendo la migracion.

La variacion de la secuencia dentro de cada dominio causa la diferencia en las temperaturas de
desnaturalizaciéon. Los fragmentos con diferentes secuencias frenaran su migracién en
diferentes posiciones del gradiente desnaturalizante y asi podran ser separados efectivamente
por DGGE (Muyzer y col., 1993).
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Este método permite obtener el perfil de las poblaciones dominantes de la comunidad (Muyzer,
1993; Head y col., 1997) y estudiar la dinamica de estas poblaciones en funcién de variaciones
ambientales o bajo las condiciones operativas de un sistema.

Otra aplicacién que permite obtener una mayor informacién es la hibridizacién del gel obtenido
por DGGE con sondas de oligonucleétidos taxén-especificas.

Asi mismo, cada banda puede ser cortada del gel, nuevamente amplificada y posteriormente
secuenciada permitiendo la filiacién genética.

Estos métodos pueden ser utilizados para realizar un rapido analisis de la presencia de genes
que provean informacion filogenética o bien una evaluaciéon funcional de las poblaciones
presentes en la muestra ambiental mediante la utilizacién de sondas especificas de funcion.
La informacion que puede ser obtenida a través del analisis de estos perfiles esta sujeta a las
limitaciones generales de los métodos moleculares, como la eficiencia de la extraccién del
DNA, que puede ser mas o menos eficiente dependiendo de la lisis de cada grupo microbiano;
del grado de especificidad de los primers o sondas genéticas; del procedimiento de
amplificacion usando PCR que puede exhibir amplificacion diferencial de algunas secuencias y
la formacioén de artefactos generados por la técnica (moléculas quimeras).

Una limitacion comun de las técnicas que generan perfiles de bandas a partir de acidos
nucleicos de muestras ambientales, es la imprecisién en el asignar una banda particular a un
grupo especifico de microorganismos, especialmente cuando aparecen multiples bandas en el
gel. Debido a la heterogeneidad de la secuencia de operones del rRNA es posible detectar dos
0 mas bandas para un grupo bacteriano especifico (Head y col. 1997; Nubel y col, 1997).
Entonces, tanto en el caso de cultivos puros como en el estudio de comunidades, la obtencién
de patrones de bandas iguales no puede ser interpretada como identidad entre grupos
filogenéticos ya que grupos filogenéticos diferentes, medianamente relacionados, pueden
presentar el mismo patron de bandas.

La Tabla-1 describe en forma comparativa algunos de los métodos mas comunmente

aplicados en el estudio de comunidades en muestras ambientales.
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Tabla I-1 : Métodos moleculares para la obtencién de perfiles de bandas a partir de acidos

nucleicos obtenidos de muestras ambientales. Modificado sobre original de Liu y Sthal,

2002. En Manual of Environmental Microbiology.

Diversidad Identificacion de  Método de
L Marcador Unidad de = .
Métodos Descripcién ) de ) la composicion  deteccién
genético ) poblacion )
resolucién de poblaciones del DNA
Amplificacion con
PCR; enzimas de rDNA; Por sitio de Purificacién de
restriccion; espacios restriccién o bandas y Bromuro de
ARDRA ] . i Fragmento o
separacion por intergénicos por secuen- etidio
tamaiio en gel 16S-23S. longitud. ciamiento.
agarosa.
DNA amplificado
con PCR; enzimas
de restriccion;
separacion por rRNA; Inferida por
Por sitio de  Fragmento
tamaiio de rDNA:  genes L L comparacién de Colorante
T-RFLP restriccién o restringido )
fragmentos funcionales ) . longitudes con  fluorescente
por longitud. terminal.
terminales y conservados. base de datos.
separacion por
electroforesis
capilar.
DNA amplificado con
PCR; electroforesis rRNA; Purificacién de
Por Banda
DGGE y | en gel poliacrilamida rDNA: genes ) . i bandas y Bromuro de
diferencia en desnaturali- o
TGGE con gradiente funcionales secuen- etidio
1pb. zada. L
concentracion conservados. ciamiento.

desnaturalizante o

temperatura.
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1.5.2.b.3. EI método de Hibridizacién in situ.

La hibridizacién in situ sobre la célula entera permite obtener informacion sobre el nimero de
células especificas, la morfologia y espacial distribucion de los microorganismos, asi como
también sobre su actividad fisiologica directamente en la muestra ambiental.

Las células son fijadas en paraformaldehido sobre portaobjetos y deshidratadas. Luego el
preparado es incubado con una sonda de oligonucleétido dirigida al rRNA, marcada con un
colorante fluorescente y observadas en microscopio de epifluorescencia (Amann, 1995).

Las sondas de oligonucleétidos pueden ser disefiadas mediante la informacion obtenida del
secuenciamiento de bandas en los analisis de los perfiles de acidos nucleicos por DGGE o T-
RFLP. Un aspecto importante al considerar este método es que solo pueden ser estudiadas
aquellas bacterias para las cuales existen sondas.

Las dificultades propias de este método son la especificidad de la sonda, penetracion efectiva
de las sondas al sitio blanco, la intensidad de la respuesta, la fluorescencia de fondo debido a
particulas inorganicas y la autofluorescencia en el caso de microorganismos fototréficos (Bruns
y Berthe-Corti, 1998)

Por otro lado, también pueden influenciar el anadlisis las caracteristicas morfologicas vy
fisiolégicas de los microorganismos, por ejemplo la presencia de pequefas formas aisladas,
formas filamentosas o la posibilidad de desarrollar un estado dormante o inactivo como en el
caso de las formas esporuladas. Particularmente, estas ultimas caracteristicas podrian ser la
principal causa de limitacion de la técnica debido al bajo niumero de ribosomas por célula
(caracteristico de las células metabélicamente inactivas) y al dificil acceso de la sonda al rRNA
(Amann, 1995).

# Consideraciones generales sobre los métodos basados en el analisis de

acidos nucleicos.

Las técnicas de la biologia molecular ofrecen nuevas oportunidades para el analisis de la
estructura y composicion de especies de las comunidades microbianas.

Particularmente, la variacion de la secuencia del rRNA ha sido explotada para inferir relaciones
filogenéticas entre los microorganismos y para disenar sondas de oligonucleétidos y primers
especificos para la deteccion de taxas microbianos individuales en habitats naturales (Head y
col., 1998).

Estas técnicas también han sido aplicadas para determinar la diversidad genética de las
comunidades microbianas e identificar aquellos miembros de las poblaciones microbianas que
no ha sido posible recuperar en cultivo puro utilizando las técnicas microbiolégicas

convencionales (Amann, 1995; Giovannoni y col., 1988).
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Sin embargo, tanto el disefio de sondas especificas como el de primers especificos es definido
en funcién de secuencias provenientes de microorganismos aislados de ambiente que
representan tan solo una pequena fraccion de la comunidad microbiana ambiental (Palleroni
1997, Coutinho y col., 1999).

Asi mismo, durante el analisis filogenético se comparan las secuencias de rDNA desconocido
proveniente de la muestra natural con las provenientes de microorganismos cultivables (base
de datos) y a partir de dicho analisis se infieren las propiedades fenotipicas de los
microorganismos desconocidos (Fernandez y col., 1999). Es decir, que los métodos
moleculares pueden proveer informacion sobre la funcién de poblaciones solo de una manera
indirecta (Watanabe y Baker, 2000).

