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Capitulo I. Introduccién

l. Introduccion

1.1. El suelo

Segun el concepto de Atlas y Bartha (2001) y Nannipieri y col. (2003), “el suelo
es un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo, fundamental e irreemplazable,
desarrollado a partir de una mezcla de materia orgdnica, minerales y nutrientes capaces
de sostener el crecimiento de los organismos y los microorganismos” (Garcia y col.,

2012).

Su formacién es un proceso complejo que involucra cambios fisicos, quimicos y
biolégicos de la roca originaria. Los fisicos implican la reduccién del tamafio de las
particulas sin ninguna alteracién en su composicion, y son causados por ciclos de hielo-
deshielo, lluvia y otros efectos ambientales. Los quimicos son originados por la
separacion de las particulas minerales de las rocas; su alteracién o destruccién y la re-
sintesis a compuestos sdlidos estables se deben, principalmente, a la accion del agua, el

oxigeno, el diéxido de carbono y los compuestos organicos (Garcia y col., 2012).

Por su parte, los cambios bioldgicos son realizados por la comunidad que habita
en el suelo: flora (plantas), macrofauna (invertebrados), mesofauna (artrépodos,
anélidos, nematodos y moluscos), microfauna (protozoos y algunos nemdtodos) y
microbiota (bacterias, hongos y algas). Estos cambios consisten en: la degradacién y el
aporte de materia organica, la produccién de CO; en la respiracidén, la intervencién en
los ciclos biogeoquimicos de los elementos y los efectos mecdnicos de los animales y las
plantas, asi como el fraccionamiento de las rocas por las raices, entre otros (Garcia y
col., 2012). EI 80-90% de los procesos son mediados por la microbiota (Nannipieri et al.,

2003; Porta et al., 2003).

El suelo es un recurso indispensable para la vida que permite el desarrollo de las
plantas, los animales y el hombre, siendo en este contexto la base fundamental para la

explotacién agropecuaria y forestal (Garcia y col. 2012).
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Capitulo I. Introduccién

Existe una gran heterogeneidad de suelos, los cuales cumplen un amplio rango
de funciones y son sometidos a variadas presiones (Tzilivakis y col. 2005), algunas de

ellas se enumeran en la tabla I.1 y reflejan la necesidad de mantenerlo ‘vivo y sano’.

Tabla I.1. Diferentes funciones que puede cumplir el suelo. Adaptacién de Tzilivakis y col. 2005.

Funciones

Descripcion

Produccion agricola

Almacenamiento, filtracion y
transformacion

Habitat y pool gendmico

Ambiente fisico y cultural parala
humanidad

Fuente de materias primas

Alimentos, otras  producciones
agricolas esenciales para la supervivencia del

hombre y silvicultura son totalmente
dependientes del suelo. Casi toda Ia
vegetacidon incluyendo la de la llanura,

cereales y arboles, necesitan del suelo para
obtener aguay nutrientes y para sostener sus
raices.

El suelo almacena y en parte
transforma minerales, materia organica,
agua y energia, y diversas sustancias
quimicas. Funciona como filtro natural del
agua subterranea, la principal fuente de agua
potable, y libera CO,, metano y otros gases a
la atmdsfera.

El suelo es el habitat de gran cantidad
y variedad de organismos que viven en él,
cada uno con patrones genéticos Unicos,
siendo participe de funciones ecoldgicas
esenciales.

El suelo proporciona un soporte para
la actividad humana y también es un
elemento que aporta al patrimonio cultural y
paisajistico.

Los suelos proporcionan materias
primas tales como arcilla, arenas, minerales y
turba.
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Capitulo I. Introduccién

1.1.1. Suelos contaminados con hidrocarburos

Las demandas de la sociedad de consumo hicieron de la contaminaciéon un
problema mundial a gran escala. El incremento de la contaminacién ha llevado al
deterioro pronunciado de la calidad ambiental y representa, en casos extremos, un
importante desafio social que requiere encontrar maneras efectivas de revertir las

condiciones negativas que afectan fuertemente la calidad de vida de las comunidades.

Los contaminantes del suelo pueden incluir una amplia variedad de compuestos,
organicos e inorganicos, que pueden derivar tanto de actividades antropogénicas como
de fuentes naturales. El petréleo y sus derivados comprenden la mayor fuente de
energia a nivel global y conllevan un gran riesgo de derrames accidentales durante
actividades de exploracidn, refineria, procesos industriales y transporte (Bastida y col.,
2016). Comprenden mezclas de miles de diversos compuestos, mayoritariamente
hidrocarburos, formados a partir de la fosilizacion o diagénesis sufrida por restos
organicos sometidos a condiciones de elevada presién y temperatura durante millones
de anos. Asi mismo, contienen derivados heteroatémicos sulfurados, nitrogenados y
oxigenados, en menor medida, y también metales como hierro, vanadio, niquel, en
forma de complejos organometalicos. La composicidon quimica de crudos procedentes
de diversas regiones puede presentar gran variabilidad, aunque siempre son las mismas
familias de hidrocarburos, en mayor o menor medida, las presentes en la mezcla de

compuestos (Llado, 2012) (Figura I.1):

e Hidrocarburos saturados, basicamente n-alcanos e isoprenoides pero
también cicloalcanos. Contienen el nimero maximo de hidrégenos
posibles.

e Hidrocarburos aromaticos, mono (con un anillo bencénico) o policiclicos
(con mas de uno) y/o con sustituyentes alquilados, representan entre un
1y un 20% de los hidrocarburos totales en la mayoria de crudos.

e Compuestos polares (resinas y asfaltenos), mas complejos, con azufre,

nitrogeno y/u oxigeno y pueden contener también metales.
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Hidrocarburos del petréleo

v v v

Saturados Arométicos Asfaltenos y resinas
A 4 v
-Compuestos lineales -Aromdticos monaciclicos Asfalteno
-Compuestos ramificados -Arométicos policiclicos

-Compuestos ciclicos

l |

Benceno
Hexadecano

H

CH3-(CH2)14-CH3 S - ST
L*J

Figura I.1. Hidrocarburos del petréleo (Lladd, 2012).

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) estan conformados por la fusién
de dos o mas anillos bencénicos. Se presentan como sdlidos incoloros o bien de
coloracién blanquecina o amarillo-palida, con baja solubilidad en agua, altos puntos de
fusion y ebullicidn, baja presiéon de vapor y alta hidrofobicidad, representada por el
coeficiente de reparto n-octanol/agua (log Kow). A medida que aumenta su peso
molecular, disminuye su solubilidad en agua, aumentan sus puntos de fusién y ebullicién
y disminuye la presion de vapor. En este contexto, pueden clasificarse en dos grupos:
PAH de bajo peso molecular, aquellos con 2 o 3 anillos (LMW, del inglés Low Molecular
Weight) y alto peso molecular, con mas de 4 anillos fusionados (HMW, del inglés High

Molecular Weight) (Kuppusamy vy col., 2017).