Una opinioén critica a esta tendencia es la desarrollada por el Prof. Palleroni en su publicacion
Prokaryotic diversity and the importance of culturing, 1997 y durante su conferencia en el
Seminario sobre Biodiversidad realizada en 1999, en nuestro pais, donde analiza la dificultad
de suponer que la vasta diversidad catabdlica del grupo pseudomonas o la variedad
morfologica y bioquimica de los actinomycetes pudieran ser reconstruidas sobre las bases de
inferencias obtenidas mediante el uso de estas sondas moleculares.

En otras palabras, las propiedades filogenéticas no necesariamente correlacionan con las
destacadas propiedades fisiolégicas (Watanabe y col., 1999).

Asi mismo, todavia existen cuestiones respecto de la representatividad del muestreo, la
heterogeneidad espacial del suelo y la relevancia de las investigaciones realizadas sobre
pequenas cantidades de muestra (1g) en los procesos ecologicos a campo (O’Donnell y
Gorres, 1999).

Entonces, un analisis mas representativo de la complejidad de las comunidades microbianas en
el ambiente y particularmente en los sistemas de suelo podria lograrse a través de una
metodologia polifasica integrando las técnicas convencionales de cultivo y las moleculares. De
esta manera, seria posible relacionar de una manera mas directa la funcién de las poblaciones
con la estructura de las comunidades ambientales (Palleroni 1997; Coutinho y col., 1999;
Watanabe y Baker, 2000).

La Figura |-3 esquematiza la propuesta de integracion de ambas metodologias (Palleroni,
1997). En ella se propone que en el monitoreo del ecosistema mediante técnicas de
aislamiento e identificacion de cultivos se obtenga la informacion necesaria para crear las
condiciones mas proximas como sea posible a aquellas que les permitan a los
microorganismos expresar sus propiedades biolégicas como miembros de la microbiota natural.
Luego las macromoléculas de los procariotas aislados pueden ser identificadas por técnicas
moleculares, de esta manera pueden servir de guia y fuente adicional de informacién para el

reconocimiento de los microorganismos en el ambiente natural (disefio de sondas y primes).
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De esta manera la informacién generada por las técnicas microbiolégicas convencionales y
moleculares sirven de guia para el cultivo de nuevas especies.

Estas dos fuentes de informacion pueden ser luego almacenadas en la base de datos, siendo
asi util para el monitoreo de los cambios que puedan ocurrir en las comunidades microbianas
del ecosistema debido a las alteraciones ambientales.

Asimilacién de sustratos

Enzimas

Métodos A
microbiolégicos | ONA,RNA

idos grasos

Sondas

Técnicas
moleculares

Morfologia, ,/,‘5;&

fisiologia,
taxonomia

&

ia para el disefio

\ Ih‘férma_ci&n:moleculqr’

Guia para
aislamientos

Uso de informacién fenotipica,

&« filogenética y de actividad.

Estudio de biodlvcnldud,ﬂbgcnla
y funcién de las comunidades.

Figura |-3: Esquema para la evaluaciéon de la diversidad de muestras ambientales,
aplicando técnicas cultivo-dependiente y moleculares. Modificado a partir de Prokaryotic
diversity and the importance of culturing, Palleroni 1997.
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HIPOTESIS

» La comunidad microbiana de un suelo limpio cambia debido a la contaminacion con una

mezcla compleja de hidrocarburos.

» Dicho cambio esta relacionado con la carga inicial del contaminante.

» La comunidad microbiana de sistemas contaminados se modifica durante un proceso de

biorremediacion.

» La comunidad del suelo restablece sus condiciones originales al desaparecer el

contaminante.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios producidos en la comunidad microbiana de un suelo limpio como

consecuencia de la contaminacidon con un residuo petroquimico y durante el proceso de

biorremediacion. Evaluar la capacidad de biorestauracion del suelo una vez finalizado el

tratamiento.

En forma particular, se plantearon los siguientes objetivos:

a)

b)

d)

Analizar la composicion microbiolégica del residuo petroquimico API, con el fin de
determinar si los grupos microbianos predominantes intervienen en el proceso de
biorremediacién del residuo en suelo.

Determinar la cinética de eliminacion de los hidrocarburos durante el proceso de
biorremediacién, su influencia sobre la dinamica de las poblaciones microbianas
cultivables y sobre la actividad de la comunidad microbiana completa, en suelo limpio y

sistemas contaminados con distintas concentraciones del residuo petroquimico.

Analizar los cambios en la estructura de las comunidades microbianas mediante
técnicas convencionales de aislamiento e identificacion de los grupos dominantes en

puntos seleccionados durante el tratamiento, y mediante técnicas cultivo independiente.
Evaluar el grado de restauracion alcanzado comparando la estructura y funcion de las

comunidades establecidas al finalizar el proceso de biorremediacion con la comunidad
del suelo limpio.
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/] MATERIALES Y METODOLOGIA

.1 MATERIALES

1.1.1 TIERRA

Se utiliza tierra negra de jardin correspondiente al nivel A, sin agregado de fertilizantes ni otras
mejoras. Se caracteriza por tener textura franco arcillo limosa, pH: 5,5 - 5,7 y contenido de
materia organica 6,21%.

La Tabla 1 muestra los resultados de la caracterizacion de la tierra realizada por el Instituto de
Suelos de la UNLP.

Tabla 1: Caracterizacién de la tierra utilizada en los ensayos

Determinacion Meétodo

Carbono organico Walkley-Black 3.60 %
Materia organica % Carbono organico x factor 1.724 6.21%
Nitrégeno total Método de Kjeldanhl 0.296 %
Relacion Carbono/ Nitrébgeno 12.2
Fosforo asimilable Método de Bray-Kurtz | 4.2 mg/kg

Capacidad de intercambio cationico |Saturacion con acetato de amonio,
desplazamiento de éste con cloruro de
sodio y cuantificacién por volumetria. 23.7 meq/100g

Analisis granulomeétrico Método de Bouyoucos
Arcilla (<2pm) 23.9 %
Limo (2-50 ym) 56.1 %
Arena (50-2000 pm) 20.0 %
Clase textural Franco Limosa

El material es cemnido a través de un tamiz de 4 mm para remover restos de plantas y luego por
uno de 2 mm.

In.1.2 RESIDUOS

Se trabaja con barros residuales del sistema de tratamiento primario de efluentes de una
industria petroquimica.
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Ih.1.3 RESIDUO API

El residuo API| es un barro semisolido, de color marrén oscuro y olor penetrante que fue
almacenado en playas de barros durante 10 anos.

Este residuo ha sido ampliamente caracterizado desde el punto de vista quimico. La Tabla 2
muestra el andlisis fisicoquimico del residuo (Vecchioli, 1998).

Tabla 2: Caracteristicas fisicoquimicas del residuo API.

) Fraccion Volétiles )
Densidad Cenizas Alifaticos Arométicos Asfélticos
pH Agua (%) extractable en 105 °C
(g/ml) 900°C (%) (%) (%) (%)
éter (%) (%)
1.013 10.41 72.66 3.81 11.63 10.88 17.70 55.70 16.60

¢ La concentracion de hidrocarburos totales cromatografiables (HT-GC) del residuo API
es de 91000 mg/kg.

lI.1.4 RESIDUO PAR

El residuo PAR es un barro semisolido, de aspecto homogéneo y color marrén oscuro,
generado por una industria que procesa productos parafinicos. El residuo fue almacenado por
anos en playas de barros.

La Tabla 3 muestra las caracteristicas fisico-quimicas de este residuo.

Tabla 3: Caracteristicas fisicoquimicas del residuo PAR.