Los PAH fueron quizas los primeros carcinégenos ambientales reconocidos como
tales. Su presencia en gran parte de componentes ambientales, su resistencia a la
biodegradacion, su potencial bioacumulacién, toxicidad, carcinogenicidad vy
mutagenicidad han significado una gran preocupacion (Haritash y Kaushik, 2009). Si bien
los PAH sin metabolizar pueden tener efectos téxicos, es de crucial importancia el efecto
de los metabolitos reactivos, como los epdxidos y dihidrodioles, de algunos PAH que

pueden unirse a las proteinas celulares y al ADN; estos danos celulares pueden llevar a
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mutaciones, desarrollo de malformaciones, tumores y cancer (Abdel-Shafy y Mansour,
2016). La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) y la Comunidad Econémica Europea (CEE) han considerado

a 16 PAH como contaminantes prioritarios (Tabla I.2).

Diversos organismos y agencias han establecido clasificaciones para determinar
la carcinogenicidad de sustancias quimicas. Actualmente la mas aceptada es la
clasificacién de la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer, conocida por
sus siglas en inglés IARC (International Agency for Research on Cancer), una agencia con
sede en Lyon (Francia), dependiente de la Organizacion Mundial de la Salud. La
clasificacién de la IARC tiene cuatro grupos principales (Agudo, 2009) que abarcan desde
sustancias que probablemente no son carcinogénicas para los seres humanos (Grupo 4),
sustancias de las que no se tiene informacion suficiente sobre su carcinogenicidad,
sustancias cuya toxicidad ha sido probada en animales pero no en hombres, hasta las
gue ya son conocidas como carcinégenas (Grupo 1). La IARC ha clasificado un Unico PAH,

el benzo(a)pireno, como carcinégeno para el ser humano (Grupo 1).

Ademads de la contaminacién por derrames de petrdleo, otras actividades
antropogénicas como incineraciones de combustibles fésiles, de alquitran de hulla, de
maderas, basura, desperdicios industriales, aceite de lubricacion y filtros de aceite
usados son fuente de liberacidon de PAH al medio ambiente (Haritash y Kaushik, 2009).
Por otra parte, existen fuentes de contaminacion naturales con estos compuestos, como
lo son los incendios forestales y de pastizales, filtraciones naturales de hidrocarburos,
erupciones volcanicas y exudados de arboles. La combustidn incompleta derivada tanto
de causas naturales como antropogénicas, ha sido reportada como el proceso que
mayormente contribuye a la liberacion de PAH en el ambiente. Los PAH liberados a la
atmadsfera son continuamente depositados en el suelo por diferentes procesos (Abdel-

Shafy y Mansour, 2016).
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Tabla I.2. Propiedades de los 16 PAH clasificados como contaminantes prioritarios por EPA.

Solubilidad en agua

PAH Estructura quimica Peso molecular (mg/L) a 25°C Log (Kow)
Naftaleno 128,2 31,9 3,5
Acenafteno ‘ 152,2 4,4 3,95
Acenaftileno O‘O 152,2 3,9 3,94
Fluoreno . - 166,2 1,8 4,28

AW \j
Fenantreno ‘ 178,2 1,2 4,57
Antraceno 178,2 0,066 4,68
Fluoranteno O‘O 202,3 0,25 5,23
Pireno f“\//”\l\ 202,3 0,14 4,47
Benzo(a)antraceno i 228,3 0,002 5,91
o
Criseno 228,3 0,003 5,81
Benzo(b)fluoranteno 252,3 0,0016 5,74
Benzo(k)fluoranteno 252,3 0,0008 6,06
Benzo(a)pireno 252,3 0,004 6,13
Benzo(g,h,i)perileno 276,3 0,0005 6,22
Dibenzo(a,h)antraceno 278,4 0,0005 6,84
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276,3 Insoluble 6,20

Los datos fueron obtenidos de bibliografia (PearlIman y col., 1984; De Maagd y col., 1998;

Friedrich y col., 2000; Elliot y col., 2011; Maduefio, 2013).

En el afio 1993 se promulgé la Ley Nacional 24.051 de Residuos Peligrosos, cuyo

Decreto reglamentario (nUmero 831/93) cita las concentraciones permitidas de distintos

contaminantes en suelos de distintos usos: agricola, residencial e industrial (Peluffo,
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2016). En la Tabla 1.3 se pueden observar los niveles guia de calidad de suelo para los
PAH analizados en el presente trabajo de tesis que figuran en la lista de Residuos

peligrosos de dicha ley.

Tabla I.3. Niveles guia de calidad de suelos con distintos usos para PAH (Ley 24.051 de Residuos

peligrosos, Decreto 831/93).

PAH CAS Uso agricola | Uso residencial | Uso industrial
Fenantreno 85-01-8 0,1 5 50
Pireno 129-00-0 0,1 10 100
Benzo (a) antraceno 56-55-3 0,1 1 10
Benzo (b) fluoranteno | 205-99-2 0,1 1 10
Benzo (k) fluoranteno | 207-08-9 0,1 1 10
Benzo (a) pireno 50-32-8 0,01 1 10

En julio de 2002, el Congreso Nacional sancioné la ley de presupuestos minimos
de gestidn integral de residuos industriales y de actividades de servicios. La ley 25.612
fue dictada con el objeto de reemplazar integramente a la ley 24.051. Sin embargo, al
dia de hoy la reglamentacién de la ley 24.051 se mantienen temporariamente vigente,
incluyendo (i) las categorias sometidas a control, (ii) las caracteristicas de peligrosidad
de un residuo y (iii) las operaciones de eliminacién (incluyendo la reutilizacién y el

reciclado de los desechos).

Debido a su persistencia y a su probada toxicidad y carcinogenicidad, es
necesario dedicar esfuerzos para identificar el mejor método para remediar los suelos

contaminados con este tipo de contaminantes.

1.2. Biorremediacion de suelos contaminados con PAH

La biorremediacién es la estrategia de remediacidn de suelos contaminados con
hidrocarburos mas ampliamente utilizada, donde se aprovechan e incentivan los
procesos de biodegradacién naturales para transformar y degradar contaminantes
organicos. Hoy en dia, ha demostrado ser una tecnologia costo-competitiva con

respecto a otras opciones que existen en el marco de la remediacién de suelos como lo
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son la extracciéon quimica, incineracion y desorcién térmica. Adicionalmente es
ambientalmente amigable y una de sus ventajas frente a otras estrategias es que el suelo
tratado retiene muchas de sus funciones claves, lo que permite que se vuelva a utilizar
y le proporciona nuevamente valor econémico (Desai y col., 2010; Ortega-Calvo y col.,

2013).

La capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas, frente a los
contaminantes presentes en un suelo, es el fundamento sobre el que se sustenta la
tecnologia de la biorremediacién. Generalmente, en un suelo con contaminacion
recurrente o con episodios previos de contaminacion, las poblaciones microbianas
autdctonas se habran seleccionado en favor de la metabolizacién del contaminante, el
cual puede ser transformado con mayor rapidez que la materia organica humica del
suelo (Lladé, 2012). Cuando se monitorea la remediacién de un suelo contaminado a

medida que ocurre mediante procesos naturales in situ, se denomina atenuacién natural

e incluye la degradacion bioldgica mayoritariamente, aunque también ocurre por
volatilizacién, dispersion, dilucion y sorciéon de los contaminantes por la materia
organica y minerales del suelo. La atenuacién natural puede encontrarse limitada por la
disminucion en la biodisponibilidad de diferentes sustratos necesarios para la actividad
microbiana como pueden ser los aceptores de electrones y nutrientes, motivo por el
cual la determinacion de la composicién del suelo puede resultar util como indicador del
potencial biodegradador. Si bien puede implicar la eliminacion completa de los
contaminantes y reducir considerablemente los costos de remediacién, es un proceso
muy lento que requiere de mayores tiempos de monitoreo que las otras tecnologias,
podria generar sub-productos de degradacidon potencialmente mas tdéxicos que los
compuestos iniciales y provocar la desorcidon o re-solubilizacién de contaminantes
(Mulligan y Yong, 2004). Adicionalmente, los componentes inhibitorios o toxicos de las
mezclas de contaminantes pueden atenuar el potencial degradador microbiano vy

constituir factores de estrés importantes (Megharajy col., 2011).

Los tratamientos de biorremediacién pueden clasificarse en in situ o ex situ segln
se realicen en el mismo predio contaminado o fuera de él, lo que implica su excavacién
y transporte hasta el lugar donde vaya a ser tratado (Lladd, 2012). Ademas de la

bioatenuacion, otras estrategias que pueden aplicarse in situ son el bioaumento y la
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bioestimulacién. El bioaumento consiste en la inoculacién de microorganismos que,
debido a su amplia biodiversidad y gran potencial catabdlico, se han convertido en una
herramienta atractiva para la remediacién de suelos contaminados. En aquellos casos
de contaminacién puntual o de compuestos recalcitrantes, puede ser necesaria la
inoculacidén de poblaciones aléctonas, con capacidades degradativas especializadas,

para posibilitar la degradacién de los contaminantes existentes (Lladd, 2012).

La bioestimulacion consiste en la estimulacion de la transformacion de

contaminantes por los microorganismos, que generalmente es dependiente del
suministro de carbono, nutrientes como N y P, de la temperatura, disponibilidad de
oxigeno, pH del suelo, potencial redox e incluso del tipo, concentracién vy
biodisponibilidad de los contaminantes. El suministro de nutrientes para favorecer la
degradacidon microbiana suele agregarse en forma de fertilizantes, ya sean solubles en

agua, de lenta liberacidn o hidrofdébicos.

La interaccidn entre microorganismos degradadores, la matriz del suelo
contaminado y los contaminantes juegan un rol relevante en el proceso de
biorremediacién. Cuando un contaminante llega al suelo, es sometido a varios procesos
gue determinan su eliminacion o persistencia en la matriz. Su eliminaciéon puede ser
tanto bidtica como abidtica y ocurre a diferentes velocidades a través de volatilizacion,
foto-oxidacion, oxidacién quimica, lixiviacidén, degradaciéon microbiana, absorcién por
plantas, entre otros (Figura 1.2) (Stokes y col., 2006; Haritash y Kaushik, 2009). Una vez
depositados, los contaminantes tendran determinada movilidad dependiendo de su
sorcién a la matriz del suelo, la cual depende a su vez del tamafio de las particulas y
poros, asi como de las propiedades del compuesto (Abdel-Shafy y Mansour, 2016). La
materia orgdnica es uno de los factores mas importantes, ya que tiene una influencia
dominante en las interacciones entre el suelo y los contaminantes organicos. En el caso
particular de los PAH, a medida que aumenta el nimero de anillos, se tornan mas
dificiles de degradar por su menor volatilidad y solubilidad y mayor sorciéon al suelo
(Mulligan, 2005). El porcentaje de materia orgdnica controla el fraccionamiento de los
hidrocarburos en la fase organica del suelo y el grado de sorcion, afectando la tasa de

degradacion (Koshlaf y Ball, 2017).
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La figura 1.3 muestra a modo de ejemplo tres tipos de contaminantes con
patrones de eliminacién del suelo diferentes (Stokes y col., 2006; Kuppusamy y col.,
2017). El tipo A describe el comportamiento de un quimico con muy baja solubilidad en
agua, no volatil y no degradable, que en consecuencia persiste en el suelo por mucho
tiempo; este podria ser el caso de los PAH de HMW recalcitrantes. El tipo B representa
un contaminante con comportamiento bifdsico, donde inicialmente es eliminado del
suelo pero a medida que transcurre el tiempo de contacto con la matriz del suelo, tanto
la tasa como el grado de eliminacién disminuyen; este puede ser el ejemplo de PAH de
HMW que se encuentran moderadamente biodisponibles. El tipo C es rapida y casi
completamente eliminado del suelo, lo que suele suceder a PAH de LMW (Stokes y col.,

2006; Kuppusamy y col., 2017).

= Fuentes naturales y
antropogénicas de PAH

1 6
Interacciones Adsorcién > Con el tiempo...
suelo-PAH S y/ Volatili'zacitf')’n
e Foto-oxidacién
3 - Oxidacién quimica
Lixiviacion

N
r
Transformacién microbiana
Acumulacién microbiana
Asimilacién microbiana A
(Biodisponible/ Absorcién por plantas
; i & No-biodisponible *
bioaccesible) - : odispon
= No-bioaccesible
/ Difusién hacia los poros 4 1\

Biodegradacién (No-biodisponible/
zi

Fraccion soluble
en agua

no-bioaccesible)==r—
-«

Desorcion lenta con el tiempo y
consecuente asimilacion

Secuestramiento

Figura 1.2. Esquema de las interacciones entre PAH y los diferentes componentes del suelo.

Imagen adaptada de Kuppusamy y col. (2017).
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Figura 1.3. Patrones de eliminacidn de tres diferentes tipos de contaminantes luego de que

hubieran llegado al suelo. Imagen adaptada de Stokes y col. (2006) y Kuppusamy y col., (2017).