Fraccién

Densidad Agua Cenizas Voléatiles Alifaticos  Arométicos Asfalticos
pH extractable

(g/ml) (%) 900°C (%) 105 °C (%) (%) (%) (%)
en éter (%)

0,972 8,570 9,64 0,81 81,5 12,89 61,7 188 1,3

# La concentracion de hidrocarburos totales cromatografiables (HT-GC) del residuo PAR
es de 36.141mg/kg.

# La concentracion de hidrocarburos totales por espectrometria infrarroja (HT-IR) es de
70.000 mg/kg

38



Capitulo lli Materiales y Métodos

I.1.5 MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

< Agar Plate Count (Merck).
Composicién en g/l de agua destilada.

Peptona de caseina 5.0
Extracto de lavadura 2.5
D(+) Glucosa 1.0
Agar-agar 14.0

El pH se ajusta a 7,0 con una solucién de NaOH 6 HCI 10%, y se esteriliza en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

< Medio R2-Agar (Reasoner y Geldreich, 1985).
Composicion en g/l de agua destilada.

Extracto de levadura 0.5
Proteosa peptona N°3 0.5
Casamino acids 0.5
Glucosa 0.5
Almidon soluble 0.5
Piruvato de sodio 0.3
Kz HPO, 0.3
MgSO,.7H,0 0.05
Agar (Difco) 16.0

El pH se ajusta a 7,2 con una solucion de NaOH 6 HCI 10%, y se esteriliza en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

El medio es suplementado con 780 ug/l de cicloheximida como agente inhibidor del desarrollo
fungico.

< Medio de subcultivo R3-Agar (Reasoner y Geldreich, 1985).
Composicion en g/l de agua destilada.

Extracto de levadura 1.0
Proteosa peptona N°3 1.0
Casamino acids 1.0
Glucosa 1.0
Aimidén soluble 1.0
Piruvato de sodio 0.5
K2 HPO, 0.6
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MgSO,.7H.0 0.10

Agar (Difco) 15.0

El pH se ajusta a 7,2 con una solucién de NaOH 6 HCI 10%, y se esteriliza en autoclave a
121°C durante 15 minutos.

s Agar Cooke Rose Bengal, RB-Agar (Martin, 1950)
Composiciéon en g/l de agua destilada.

Bacto Soytone Difco 5.0
Bacto Dextrosa Mean 10.0
KH2 PO, 1.0
MgSQO,.7H, O 0.5
Bacto agar Merck: 15
Rojo Bengala: 0.035

El pH se ajusta a 6,0 con una solucion de HCI al 10%, y se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

El medio es suplementado con 250 pg/l de sulfato de estreptomicina, como agente inhibidor del
desarrollo bacteriano.

< Postgate B (Widdel and Bok, 1992).
Composicion en g/l de agua bidestilada

CaSO, 1,0
NH4CI 1,0
KH:PO,4 0,5
MgS0O,.7H. O 20
FeS04.7H;0 0.5

Acido ascorbico 0,1

Tioglicolato de sodio 0,1

Extracto de levadura 1,0

Lactato de sodio

(Solucién al 50%) 5,5 mi

El pH se ajusta con una solucién de NaOH saturada hasta aproximar a neutralidad, luego con
NaOH 10% hasta ph 7,2. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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< Medio Mineral Liquido (MML) (Vecchioli y col., 1990)
Composicion en g/l de agua bidestilada

NaCl 50
K2HPO, 1.0
NH, H; PO, 1.0
(NH4)2 S04 1.0
MgSO,.7H, O 0.2
KNO; 3.0

El pH se ajusta a 7,0 con una solucion de NaOH 6 HCI 10%, y luego es esterilizado por
filtracibn a través de membrana de acetato de celulosa de 0.45um de diametro de poro.

* Medio Mineral Liquido suplementado con resazurina y extracto del residuo (Song
and Bartha, 1990).
Al medio liquido se le incorpora una solucién de resazurina al 1% concentracion final.
Luego de la esterilizacion se agrega un extracto del residuo obtenido con una mezcla de n-
Hexanos (Merck p.a.), como fuente de carbono y energia en una concentracion final del 0.5%.

< Extracto en n-hexanos (Comunicacién personal Dr. U. Stottmeister, 1993).
Se pesan aproximadamente 20 g del residuo en un tubo grueso de vidrio con tapa esmerilada y
se incorporan 40 ml de n-Hexanos (Merck, p.a.). Se realiza la extraccién por agitacion en un
agitador rotatorio a 700 rpm durante 30 minutos.
El extractivo se recupera en un cristalizador y de deja evaporar bajo campana.

< Mezcla de hidrocarburos policiclicos aroméaticos (PAH) en pentano (Merck, p.a.).
La mezcla contiene 10 g/l de fenantreno, 1g/l de fluoreno, 1g/l de dibenzotiofeno y 1g/l de
pireno en pentano en una concentracion final de 1,3 g%.

% Soluciones de hidrocarburos alifaticos al 10% en pentano (Merck, p.a.).

Se preparan soluciones de los siguientes hidrocarburos alifaticos lineales al 10% (p/v) en
pentano: tetradecano, hexadecano, octadecano, eicosano y tetracosano.
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.2 METODOLOGIA

lI1.2.1 Preparacién de los sistemas tierra-residuo.

Se dispone aproximadamente 800 g de tierra tamizada en 5 frascos de vidrio con tapa plastica.
La cantidad de tierra en el frasco es tal que ocupa aproximadamente la mitad del recipiente.
Se contaminan 4 de ellos con 1,25%, 2,5%, 5,0% y 10% (P/P) de residuo API en tierra
respectivamente.

Con la finalidad de obtener un sistema lo mas homogéneo posible se realza la incorporacion
del residuo siguiendo las indicaciones de Pramer y Bartha (1972). Para lo cual sobre una
porcion de tierra del sistema se incorpora la cantidad de residuo calculado. Luego se integra
gradualmente y mezclando cuidadosamente cada vez, el resto de la tierra.

Se reserva un sistema de tierra sin contaminar que es utilizado como sistema Control.

Se determina el contenido de humedad de cada sistema y se calcula la cantidad de agua
necesaria a agregar para obtener un porcentaje de humedad del 20% aproximadamente.

Los sistemas son mantenidos durante un ano bajo condiciones controladas de laboratorio
simulando un proceso de biorremediacion. La temperatura de incubacion es 22 + 2 °C y la
humedad es mantenida en un 20%. Son removidos cada 15 dias con la finalidad de permitir

suficiente aireacion.

I1.2.2 MONITOREO DE LA EVOLUCION DE LOS SISTEMAS TIERRA-RESIDUO.

Periédicamente los sistemas son monitoreados para determinar la evolucion de las diferentes
poblaciones microbianas, estructura y actividad de la comunidad total, hidrocarburos

residuales, valor de pH y contenido de humedad del sistema.

li1.2.3 METODOS ANALITICOS

i11.2.3.a Determinacion del contenido de hidrocarburos

/l1.2.3.a.1 Determinacion de la fraccion extractable en éter (FEE) por método
gravimétrico.

Se aplica la técnica de Dibble y Bartha, 1979. La tierra (o residuo) se mezcla con una cantidad

igual de sulfato de sodio anhidro. Se coloca en un cartucho de extraccion en un Soxhlet con

éter etilico (Merck, p.a.) y se realiza la extraccién durante 6 horas.
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Luego se concentra la muestra por evaporacion con Kuderna Danish hasta un volumen de 10
ml aproximadamente. El eter remanente se evapora a temperatura ambiente en un
cristalizador. El contenido de sustancia extractable en éter se calcula segun:

FEE (%) = (Peris+m = Peris) X 100 / [(Pcarem “Pcar) X P1/(Pt.s)]
Donde,

FEE= fraccion extractable en éter

Pear = peso de cartucho

Poarem= peSO cartucho mas muestra

P: = peso de tierra

Pr.s = peso de tierra mas sulfato de sodio anhidro

Peris = peso del cristalizador

Pcris+m = peso del cristalizador mas muestra

1l1.2.3.a.2 Determinacion del contenido de hidrocarburos totales cromatografiables
(HTCG) (Vecchioli y col. 1997).

La concentracién de los hidrocarburos cromatografiables (HT-GC) se evaltia previa extraccion

durante 8 horas con n-hexano (Merck), adicionando n-hexadecano como estandar interno para

la cuantificacion. El extracto se evapora y se filtra por papel antes de la inyeccién.

Se utiliza un cromatégrafo Perkin-Elmer Autosystem, equipado con un detector de ionizacion

de llama (FID). Columna capilar de fused silica con fase liquida permaphase PVMS/54

(50mx0,25mm D.I.). Se utiliza gas helio. El inyector se mantiene a 280°C, el detector a 300°C.

La temperatura del horno se programa desde 50°C (tiempo inicial 4 min.) en un primer paso

hasta 150°C (velocidad= 4°C/min.) y un segundo paso hasta 280°C (tiempo final 15 min.) a una

velocidad de 8°C / min.

Se aplica una relacion de split de 1:20. El manejo de datos se realiza con un integrador

personal PE NELSON Modelo 1022. El equipo se obtuvo en el marco de un convenio de

cooperacion con Alemania.

La identificaciéon de los constituyentes se realiza por comparaciéon de tiempos de retencion con

los de una coleccién de estandares (Sigma, pureza > 99%, que incluye aromaticos y alifaticos).

La cuantificacién se realiza por integracion del area bajo los picos (total o individual), usando n-

hexadecano como estandar interno (su concentracién en el residuo es insignificante).

La determinacién de la concentracion es realizada por personal del LASEISIC-UNLP.
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1l1.2.3.a.3 Determinacién del contenido de hidrocarburos totales por espectrometria
infrarroja (HT-IR).

La concentracion de hidrocarburos totales (HT) se evaltia previa extraccion con Cl,C (Merck,

p.a.), mediante espectrometria infrarroja siguiendo la norma de la U.S. Environmental

Protection Agency (EPA) método N° 418.1 modificada. La modificacion consiste en la

separacion de la fraccion polar por filtracion a través de silica-gel activada.

La determinacién de la concentracién es realizada por personal del CINDECA-UNLP.

l.2.3.b Determinacién del pH por método potenciométrico, (Dibble and Bartha, 1979).

A partir de una suspension residuo-agua destilada o mezcla tierra-residuo-agua destilada (1:1,
P/V).

I11.2.3.c Determinacién del contenido de humedad.
Mediante la determinacion del peso constante luego del calentamiento de muestras de tierra a

105°C durante 24 hs, expresado como porcentaje de humedad.

11.2.4 METODOS MICROBIOLOGICOS

lll.2.4.a Recuento de microorganismos viables.

Preparacion de las suspensiones microbianas.

Se pesa una cantidad determinada de tierra del sistema tierra-residuo, equivalente a 10 g de
tierra seca y se homogeneizan en 100 ml de solucion fisiologica de NaCl (0.85%) estéril. Se
lleva a un agitador rotatorio a 150 r.p.m. durante 30 min.

Luego de sedimentar las particulas groseras de la suspensidn, aproximadamente 5-10 min., el
sobrenadante obtenido se considera representante del total de la comunidad microbiana
incluyendo las células absorbidas sobre las pequenas particulas de la suspension de tierra.

Se realizan diluciones seriadas (1/10) de la suspension de tierra en soluciéon fisiologica y a
partir de las cuales se determinan el numero de microorganismos viables de las diferentes
poblaciones:

Numero de bacterias heterétrofas cultivables (BH) en R2-Agar suplementado con
cicloheximida.

Numero mas probable (NMP) de bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDHC) en MML
suplementado con resazurina y extracto del residuo.

Numero mas probable (NMP) de bacterias degradadoras de hidrocarburos policiclicos

aromaticos (BDPHA), en MML suplementado con una mezcla de PAH.
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Numero de hongos en RB-Agar suplementado con estreptomicina.
Numero de bacterias heterétrofas cultivables (BH) en R2-Agar suplementado con

cicloheximida.

111.2.4.a.1 Namero de unidades formadores de colonias en superficie de medios

sélidos (UFC/g tierra seca).
Se siembra 0.1 ml de cada dilucién en la superficie del medio de cultivo, por triplicado y se
esparce con espatula de Drigalsky. Se deja incubar durante 10 dias a 22 + 2 °C. El resultado se

expresa como en numero de UFC/ g de tierra seca.

lll.2.4.a.2 Numero mas probable (NMP) de bacterias degradadoras de hidrocarburos
(BDHC) en MML suplementado con resazurina y extracto del residuo.

Se implementa la técnica del Niomero Mas Probable (NMP), para 5 tubos, utilizando el MML

suplementado con resazurina (1mg/l). Cada set de 5 tubos conteniendo 5 ml del MML es

inoculado con un volumen de una dilucion apropiada.

Se utiliza la combinacion de 5 tubos por cada una de 3 6 4 diluciones por determinacion.

Como fuente de carbono y energia se incorpora al 0.5% el extracto de hidrocarburos obtenido a

partir del residuo mediante extraccién con una mezcla de n-hexanos de Merck.

Se incuban a 22 + 2°C durante 40 dias. La lectura se realiza considerando el nimero de tubos

inoculados en cada dilucién, el nimero de tubos positivos y el volumen inoculado.

El color de los tubos positivos varia desde el violaceo al rosa, como resultado de la reducciéon

de la resazurina por el consumo microbiano de oxigeno.

El valor del NMP/m| se calcula mediante un programa de computadora que acepta mas

combinaciones de replicados y diluciones que los publicados en tablas (Comunicacion

personal, Pérez, 1999). El resultado se expresa como el NMP de bacterias degradadoras de

hidrocarburos totales/ g de tierra seca.

/ll.2.4.a.3 Numero méas probable (NMP) de bacterias degradadoras de hidrocarburos
policiclicos arométicos (BDPHA), en MML suplementado con una mezcla
de PAH (MIX).
El NMP de bacterias degradadoras de PAH se determina en placas de microtitulacion de 96
pocillos.
Se utiliza como sustrato la mezcla de PAHs en pentano que se incorpora a razén de 20 ul por
pocillo. El pentano se evapora rapidamente, dejando una fina capa de los PHAs en el fondo de

cada pocillo. Posteriormente se cargan los pocillos con 180 ul del MML y con 20 ul de las
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diluciones de la suspension del sistema de tierra. Se siembran las diluciones seriadas (1/10)
por octuplicado.

Las placas son incubadas a 22 + 2°C durante 21 dias.

Luego del periodo de incubacién se registran los pocillos positivos, donde se observa una
coloracién del amarillo, naranja al marron debido a la acumulacion de los productos parciales
de la oxidacién de los sustratos aromaticos.

El valor del NMP/g se calcula mediante un programa de computadora que acepta mas
combinaciones de replicados y diluciones que los publicados en tablas (Comunicacion
personal, Pérez, 1999). El resultado se expresa como el NMP de bacterias degradadoras de
PAH/ g de tierra seca.