Como se aprecia en la figura 1.2, a medida que transcurre el tiempo de contacto
suelo-contaminante, la asociacion entre ellos se vuelve cada vez mas fuerte,
disminuyendo la fraccion que podria ser utilizada o transformada por la comunidad
microbiana del suelo, ademas de presentar potencial toxicidad. Esta fraccidn es definida
como ‘fraccion biodisponible” segun Ortega-Calvo y col. (2013) y Koshlaf y Ball (2017).
En este marco, Semple y col. (2004) hace una distincion entre los conceptos
biodisponibilidad y bioaccesibilidad: un compuesto biodisponible es aquel que se
encuentra libremente disponible para atravesar la membrana celular de un organismo
en el medio donde habita este Ultimo en un determinado momento; mientras que un
compuesto bioaccesible es aquel que esta disponible para atravesar la membrana
celular del organismo si el organismo tiene acceso a él, incluyendo a los contaminantes

gue estan biodisponibles y potencialmente biodisponibles.

La biodisponibilidad de los contaminantes involucra entonces procesos de
adsorcién y desorcion, transporte y transformacion por los microorganismos, siendo la
desorcion la que determina la susceptibilidad del suelo hacia la degradacién microbiana
(Megharaj y col., 2011; Ren y col., 2017). Debe considerarse que las concentraciones
residuales de PAH luego de un proceso de biorremediacion pueden limitar el uso del
area tratada, o incluso impedir su uso, si no llegan a los requerimientos legales (Ortega-

Calvoy col., 2013).
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1.2.1. Biorremediacion estimulada por surfactantes

La aplicacién de surfactantes, moléculas anfipaticas que aumentan la solubilidad
en agua de compuestos hidrofdbicos, podria mejorar la efectividad de los procesos de
biorremediacion de suelos crénicamente contaminados con PAH (Bautista y col., 2009).
Esta estrategia de bioestimulacidon ha sido denominada SEBR, del inglés Surfactant

Enhanced Bioremediation.

La estructura quimica de las partes hidrofébicas e hidrofilicas de los surfactantes
pueden tener grandes diferencias entre las distintas moléculas. En base a la naturaleza
de la cabeza hidrofilica pueden clasificarse en surfactantes no-idnicos e idnicos
(catidnicos, anidnicos y zwitteridnicos -combinacion de ambos grupos) (Ishiguro vy
Koopal, 2016). Existen moléculas con dos o mds grupos hidrofilicos o hidrofébicos
denominadas surfactantes gemini. Las moléculas tensioactivas pueden clasificarse
también segin su origen en surfactantes quimicos (sintéticos) o naturales
(biosurfactantes) (Lamichhane y col., 2017). Los biosurfactantes pueden sintetizarse por
microorganismos (glicolipidos, lipopéptidos) o plantas (saponina). En la figura 1.4 se

ejemplifican los distintos tipos de surfactantes.

30



Capitulo I. Introduccién
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Figura 1.4. Estructuras quimicas de distintos ejemplos de surfactantes. CAS:

cocamidopropilhidroxisultaina; SDS: dodecil sulfato de sodio; CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio.

En una solucién acuosa, los mondmeros de surfactantes se disponen entre las
fases inmiscibles liquido-aire como también liquido-liquido (Li y Chen, 2009)
disminuyendo la fuerza de repulsidn entre las mismas y en consecuencia la tensién
superficial e interfacial (Souza y col., 2014) (Figura |.5). A partir de cierta concentracién
denominada Concentracién Micelar Critica (CMC), las interacciones hidrofdbicas entre
moléculas de surfactante predominan respecto a las interacciones hidrofilicas
surfactante/agua, de forma que comienzan a asociarse espontidneamente en
estructuras laminares o esféricas con una fase hidrofdbica en el interior. La forma de los
agregados depende de la estructura de las moléculas de surfactante, del nimero de
grupos hidrofébicos, del grado de insaturacién y ramificaciéon de la cadena, de las
interacciones entre las cabezas hidrofilicas, de su grado de hidratacion, entre otros
(Ishiguro y Koopal, 2016). Los surfactantes idnicos forman micelas con mayor dificultad
gue los no-idnicos de igual longitud de cadena alquilica debido a que se necesita mayor
concentracion para sobrepasar la repulsidn electrostatica entre los grupos hidrofilicos

de los surfactantes idnicos durante la formacién de agregados (Mao y col., 2015).
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Figura I.5. Esquema de la variacién de la tension superficial, tension interfacial y la solubilidad

del contaminante con la concentracidn de surfactante. Adaptacidon de Mulligan y col. (2001).

Al aplicar un surfactante en un sistema heterogéneo de un suelo contaminado,
la cabeza hidrofilica de los mondmeros de surfactante tiende a disponerse en la fase
acuosa del suelo mientras que la cola hidrofébica interacciona con las particulas del
suelo o los contaminantes llevando a su acumulacidn en las interfaces suelo-liquido y
liquido-liquido y a una disminucién en la tensidn superficial e interfacial. A medida que
aumente la concentracidn del surfactante, llegara una instancia en que alcance la CMC
en la fase acuosa de este sistema y comiencen a formarse las micelas (Mao y col., 2015).
Debido a la gran sorcién de las moléculas tensioactivas al suelo, mayores
concentraciones de surfactante seran necesarias para alcanzar la CMC en la fase acuosa

del sistema suelo/agua con respecto a una solucién acuosa (Adrion y col., 2016).

En bibliografia se han propuesto y estudiado distintos mecanismos mediante los
cuales los surfactantes podrian solubilizar contaminantes, como los PAH, en un suelo

contaminado:

=  Solubilizacion micelar. Implica la particibn de PAH en Ilas micelas a
concentraciones de surfactante por encima de la CMC en la fase acuosa,
aumentando la tasa de desorcidén al aumentar el gradiente de concentracion
entre el sorbente y la fase acuosa (Adrion y col., 2016). No obstante, mientras se
ha demostrado en algunos estudios que PAH disueltos en la fase micelar no se
encontraban disponibles para ser degradados (Makkar y Rockne, 2003; de la

Cuevay col., 2016), en otros no se observd limitacion de la biodisponibilidad por
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la solubilizacién en micelas (Li y Chen, 2009; Makkar y Rockne, 2003). Seria
entonces la biodisponibilidad de los hidrocarburos solubilizados la que
determinaria el proceso general de biodegradacidon de dicho sustrato, lo que
depende tanto de la estructura molecular y concentracioén del surfactante como
de la comunidad microbiana involucrada (Li y Chen, 2009).

» Modificacion de la matriz del suelo contaminada. Este fendmeno se ha
observado en concentraciones de surfactante tanto por debajo como por encima
de la CMC en la fase acuosa del suelo (Adrion y col., 2016). Los efectos
hipotéticos sobre la matriz incluyen el aumento en las difusividades del sistema
(Yeomy col., 1996) y cambios en la humectabilidad del sistema (Bezza y Chirwa,
2017). La humectabilidad se define como la tendencia de un fluido de adherirse
y extenderse sobre la superficie de un sélido. Dicha propiedad se modifica al
acumularse los mondmeros de surfactante en las interfaces suelo-contaminante
y suelo-agua, disminuyendo la tension interfacial y aumentando el contacto
entre las fases acuosa y sélida, promoviendo asi la separacidn del contaminante

de las particulas del suelo (de la Cuevay col., 2016; Bezza y Chirwa, 2017).

Hasta la fecha, se han utilizado distintas técnicas que permiten medir la
biodisponibilidad de PAH, como lo son: la extraccién no-exhaustiva por solvente
organico como n-butanol o hexano; extraccidon acuosa en los lavados de suelo;
extraccién acuosa con un carrier hidrofébico como perlas de Tenax TA, Amberlite XAD-
2, ciclodextrinas o discos con C18; extractantes de fase sélida (SPE, del inglés Solid Phase
Extractants), consistentes en una fase sélida hidrofébica con membranas C18 o Tenax

TA; y la oxidacidén quimica, como la aplicacion de persulfato (Riding y col., 2013).

En general, el orden de capacidad de solubilizacion de PAH por los diferentes
tipos de surfactantes sintéticos que se han probado es: no-idnicos > catiénicos >

anidnicos (Lamichhane y col., 2017).

Si bien se ha corroborado la capacidad de surfactantes de estimular la solubilidad
y disolucién de hidrocarburos en suelos contaminados, se han reportado resultados
contradictorios sobre su habilidad en promover la biodegradacién de los contaminantes.

Resulta necesario realizar estudios que permitan determinar el verdadero efecto que la
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solubilizacion/movilizacidn tiene sobre la utilizacién microbiana de los hidrocarburos (Li

y Chen, 2009).

Existen distintas hipdtesis sobre los mecanismos a través de los cuales los

surfactantes podrian estimular la biodegradacién de PAH (Li y Chen, 2009; Makkar y

Rockne, 2003):

Aumento de la solubilidad y consecuente biodisponibilidad del sustrato
para las bacterias por liberacion del hidrocarburo desde la micela.
Transporte del hidrocarburo a través de la membrana celular facilitado
por el contacto célula-surfactante-contaminante.

Estimulacién por el surfactante de la adsorcion de las células a las
particulas del suelo ocupadas por hidrocarburos, disminuyendo la
longitud del camino de difusidon entre las zonas de adsorcidn y utilizacién
por el microorganismo.

Facilita el contacto de los microorganismos con la interface
hidrocarburo/agua.

Facilita el contacto de microorganismos con contaminantes hidrofébicos

a través de cambios en la hidrofobicidad de la membrana celular.

Por otra parte, los surfactantes también podrian producir efectos inhibitorios

sobre la biodegradacion (Li y Chen, 2009; Paria, 2008; Elgh-Dalgren y col., 2011), cuyas

causas podrian explicarse por:

Un efecto tdxico del surfactante sobre los microorganismos nativos.

Un aumento en la toxicidad del sistema causada por la solubilizacién y
movilizacion de co-contaminantes.

Utilizacién preferencial del surfactante como fuente de carbono y
energia.

Inhibicién del contacto entre microorganismos e hidrocarburos por la

formacion de micelas.

Adicionalmente, Colores y col. (2000) demostraron que la adicién de surfactante

causa dramaticos cambios en la estructura de la comunidad microbiana presente en un
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suelo recientemente contaminado con fenantreno y que estos cambios podrian

correlacionarse con la inhibicidn en la degradacion del contaminante.

Los surfactantes idnicos suelen presentar mayor toxicidad que los no-idnicos, ya
que la carga negativa de la superficie celular favorece la entrada de moléculas cargadas,
principalmente los catidnicos que se encuentran cargados positivamente. En base a
resultados empiricos, el orden creciente en que los surfactantes sintéticos han

evidenciado toxicidad es: no-idnicos < anidnicos < catidnicos (Li y Chen, 2009).

La toxicidad de un surfactante puede producirse por la interaccién tanto con los
lipidos como con las proteinas de las membranas celulares, ambos esenciales para las
funciones celulares (de la Cueva y col., 2016; Mao y col., 2015). En concentraciones
mayores a la CMC pueden formar micelas mixtas junto con lipidos de membrana celular,
derivando en necrosis y lisis celular; en concentraciones por debajo de la CMC, los
mondmeros pueden incorporarse en la doble membrana lipidica perjudicando la funcién
de barrera e incluso pueden llegar al interior celular y desencadenar la apoptosis (Li y
Chen, 2009). Sin embargo, el efecto téxico también depende de la estructura del
surfactante, ya que se ha visto que el mismo decrece con el aumento de la hidrofilicidad

(Li y Chen, 2009).

Por lo descripto en esta seccion, ante el disefio de un proceso de biorremediacién
estimulado por surfactantes es necesario relacionar la dindmica de la comunidad
microbiana con la efectividad de los surfactantes en suelos contaminados con mezclas
complejas, y no asumir que la comunidad microbiana del suelo es una variable que
permanece constante con el agregado de distintas concentraciones de surfactante. Se
ha encontrado que para un mismo cultivo bacteriano, diferentes surfactantes pueden
generar efectos diferentes, y por otro lado, un mismo surfactante puede impactar de
distinta manera cuando diferentes microorganismos estdn involucrados en el proceso

(Li y Chen, 2009).

Para una implementacion exitosa de SEBR deben evaluarse varios aspectos como
la capacidad del suelo de adsorber el surfactante, la capacidad del surfactante de
solubilizar/eluir los contaminantes diana, la toxicidad y biodegradabilidad del
surfactante; ademas de otros aspectos como los costos y la escala del predio a ser

tratado. Adicionalmente, un surfactante aplicable deberia tener una baja CMC y poder
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ser eficiente aplicado en bajas dosis de manera de disminuir los costos del tratamiento

(Mao vy col., 2015).

Si bien en estas estrategias se busca el aumento de la biodisponibilidad de los
hidrocarburos, se llega a una situacién de compromiso donde es necesario encontrar el
balance adecuado de forma de estimular la biorremediacidén limitando los efectos

téxicos sobre la comunidad microbiana nativa (Ortega Calvo y col., 2013).