1ll.2.4.a.4 Numero de hongos en RB-Agar suplementado con estreptomicina.

Se siembra 0.1 ml de cada dilucidbn en superficie del medio RB-Agar esparciendo con la
espatula de Drigalsky. Las determinaciones se realizan por triplicado.

Las placas se incuban a 22+ 2 °C durante 5 dias. El resultado se expresa como en nimero de

UFC/ g de tierra seca.

1ll.2.4.a.5 Método de recuento por extincién en medio liquido (Widdel and Bok, 1992).

Se siembra 1 ml de la muestra en un tubo con tapa a rosca conteniendo 9 ml del medio de
cultivo. Se homogeiniza y luego se extrae asépticamente 1 ml del medio inoculado y se siembra
en un segundo tubo con 9 ml del medio de cultivo. Y asi, sucesivamente se siembran los
siguientes tubos realizando diluciones seriadas 1:10.

Los tubos se incuban en jarra anaerébica a 22+ 2 °C durante 21 dias. Los resultados se

expresan segun el siguiente criterio:

Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4
Nro. de bacterias/ml 1-10 10-100 100-1000 1000 - 10000

1.2.4.b Aislamiento e identificacién de cultivos puros.

A partir de los recuentos de bacterias heterétrofas en R2-Agar son seleccionadas entre 20 y 30
colonias de cada placa de una misma dilucion (diluciones mas altas) con una adecuada
cantidad de colonias. Como medio de subcultivo se utiliza R3-Agar.

Luego de sucesivos aislamientos la homogeneidad de los cultivos es controlada microscopica

y macroscdpicamente.

46



Capitulo il Materiales y Métodos

También son aislados los cultivos degradadores de hidrocarburos a partir de los tubos positivos
correspondientes a las mayores diluciones del NMP y de los pocillos positivos de las placas de
microtitulacion en la determinacion de las bacterias degradadoras de los PAHs.

En todos los casos de aislamiento de bacterias heterétrofas y degradadoras, los cultivos
obtenidos son considerados predominantes de cada muestreo, en cada sistema.

Los cultivos son clasificados de acuerdo a la coloracion de Gram, movilidad, morfologia
bacteriana, aspecto-color de la colonia en la superficie de R3-Agar, utilizaciébn oxidativa-
fermentativa de la glucosa segun Hugh y Leifson, actividad de catalasa y oxidasa.

Los cultivos correspondientes a bacilos Gram negativos y no fermentadores de glucosa son
analizados mediante el sistema de identificacion API-20ne bioMerieux (Francia).

Son 21 los tests que incluye esta bateria: reduccidon de nitratos; formacién de indol;
fermentacion de glucosa; arginina dihidrolasa; ureasa; hidrolisis de esculina; hidrélisis de
gelatina; p-galactosidasa; citocromo oxidasa; asimilacion de glucosa, arabinosa, manosa,
manitol, N-acetil-glucosamina, maltosa, gluconato, caprato, adipato, malato, citrato y fenil-
acetato.

Los cultivos Gram positivos son clasificados segun sus caracteristicas tintoreales, morfologicas,
movilidad y mediante las siguientes determinaciones bioquimicas: hidrélisis de urea, esculina,
gelatina, caseina y arginina; produccion de indol; reduccion de nitratos, actividad -

galactosidasa, citocromo oxidasa y catalasa.

lll.2.4.c Determinacion del espectro degradador de hidrocarburos de los cultivos
aislados.

Los cultivos puros fueron sembrados en MML suplementados con el hidrocarburo seleccionado
como unica fuente de Carbono y energia.
Son probados dos grupos de hidrocarburos: grupo alifatico y el grupo policiclico aromatico.

# Degradacion de hidrocarburos alifaticos: En MML suplementado con 1% del
hidrocarburo, como unica fuente de carbono y energia. La capacidad degradadora se
determina por la aparicion de desarrollo visible (Bade y col. 1994).

# Degradacién de hidrocarburos policiclicos aromaticos: En MML suplementado con 0,1%
del cada PAH: naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno, fluoreno y pireno. La capacidad
degradadora se determina por la aparicion de turbidez y/o color desarrollado por los
productos de degradacion (Bogardt el al. 1992 ).
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I1.2.4.d Medida de la capacidad catalitica de la biocenosis completa.

La actividad microbiana de la microflora autoctona en cada sistema es evaluado a través de la

Actividad Hidrolasa y de la Actividad Deshidrogenasa.

111.2.4.d.1 Actividad microbiana de hidrolasas, mediante hidrdlisis del Diacetato de
Fluoresceina (FDA) (Schniirer y Rosswall ,1982).

Todos los microorganismos contienen enzimas como lipasas, estearasas y proteasas que

hidrolizan el diacetato de fluoresceina. La fluoresceina liberada es medida colorimétricamente.

Procedimiento: se pesa una cantidad de tierra correspondiente a 1 g seco y se homogeiniza en

un erlenmeyer de 125 ml de capacidad con 25 ml de buffer fosfato de sodio (60 mMol, pH 7,6)

y el agregado de una solucién de FDA (2 mg7ml de acetona, conservada a -20°C). La

concentracion final de FDA es 10 pg/mi.

Se incuba a 20°C en agitador rotatorio durante un determinado tiempo a 150 rpm. Una vez

transcurrido el tiempo de incubacion se frena la reaccidn agregando 25 ml de acetona

(concentracion final 50 v/v). La suspension se centrifuga 10-15 minutos a 2000g.

La absorbancia (DO) del sobrenadante es medida a 490 nm utilizando como blanco una

muestra sin el agregado de tierra). Los resultados son expresados como DQOge,m /g S€CO de

tierra.

111.2.4.d.2 Actividad microbiana de deshidrogenasas. con Cloruro de Trifenil

Tetrazolium (TTC) (Thalmann, 1968).
El método mide la actividad deshidrogenasa de las células intactas. El TTC (sustrato) es
reducido a Trifenilformazan (TPF) que es detectado colorimétricamente a 546 nm.
En el procedimiento se pesan 5 g de tierra humeda en frascos de 50 ml de capacidad y se le
agregan 5 ml de una solucion de TTC preparada al 1% en buffer Tris-HCI (100 mMol).
El pH del buffer utilizado varia segun el pH de la muestra. Para suelos acidos se utiliza buffer
pH 7.7; para suelos neutros pH 7,6 y para suelos alcalinos pH 7,4.
La determinacion se realiza por triplicado. Como blanco de la reaccion se incuba la muestra
con buffer sin el agregado de la solucion de TTC.
Los frascos cerrados son incubados a 30°C durante 24 Hs.
Luego de transcurrido el tiempo de incubacidn se frena la reaccién con 40 mi de acetona.
Se dejan en la oscuridad durante 2 hs agitdndolos cada 30 minutos. Posteriormente una
porcion del extracto de la muestra de tierra es filtrado y leida su absorbancia a 546 nm contra

el extracto correspondiente al blanco.
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Debido a la sensibilidad frente a la luz de las soluciones de TTC el procedimiento se realiza
bajo la luz difusa.

Los resultados son expresados como ug. de TPF producido por gramo seco de tierra utilizando
una curva de calibracion.

Realizacién de la curva de calibracion

Se prepara una solucién standard de 50 mg de TPF disuelto en 100 m! de acetona.

A partir de esta solucidn se transfieren 0,5- 1,0- 2,0- 3,0- y 4,0 ml a los respectivos matraces
de 50 ml de capacidad. Se le agrega a todos 8,3 mi de buffer pH 7,6 y se enrasan a volumen
con acetona.