1.2.1.1.Biosurfactantes

Los biosurfactantes (BioS) son surfactantes naturales sintetizados como
productos extracelulares o como parte de las membranas celulares de bacterias,
levaduras, hongos o plantas a partir de diferentes sustratos, incluyendo azucares,
aceites, alcanos, entre otros (de Franga y col., 2015). Se pueden clasificar en cinco clases
en base a su estructura quimica natural y a su origen microbiano: (1) glicolipidos, (2)
fosfolipidos y dcidos grasos, (3) lipopéptidos o lipoproteinas, (4) surfactantes
poliméricos y (5) surfactantes particulados (Cheny col., 2015). Los glicolipidos, como los
lipidos de trealosa y ramnolipidos, o lipopéptidos, como la surfactina, forman parte de
los BioS de bajo peso molecular; los de alto peso molecular, incluyen polisacdridos
anfipaticos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas o mezclas complejas de estos

biopolimeros.

Las partes hidrofilicas de los BioS pueden ser polisacaridos, fosfatos,
aminodcidos, carbohidratos, estructuras polihidroxi o péptidos ciclicos; las partes

hidrofdbicas son usualmente cadenas hidrocarbonadas alifaticas (Mao y col., 2015).

Los BioS son prometedores substitutos de los surfactantes sintéticos por sus
cualidades unicas como su mayor capacidad de ser biodegradados, menor toxicidad,
compatibilidad ecolégica, mayor actividad tensioactiva, menor CMC, resistencia a
mayores rangos de pH, salinidad y temperatura (Mulligan y col., 2011; Joy y col., 2017).
La mayor desventaja de su aplicacidén es el alto costo de produccién y recuperacién
relativo, asi como la complejidad de su produccion masiva (Li y Chen, 2009). Sin

embargo, se ha investigado y probado la posibilidad de la sintesis de BioS a partir de
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materias primas renovables con el fin de aspirar a una produccion costo-efectiva (Abdel-

Mawgoud y col., 2008; Chen y col., 2015; de Franga y col., 2015; Zhi y col., 2017).

Los BioS presentan mecanismos comparables a los de los surfactantes sintéticos,
como la estimulacién en la desorcién de hidrocarburos a partir de la disminucién en la
tension interfacial o la solubilizacién micelar; asimismo, se han sefialado algunas
particularidades de estos surfactantes naturales. Se ha demostrado, por ejemplo, la
capacidad de formar agregados por debajo de la CMC que, al igual que las micelas,
favorecerian la solubilizacion aparente de los hidrocarburos y su biodegradacion a partir
de la formacion de hemimicelas sobre la membrana celular (Zeng y col., 2018).
Asimismo, estos tensioactivos naturales pueden provocar cambios favorables en las
membranas de microorganismos capaces de degradar los hidrocarburos que les
permiten aumentar la interaccién entre las células y los contaminantes, factor relevante
en la eficiencia de la biodegradacion (Al-Tahhan y col., 2000; Hua y col., 2003; Mulligan,
2005; Bouchez-Naitali y Vandecasteele., 2008; Bezza y Chirwa, 2017).

Si bien gran parte de los biosurfactantes puede formar agregados micelares, los
BioS poliméricos, con grupos hidrofdbicos distribuidos por toda la molécula (como
ocurre en el caso de emulsificantes de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1), suelen
formar estructuras multimoleculares en solucién acuosa saturada (Makkar y Rockne,
2003). Por lo que podrian aumentar la solubilidad de PAH de sorcién lenta por
mecanismos diferentes a la solubilizacion micelar (Bamforth y Singleton, 2005).
Adicionalmente, los BioS de alto peso molecular suelen ser efectivos emulsificantes,
incrementando el drea de la fase hidrocarbonada y, en consecuencia, la tasa de

biodegradacion (Bouchez-Naitali y Vandecasteele, 2008; Rosenberg y Ron, 1999).

Los BioS lipopeptidicos se encuentran entre los mas populares y eficientes en
cuanto a su capacidad tensioactiva. Son generalmente sintetizados por cepas
pertenecientes al género Bacillus y forman parte del grupo de antibidticos
antibacterianos y antifungicos de dichas cepas (Mnif y col.,, 2014). Los BioS
lipopeptidicos mas conocidos se dividen en tres grupos: surfactinas, iturinas y fengicinas;
cada grupo consiste en isoformas y series de homodlogos que presentan algunas
diferencias en sus propiedades fisicoquimicas. Dichas diferencias son debidas

principalmente a variaciones en la longitud (C12-C16) y ramificacién de la cadena de
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acido graso hidroxilada asi como a reemplazos de los aminoacidos del anillo peptidico.
Las variaciones en su estructura estarian genéticamente determinadas dependiendo de
la cepa, o incluso de las condiciones operacionales durante la produccién del BioS (de

Frangay col., 2015).

La surfactina (Figura 1.4) es uno de los BioS mas efectivos conocidos a la fecha
que pertenece a la familia de lipopéptidos secretados por cepas de Bacillus subtilis,
naturalmente encontradas en suelo. Estas bacterias suelen producir el BioS en un rango
de temperaturas entre 25 — 37 2C (Chen y col., 2015). La estructura quimica de la
surfactina tiene un bucle peptidico comun de siete aminoacidos (L-asparagina, L-leucina,
acido glutdmico, L-leucina, L-valina y dos D-leucinas) con una larga cadena de 4acido
graso hidrofdbica. Es un excelente tensioactivo, pudiendo disminuir la tensidn
superficial del agua desde 72 a 27 mN/m a bajas concentraciones, por lo que ha ido
adquiriendo intereses en aplicacién industrial (Abdel-Mawgoud y col., 2008; de Franca
y col., 2015). Adicionalmente posee bajos valores de CMC en solucién acuosa, alrededor
de 23 mg/L, principal requisito dentro de la efectividad de surfactantes (Souza y col.,

2014; Cheny col., 2015).

Se han registrado varios antecedentes sobre la efectividad de surfactina en Ia
remocién de hidrocarburos y la consecuente estimulacion en su biodegradacion (Whang
y col., 2008; Lai y col., 2009; de Franga y col, 2015; Mnif y col., 2017). De Franga y col.
(2015) estudiaron la capacidad de remocién de hidrocarburos en muestras de arena
contaminada a través de distintos tratamientos en cultivos batch: surfactina purificada,
sobrenadante de un cultivo de Bacillus subtilis sin células y surfactantes sintéticos
(Triton X-100 y SDS). En primer lugar, notaron porcentajes similares de remocién entre
el biosurfactante purificado y el sobrenadante del cultivo conteniendo este mismo, que
a su vez se diferenciaron del control sin surfactante. Esto indicaria que la eficiencia no
depende de la pureza del BioS. Por otro lado, los surfactantes sintéticos mostraron
porcentajes levemente menores de remocion de hidrocarburos, demostrando la
efectividad del bioproducto. En mayor escala, Whangy col. (2008) registraron que tanto
la aplicacion de un ramnolipido como surfactina en biopilas de suelo contaminado con
diesel, en contraste con el control sin BioS, aumentaron significativamente la

degradacion de los hidrocarburos totales presentes. Poco se conoce sobre el efecto de
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la surfactina producida in situ, estrategia que permitiria reducir aun mas los costos de

potenciales tratamientos con BioS sobre suelos contaminados.

1.2.2. Estrategia de bioaumento con bacterias degradadoras de PAH y productoras de

biosurfactantes

La aplicacién de microorganismos degradadores de hidrocarburos en simultaneo
con productores de biosurfactantes brindaria una doble ventaja, donde los
biosurfactantes podrian aumentar la biodisponibilidad de los sustratos hidrofébicos y
modificar la hidrofobicidad de la membrana celular, lo que permitiria a las bacterias
degradadoras interactuar libremente con el contaminante (Megharajy col., 2011; Limy

col., 2016).

Varios investigadores han implementado la estrategia de biorremediacién
mediante el bioaumento con cepas del género Pseudomonas degradadoras de
hidrocarburos en conjunto con cepas productoras de BioS del mismo género (Providenti
y col., 1995; Dean y col., 2001; Kumar y col., 2006). Providenti y col. (1995), estudiaron
el efecto de la inoculacidn de las dos cepas especializadas tanto en sistemas batch de
suelo pristino contaminado artificialmente con fenantreno como en sistemas de suelo
crénicamente contaminado con creosota. En el primer suelo, se observé menor o nula
degradacion con respecto al control. En el suelo contaminado con creosota, la co-
inoculacién con ambas cepas presentd el mayor porcentaje de mineralizacién de
fenantreno. Dean y col. (2001) trabajaron sobre un suelo estéril contaminado
artificialmente con fenantreno y evaluaron el efecto de la co-inoculacién de una cepa
productora de BioS con dos cepas distintas degradadoras de hidrocarburos. Se
registraron mejoras en la mineralizacion de fenantreno con una de las cepas
degradadoras, mientras que con la segunda cepa no se observaron cambios con
respecto al control. Esto sugeriria que el comensalismo entre la produccion de BioS vy la

degradacidn de hidrocarburos podria ser dependiente de la especie.

Por otra parte, Mnif y col. (2017) trabajaron con una cepa Bacillus subtilis

productora de BioS y un consorcio degradador de hidrocarburos. Observaron que la co-
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inoculacién de la cepa y el consorcio sobre sistemas batch de suelo contaminado
artificialmente con diésel logré estimular la degradacion de los hidrocarburos, sin
mostrar diferencias significativas con un tratamiento en paralelo inoculado con el

consorcio y tratado con el BioS purificado.

La estrategia de bioaumento, donde se inoculan poblaciones altamente
concentradas y especializadas (cepas puras o consorcios microbianos) en el suelo
contaminado, conlleva desafios a la hora de su aplicacion, incluyendo: la identificacién
y cultivo de las cepas mds apropiadas; la cosecha de sus células o extractos enzimaticos;
la liberacién de estos productos al medio ambiente; y la posterior manipulacién del
entorno para promover la supervivencia, el crecimiento y la expresion de las actividades

deseadas (Burns y col., 2013).

Desde una perspectiva ecoldgica el bioaumento resulta una aplicacion practica
del fendmeno de invasion (Festa, 2016). Segun Mallon y col. (2015b) la invasién de un
microorganismo a una comunidad consiste en un proceso de tres etapas: introduccion,
establecimiento, crecimiento y propagacién e impacto. En el caso del bioaumento, la
introduccidn ocurriria durante la inoculacion de los microorganismos especializados
utilizados en el tratamiento. Los factores abidticos como el pH, temperatura y salinidad,
representan la primera barrera que deben superar los invasores. Su habilidad de resistir
a las condiciones del nuevo ambiente seguido de la supervivencia ante las barreras
bidticas de los microorganismos nativos, significa la transicion hacia la segunda etapa:
el establecimiento, donde los invasores se mantienen viables. A continuacion,
dependiendo el grado en que el microorganismo pueda tener acceso a los recursos
locales, llegard a la etapa de crecimiento y propagacion. La utilizacién de los recursos
por el invasor alterard la red compleja de especies que interaccionan entre si en las
comunidades microbianas. El impacto generado puede ser neutro, beneficioso o
perjudicial. Cabe destacar que suele pasarse por alto la posibilidad de observarse un
impacto en invasiones que han fracasado debido a que durante la etapa del
establecimiento puede ocurrir, en baja medida, cierto crecimiento (Mallon y col.,

2015b).

Dentro de la resistencia bioldgica a la que se enfrenta el invasor durante la etapa

del establecimiento, Mallon y col. (2015b), a partir de fundamentos empiricos,
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expusieron que la diversidad bioldgica estd inversamente relacionada con el éxito de la
invasién. Experimentos donde se estudio el efecto de amplios gradientes de diversidad,
logrados mediante el método de dilucidn-extincién, y otros donde se utilizaron
comunidades modelo, permitieron comprobar que la riqueza y equitatividad de especies
son factores que contribuyen a la resistencia ante la invasion de comunidades
microbianas nativas. Se ha llamado a este fendmeno, el efecto de diversidad-invasion
(Mallon y col, 2015b). En comunidades con mayor riqueza de especie y mayor
equitatividad, habra mayor diversidad de capacidades de utilizacién de recursos, por lo
gue tendrian mayor resistencia a la invasién, principalmente al bloquear el acceso a los
recursos disponibles (Figura 1.6, recuadros A a C). En este contexto, un alto suministro
de recursos deberia, al menos temporalmente, desacoplar la relacion entre diversidad
e invasion debido a un cambio en la disponibilidad de recursos de baja a alta, lo que se
espera que genere una distensién en la competencia (Figura I.6, recuadros D). El invasor
estard entonces en ventaja, podra crecer y lograr una invasién exitosa incluso ante

comunidades altamente diversas (Mallon y col., 2015a).

Diversidad

Recursos

Disminucidn de recursos Alta disponibilidad de
recursos temporal

Figura 1.6. Proceso de interaccion entre la diversidad y la disponibilidad de recursos involucrado en la
resistencia a la invasion. La serie de figuras superiores sobre fondo gris claro muestra comunidades con
riqueza de especies y equitatividad creciente (hasta el recuadro (C)), con abundancia celular similar. Las
figuras inferiores sobre fondo gris oscuro indican la cantidad de recursos totales disponibles para la
comunidad (representada en negro) y la proporcidn que esta siendo consumida (en blanco). Esta imagen

fue adaptada de Mallon y col. (2015b).
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Es asi que en los intentos de contribuir al mejoramiento de los conocimientos
basicos que permitan evaluar y mejorar las tecnologias de biorremediacidn, tanto de las
estrategias SEBR como del bioaumento, no sdlo debe tenerse en cuenta el analisis del
grado de degradacion de los hidrocarburos alcanzado en el tratamiento, sino que es
fundamental el estudio de los cambios producidos en las comunidades microbianas del

sistema y su relacidn con la efectividad del proceso.
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Il. Objetivos e Hipdtesis

La biorremediacion es el proceso que aprovecha e incentiva los procesos de
biodegradacion naturales para transformar y degradar contaminantes orgdnicos. Hoy en
dia, ha demostrado ser una tecnologia costo-competitiva con respecto a otras opciones
que existen en el marco de la remediacion de suelos como lo son la extraccién quimica,
incineracion y desorcion térmica. Hasta la actualidad, sin embargo, han aparecido
diversas limitaciones al momento de la aplicacidn de las distintas estrategias. En este

contexto, se plantean como objetivos generales:

* Contribuir al mejoramiento de los conocimientos bdsicos que permitan evaluar y

mejorar las tecnologias de biorremediacion.