A continuacion se mide la absorbancia (OD) de las soluciones a 546 nm, correspondiendo a 5,

10, 20, 30 y 40 ug de TPF/ml respectivamente.

I.2.5 METODOS MOLECULARES

l.2.5.a Recuento de microorganismos por hibridizacion in situ con sondas rDNA
marcadas.

La hibridacién in situ se realiza de acuerdo al protocolo descripto por Bruns y Berthe-Corti,
1998.

Un volumen de 3 ul de una suspension de suelo de cada sistema es aplicado en pocillos
formados sobre portaobjetos especialmente preparados.

Los portaobjetos son preparados de forma especial de |la siguiente manera: son sumergidos en
una solucion de gelatina 0,1% y KCr(SO,), 0,01%, de manera que luego de secados se forma
una fina capa de gelatina en la superficie de donde se recortan pequenos discos formandose
los pocillos.

Luego de depositar las muestras en los pocillos, se realiza la deshidrataciéon por inmersion del
preparado durante 3 minutos cada vez en 50, 80 y 96% (v/v) de etanol.

A continuacién se realiza la hibridacién con 7ul del buffer de hibridacion (3,5% de formamida,
0.9% NaCl, 10nm Tris/HCI, 0,01% SDS, pH: 7,4) mas 0,75 ul de la solucién de la sonda del
oligonucleétido (100 ul/ml) a 48°C durante 60 minutos (La sonda ALF1b se agrega al buffer de
hibridacion al doble del volumen indicado).

El procedimiento de hibridacién se realiza en una cdmara humeda cerrada para evitar las

pérdidas de la solucidén por evaporacion.
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Luego de la hibridacién, los portaobjetos se lavan en un buffer 40mN de NaCl, 20mM Tris/HCl y
0,01% (p/v) SDS durante 20 minutos a 48°C, y finaimente con agua de calidad Millipore
dejandolos secar al aire.

Una vez secos, cada pocillo del portaobjetos se cubren con 4ul de un medio que evita la
pérdida gradual de la intensidad de la sefal. Este medio esta formado por una mezcla de una
soluciéon de DAPI (1ug 4’,6-diamino-2-fenil-indol /ml) y una solucién de Dabco (25 mg 1,4-
diazabicyclo[2.2.2]octano en 1ml de buffer fosfato y 9ml de glicerina).

Las preparaciones se examinan con un equipo Zeiss Axioskop equipado para la deteccién de
fluorescencia con una lampara de alta presion de mercurio de 50W vy filtros 01 (excitacion 365

nm, emisiéon 397 nm) y 15 (excitacion 546 nm, emisién 590 nm).

Sondas de oligonucleotidos
Se utilizan 6 sondas de rDNA marcadas con el colorante fluorescente Cy3 (Interactiva), Tabla .

La sonda EUB338 se utiliza como control positivo para evaluar la eficiencia de la hibridacion.

Tabla : Secuencias, posicion en el sitio blanco y especificidad de las sondas oligonucleétido
rDNA-marcada con colorante fluorescente utilizadas en la hibridacién in situ. (Bruns y Berthe-
Corti, 1998).

Posicién en

Sonda Secuencia (5'-3’) de la sonda Especificidad
blanco (rRNA)
EUB338 GCT GCT TCC CGT AGG GAG T 16S, 338-355 Eubacterias
ALF1b CGT TCG YTC TGA GCC AG 18S, 19-35 a-Proteobacteria, varios miembros de

BET42a GCCTTCCCACITCGTTT 23S, 1027-1043 B-Proteobacteria
GAM42a |GCC TTCCCACATCGTTT 23S, 1027-1043 y-Proteobacteria
SRB385 CGG CGT CGC TGC GTC AGG  16S, 385-402 Mayoria de miembros 3-Proteobacteria.
CF319a TGG TCC GTG TCT CAG TAG 16S, 319-336 Mayoria de los miembros del

Cytophaga/Flavobacterium  (cluster

positivas.

5-Proteobacteria y mayoria de espiroquetas.

phylum CBF), pocas bacterias Gram-

GPHGC TAT AGT TAC CAC CGC CGT 23S, 1901-1918 Gram-positivas con alto contenido de (G+C)

DNA.
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Recuento

Para la lectura cada pocillo del portaobjetos de 6mm de diametro es subdividido en 9 campos.
El numero de células por campo se calcula aplicando la siguiente férmula:

Células/mi= Ny, x 2,48x10° x factor de dilucién
Nm= valor promedio del nimero de células contadas en los 9 campos.
2,48.10°= factor de conversion que considera el volumen aplicado en cada pocillo y la relacién

entre el area del pocillo y el area de un campo con un aumento de 1000x.

Para evitar los errores causados por las particulas autofluorescentes de suelo o del residuo,
unicamente las células tefiidas con los dos colorantes DAPI y el Cy3 son consideradas para el
calculo de la eficiencia de la hibridacion.

De esta manera, cada célula es observada primero con el filtro 01 que lee las células tefiidas
con DAPI dando una senal de epifluorescencia azul y luego con el filtro 15 donde unicamente
aquellas células hibridizadas con la sonda especifica muestran una senal de epifluorescencia
roja.

l.2.5.b Determinacién de perfiles de 16S RDNA por el método de PCR-DGGE.

Extracciéon del DNA

La extraccion del DNA total se realiza segun la técnica de lisis directa en el suelo, sobre
muestras de 2 g de tierra-residuo y tierra control después de 2, 30, 60, 180 y 375 dias de
tratamiento.

Se mezclan vigorosamente 2g de muestra con 5 mil de buffer TENS (50mM Tris [pH 8.0}, 20mM
EDTA disédico, 100mM NaCl, 1% [p/vol] dodecil sulfato de sodio), luego se incuba durante 1
hora en bano de agua a 70°C. Durante la incubacion la muestra es mezclada a intervalos de 15
min. (Kuske y col., 1997).

Luego de la incubacion, las muestras son centrifugadas a 6,000 x g durante 10 min. reservando
el sobrenadante. El precipitado es resuspendido en 5ml de buffer TE (10mM Tris [pH 8.0], 1mM
EDTA disédico) con el agregado de 3 g de perlas de vidrio (& 710 - 1,180 pm).

Para la ruptura de las células, las muestras se vortean 4 veces con intervalos de 1 minuto y
luego se agitan vigorosamente a mano tres veces, con intervalos de un minuto (Kuske y col.,
1997). Nuevamente, las muestras son centrifugadas a 6000 x g por 10 min. y el sobrenadante
obtenido se mezcla con el original.
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El DNA es extraido de la suspensién con la mezcla de cloroformo: isoamil alcohol (24:1)
seguido de la precipitacion con acetato de amonio 7.5 M-etanol. El material precipitado es
resupendido 100 ul de buffer TE.

La presencia de DNA es analizada mediante una electroforesis en gel de agarosa con bromuro
de etidio.

Para el posterior analisis molecular, el DNA crudo es purificado de los acidos humicos y otros
contaminantes utilizando Genomic-tips (20/G) de Quiagen (Quiagen Inc., Chatsworth, Calif.).
Luego de la purificacién, se estima el rendimiento del DNA extraido aplicando 1ul de cada
muestra, junto con varios estandares de DNA, en una placa de Petri conteniendo agarosa
tefiida con bromuro de etidio.

Una vez secas las muestras de DNA, se determina la concentracién por comparacién de las
manchas originadas por las muestra con las originadas por los estandares en un
transiluminador-UV.

Amplificacién mediante PCR

Se utilizan los primers 341f y 907r (Muyzer y col., 1998) para la amplificacion del fragmento
626-pb del 16S-rDNA.

Para mejorar la separacion de los fragmentos durante el subsiguiente analisis de DGGE, se
agrega una secuencia rica en GC (GC-clamp) en el extremo 5°-del primer 34 1f.

La reaccion de PCR contiene 1 ul de la muestra de DNA , 1U de la enzima Taq-polimerasa,
200mM of BSA, 0,4 mM dNTPs y 20 pM de cada primer en un volumen total final de 50 pl.

La amplificacion es realizada en un Perkin Elmer Gene Amp System 9600. El programa incluye
un paso inicial de desnaturalizacién de 4 min. a 95°C, un segundo paso de 30 seg. a 94°C, 45
seg. a62°C, y 1 min. a 72°C (10 ciclos), seguido de un tercer paso de 30 seg. a 94°C, 40 seg. a
57°C, y 1 min. a 72°C (25 ciclos), mas una extencion final de 10 min. a 72°C.

Los productos de PCR se analizan mediante una electroforesis en gel de agarosa y purifican
con un kit comercial (Quiagen inc., Chatsworth, Calif.).

DGGE

La DGGE es realizada en un BioRad D GENE System (BioRad, Munich Germany).

Los productos purificados de PCR se aplican directamente sobre geles de poliacrilamida 6%
(p/vol), preparados con una solucion stock de acrilamide (acrylamide-N,N -
methylenbisacrylamide, 37,5:1). El gel contiene un gradiente lineal de 40 a 70% del agente
desnaturalizante (100% desnaturalizante corresponde a la mezcla de urea 7M y formamida
40% (vol/vol).
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La electroforesis se realiza en buffer TAE 1x (20 mM Tris acetate [pH7.4], 10mM acetato de
sodio, 0.5 mM EDTAdisodico) a una temperatura de 60°C. Luego de una primera corrida a 50V
por 30 min. se aplica un voltaje constante de 100V durante 16 hs para la corrida principal.
Luego de la electroforesis, el gel se tifie durante una hora con SYBR-gold (Molecular probes,
Eugene, USA).

El gel es digitalizado en una camara-CCD, guardado como archivo.tif y analizado utilizando un
software de GelComparll (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Se determina la densidad 6ptica de las bandas y se transforman en un densitograma. Los
perfiles generados sirven como base para el calculo de la matriz de similitud utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson (Pearson, 1928). El dendrograma es calculado mediante
el método del promedio aritmético no ponderado (UPGMA) (Sokal y Michener, 1958).
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v RESULTADOS Y DISCUSION: ANALISIS DEL RESIDUO PETROQUIMICO

IV.1 DESCRIPCION DEL RESIDUO: ORIGEN Y CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

El material estudiado corresponde a un residuo de la industria del Polo Petroquimico
Ensenada. Es un barro residual del sistema de tratamiento primario de efiuentes.
Basicamente, al pasar el efluente por un separador gravitatorio (separador API) permite
recuperar los hidrocarburos de menor densidad que pasan a un proceso de recuperacion
secundaria y un barro constituido por un sedimento mineral con cantidades apreciables de
hidrocarburos adheridos (Bartha y Bossert, 1984),

El residuo ha sido generado durante los ultimos 10 afios y almacenado por la industria en
playas de barros. Las caracteristicas de estas playas cambian con las condiciones
climaticas, presentando una superficie liquida en épocas de lluvia o una superficie de barros
solidos en verano. Debido a la gran heterogeneidad que presentan, las tomas de muestra se
realizan a diferentes profundidades, se mezclan y conservan en recipientes de polipropileno
con tapa a rosca, homogeneizando su contenido antes de cada uso (Vecchioli, 1998).

El barro asi conservado es semisdlido, de color marron oscuro y de olor penetrante.

Este residuo ha sido ampliamente caracterizado desde el punto de vista quimico y biolégico
por Vecchioli, 1998 y toxicolégico por Morelli, 1999.

La Tabla IV-1 muestra las princCipales caracteristicas fisicoquimicas del barro denominado
residuo API-2 por Vecchioli. En este estudio el residuo se denominara simplemente API.

Tabla IV-1: Caracteristicas fisicoquimicas del residuo API (Vecchioli, 1998)

. Cenizas a Fraccién Volétiles Hidrocarburos (%)
Densidad v _
pH Agua (%) 900°C Extractable a 105°C )
(g/ml) Alifaticos  Arométicos  Asfélticos
(%) en éter (%) (%)
1,013 10,41 72,66 3,81 11,63 10,88 17,70 55,70 26,60

Esta constituido, mayoritariamente, por hidrocarburos aromaticos polinucleares (PAH) mas
otros hidrocarburos peligrosos como tolueno, etilbenceno y xilenos y por hidrocarburos
alifaticos volatiles de bajo peso molecular (menor que C,zH2e), hasta hidrocarburos de 24
atomos de carbono.

El contenido de hidrocarburos totales de 116,30 g/kg de barro, determinado
gravimétricamente mediante la extraccién en éter, corresponde a 91 g de hidrocarburos
cromatografiables /kg de barro (Vecchioli y col., 1997).
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El analisis toxicolégico del residuo demuestra su genotoxicidad directa e indirecta mediante
el test de Ames (Morelli, 1899).

V.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL RESIDUO

La presencia y abundancia de organismos en un ambiente estan determinadas no solo por
los nutrientes sino también por la naturaleza de la matriz que los contiene y factores
fisicoquimicos como la temperatura, el potencial redox, el pH, entre otros.

En un ecosistema, un compuesto puede estar presente de una forma no disponible para los
microorganismos. Los compuestos toxicos, por ejemplo, pueden estar unidos a particulas de
arcilla limitando la interaccibn con los microorganismos. De esta manera los
microorganismos resultan protegidos de los efectos directos del toxico y pueden tolerar altas
concentraciones del material.

En cambio, si los compuestos adsorbidos a las particulas de arcilla fueran una fuente
potencial de carbono y energia, estas condiciones reducirian la disponibilidad de nutrientes y
podria impedir el desarrollo microbiano (Atlas y Bartha, 1898).

Las caracteristicas fisico-quimicas y toxicolégicas determinadas en el residuo API, hacen
que este barro pueda considerarse un ambiente adverso para el desarrollo microbiano, sin
embargo es posible que al tratarlo mediante un proceso de biorremediacién en suelo, los
microorganismos presentes en €l puedan establecerse e integrarse a la comunidad del
suelo.

A partir de varias muestras del residuo AP| ha sido determinado un numero de bacterias
cultivables en PC-Agar a 30°C durante 48hs, entre 10°— 10° /g (Vecchioli, 1998).

Las condiciones de cultivo aplicadas en la determinaciéon anterior, favorecen el desarrollo de
las poblaciones copiotréficas, que pueden haber llegado al barro desde ambientes vecinos y
permanecer en éste, sin colonizar el habitat.

Un mayor grado de acercamiento a las condiciones del ambiente adverso que constituye el
residuo, podria obtenerse mediante la evaluacion de poblaciones especificas (oligotroficas y
degradadoras), que desarrollan a menor temperatura (23°C) y mas lentamente.

De esta manera, con la intencion de caracterizar el habitat microbiano se determinan los
tamanos de poblaciones bacterianas heterétrofas (BH), degradadoras de hidrocarburos
(BDHC) y anaerobias estrictas sulfato-reductoras (BSR) capaces de desarrollar a 23°C en 10
dias (BH y BSR) y 21 dias (BDHC). También se determina el tamano de la poblacién fungica
en RB-agar a 23°C durante 10 dias de incubacién.

El medio de cultivo seleccionados para la determinacién de las BH es el R2-agar. Un medio

adecuado para el aislamiento de microorganismos oligotroficos caracterizados por la
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capacidad de utilizar una gran variedad de sustratos escasamente disponibles (Reasonery
Geldreich, 1985).

Para determinar la poblacién BDHC se utiliza la técnica del NMP en medio mineral liquido,
suplementada con hidrocarburos (Song y Bartha, 1990), que permite la cuantificacion de
aquellos microorganismos capaces de desarrollar a expensas de los hidrocarburos del
residuoc como unica fuente de carbono y energia.

Debido al aspecto heterogéneo de la muestra (presencia de floculos) y a las caracteristicas
del almacenamiento en las playas (sedimentacion en capas), se considero interesante la
determinacion del numero de bacterias anaerobias estrictas para completar la
caracterizacidon del ambiente microbiolégico. Para ello se utiliza el medio Postgate B, un
medio liquido que permite el desarrollo de las bacterias sulfato reductoras que asimilan
acetato como unica fuente de carbono y energia (Widdel and Bok, 1992).

Considerando que el residuo sera dispuesto segun la técnica de biorremediaciéon en suelo y
con el objetivo de evaluar si alguna poblacién de la comunidad microbiana del residuo logra
establecerse en el suelo durante el tratamiento aerobico, se analiza la estructura de la
comunidad bacteriana cultivable. Para tal fin se determinan los cultivos predominantes
aislados directamente del residuo a partir de los recuentos de las poblaciones BH y BDHC.

Finalmente, con el fin de correlacionar la composicion quimica del residuo con las
propiedades degradativas de los cultivos dominantes, se analiza el espectro degradador de
hidrocarburos seleccionando aquellos representativos de su composicién quimica. Dentro de
la clase de hidrocarburos alifaticos, se seleccionan los de cadena media C14, C16, C18, C20
y C24 (en esta determinacidbn no son probados los de cadena corta debido a sus
propiedades toxicas). Representando a los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), se

seleccionan naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno, fluoreno y pireno.

IV.2.1 DETERMINACION DE LAS POBLACIONES MICROBIANAS EN EL RESIDUO API.
La Tabla IV-2 muestra el numero de bacterias heterétrofas cultivables en R2-agar (BH), el
NMP de bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDHC), el nimero de bacterias sulfato-

reductoras (BSR) en Postgate B y el nimero de hongos en RB-agar, determinados a partir
del residuo.

56



Capitulo IV Andlisis del residuc AP!

Tabla IV-2; Tamanio de las poblaciones bacterianas aerdbicas BH, BDHC, anaerébica

sulfato-reductoras y poblacién fungica determinadas en el residuo AP!.

Poblacion
BH (Ufe/g) BDHC (NMP/g) BSR' (bacterias/gq)  Fungica (Ufc/g)
11.10* £ 2,4 10* 9.10* +8.10° 10%-10° <100

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla V-2, se observa que, la poblacion
anaerdbica estricta es tan abundante como la aerobia, mientras que la poblacién fungica es
francamente minoritaria, ya que se encuentra por debajo del limite de deteccion del método
empleado. El significativo numero de BSR indica que, en la playa de barros se han dado las
condiciones anaerdbicas suficiente para el establecimiento de esta poblacion.

La poblacién BDHC representa alrededor del 80% de la poblacién BH cultivable en R2-agar,
indicando que un alto porcentaje de la poblacion heterbtrofa es degradadora de
hidrocarburos.

El recuento de BH determinado para esta muestra de residuo esta comprendido en el rango
determinado para otras muestras del mismo residuo, 10° — 10° Ufc/g, pero utilizando PC-
agar, incubado 48hs a 30°C (Vecchioli, 1998). Comparando los resultados de ambas
determinaciones podria inferirse que la poblacion copiotréfica determinada en PC-agar es la
determinada en R2-agar como poblacién oligotréfica.

Obviamente, una poblacion puede competir satisfactoriamente en ambos ambientes,
oligotréficos y copiotroficos, unicamente si puede cambiar y adaptar sus caracteristicas
fisiologicas apropiadamente.

La clasificacion de los microorganismos en la categoria de tipicamente oligotréfico o
copiotréfico es arbitraria. La capacidad de utilizar nutrientes a altas o bajas concentraciones
también depende de los compuestos utilizados como medios para la deteccién, indicando
que oligotréfico o copiotréfico son conceptos vagamente definidos (Kovarova-Kovar y Egli,
1998).
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IV.2.2 ANALISIS DE LA COMUNIDAD BACTERIANA DEL RESIDUO API MEDIANTE EL
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS CULTIVOS PREDOMINANTES.

A partir de los recuentos de la poblacion BH realizados en superficie de R2-agar, se aislan
alrededor de 50 colonias (de la misma dilucibn) en R3-agar. Luego de sucesivos
aislamientos, los cultivos puros son conservados en R3-agar a 4°C hasta su identificacion.
El mismo procedimiento se aplica a partir de los aislamientos realizados de los pocillos
positivos (viraje del indicador resazurina a rosa) correspondientes a las mayores diluciones,
en la técnica de recuento del NMP de la poblacién BDHC. Se aislan aproximadamente 30
cultivos degradadores.

IV.2.3 CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS DOMINANTES DE LA POBLACION BH
Y BDHC.

Se aislan hasta repique puro 74 cultivos, 46 representativos de la poblacion BH y 28 de la
poblacién BDHC.

La Tabla V-3 muestra una primera descripcidn basada en las caracteristica macro-
microscopicas de los cultivos dominantes y el tipo de metabolismo segun la reaccion de
Hugh y Leifson (Gerhard y col., 1981), suplementado con glucosa al 1%.

Tabla IV-3. Descripcibn macro-microscopica de los cultivos dominantes en el residuo
pertenecientes a las poblaciones BH y BDHC.

Pobiacién | Macro Micro Gram Mov. OF-giu
BH-1 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-2 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-3 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-4 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-5 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-6 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-7 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-8 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-S Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-10 (t) |Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-10 (b) |Blang. extendida Bacilos regulares aislados y pares - + 0
BH-11 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
BH-12 Transp. extendida gris  Bacilos regulares aislados y pares - + F
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BH-13
BH-14
BH-15
BH-16 (t)
BH-16 (a)
BH-17
BH-18
BH-19
BH-20
BH-21
BH-22
BH-23
BH-24
BH-25
BH-26
BH-27
BH-28
BH-29
BH-30 (b)
BH-30 (t)
BH-31
BH-32
BH-33
BH-34
BH-35
BH-36
BH-37
BH-38
BH-39
BH-40
BH-41
BH-43
BH-44
BH-45
BH-46
BH-47

Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Amarilla grumosa

Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa bianquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Membranosa grisacea
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Cremosa blanquecina

Transp. extendida gris

Cremosa blanq..irregular

Cremosa blanquecina
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris
Transp. extendida gris

Transp. extendida gris

Baciios reguiares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Pequenos cocoides de a pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos de apares esporulados
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Largos bacilos aislados

Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados

Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados

Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos en cadenas esporulados
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares

Bacilos regulares aislados y pares

Transp. extendida amarr. Gruesos bacilos medianos

Cremosa blanquecina
Cremosa blangquecina
Cremosa blanguecina
Membranosa gris

Cremosa blanquecina
Cremosa blanquecina
Cremosa blangquecina
Transp. extendida gris
Cremosa blanquecina

Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
Bacilos regulares aislados y pares
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