* Caracterizar la diversidad genética de la comunidad microbiana de suelos
crénicamente contaminados con hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) y su

respuesta a los cambios en la biodisponibilidad de los mismos.

Y como objetivos especificos:

* Estudiar el efecto del agregado de un surfactante sintético y la inoculacién de una
cepa productora de biosurfactante sobre la cinética de degradacion y desorcién de los

PAH.

* Relacionar la efectividad de los tratamientos con los cambios producidos por los
mismos sobre la diversidad genética (secuenciacion masiva de genes 16S rARN de

muestras de ADN total de suelo) de los suelos contaminados.

Las hipdtesis propuestas en el presente trabajo de tesis son:

* La biodisponibilidad de los PAH es el principal factor que limita la
degradacidon de los mismos en suelos crénicamente contaminados con
mezclas complejas de hidrocarburos.

* La aplicacién de surfactantes podria mejorar la efectividad de los procesos

de biorremediacion de suelos cronicamente contaminados con PAH.
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La adicidén de surfactantes produciria cambios en la estructura y dindmica de
la comunidad bacteriana del suelo.

La aplicacién de microorganismos degradadores de hidrocarburos en
simultaneo con productores de biosurfactantes brindaria una doble ventaja
en la mejora de la efectividad de los procesos de biorremediacién de suelos

contaminados con hidrocarburos.
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Ill. Materiales y Métodos
I1l.1. Materiales
111.1.1. Medios de cultivo

Para cada medio de cultivo se indica la composicién en g/L de agua destilada. En cada
caso se ajusto el pH hasta el valor correspondiente con solucion de NaOH o HCI 10%. Se

esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Caldo R2 y dgar R2 (R2A) (Reasoner y Geldreich, 1985)

0,5 g Extracto de levadura

0,5 g Proteosa peptona

0,5 g Hidrolizado de caseina, acido

0,5 g Glucosa

0,5 g Almidon

0,3 g Acido piravico, sal sddica

0,3 g K2HPO4

0,05 g MgS04.7H,0

El pH se ajustd a 7,2. Para obtener R2A se agrega agar agar en una proporcion de 15 g/L

al caldo de cultivo.

Caldo R3 y dgar R3 (R3A) (Reasoner y Geldreich, 1985)

1 g Extracto de levadura

1 g Proteosa peptona

1 g Acidocasamino

1 g Glucosa

1 g Almidén

0,5 g Acido Piravico

0,6 g K2HPO4

0,1 g MgS04.7H,0

El pH se ajusté a 7,2. Para obtener R3A se agrega agar agar en una proporcion de 15 g/L

al caldo de cultivo.
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Caldo Luria Bertani (LB) y dgar LB

10 g Triptona

5 g Extracto de levadura

5 g NaCl

El pH se ajusta a 7,2. Para obtener dgar LB se agrega agar agar en una proporcién de 15

g/L al caldo de cultivo.

Medio Mineral Liquido (MML) (Vecchioliy col., 1990)

5 g NaCl

1g K;HPO,

1 g (NHa)H2PO4

1 g (NH4)2S04

0,2 g MgS04

3 g KNOs

El pH se ajusté a 7,2.

111.1.2. Buffers y soluciones

Solucion fisioldgica

NaCl 0,85 % (p/v) en agua destilada.

Solucion CaCl,y NaNs para la determinacion de la fraccion biodisponible de

hidrocarburos

CaCl; 0,1 My NaN3 0,1 M.

Solucion mix de hidrocarburos policiclicos aromdticos

Se indica la composicion de la solucién en g/L de pentano (97%, Cicarelli) de una
solucion con mezcla de cuatro hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH). Se conservé

refrigerada.

0,5 g Antraceno (99%, Carlo Erba)
0,5 g Dibenzotiofeno (98%, Aldrich Chemical Company)
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1 g Fenantreno (99,5%, Carlo Erba)
0,5 g Fluoreno (99,5%, Carlo Erba)

Buffer TAE

Se indica la composicion del buffer 40X en g/L de agua destilada.

193,6 g TRIS (Cicarelli)
45,7 ml Acido acético glacial (Anedra)
14,9 g EDTA (Anedra)
El pH se ajusta a 7,4. Para preparar buffer TAE 1X, 25 ml de buffer 40X se llevan

a 1L con agua destilada.

Solucion de agarosa 1,2%

Se prepara una solucién de agarosa (GE Healthcare) 1,2% p/v en buffer TAE 1X.

Soluciones para Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (Denaturing

Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)

Las soluciones se muestran en la tabla Ill.1.

Tabla lll.1. Soluciones para la preparacion del gel desnaturalizante urea-formamida. Se indica la

composicién en 1 L de agua destilada.

Componentes Solucion 0% Solucion 80%
Acrilamida/bisacrilamida 30%, 29:1 (BIO-RAD) 20 ml 20 ml
TAE1XpH 7,4 25 ml 25 ml
Urea (Cicarelli) - 338¢g
Formamida (Appli Chem Panreac) - 320 ml

111.1.3. Otros reactivos

Triton® X-100 (ultrapuro, USB Corporation, USA): surfactante no iénico formado
por una mezcla de compuestos p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenoxipolietilenglicoles que
en promedio tienen 9,5 subunidades de etilenglicoles, con un peso molecular promedio

de 625 g/mol (Figura ll1.1).
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Figura lll.1. Estructura de Triton X-100.

Nitrofoska® (NPK): fertilizante compuesto granulado que contiene 12% de
nitrogeno, 5% de fésforo, 14% de potasio, 3,6% de calcio, 1,2% de magnesio y 6% de

azufre.

111.1.4. Muestras de suelo cronicamente contaminado

Se trabajé sobre dos suelos crénicamente contaminados denominados:

- IPK: suelo proveniente de una zona perteneciente a una planta petroquimica
aledafa a la ciudad de Ensenada. Este suelo fue utilizado en un tratamiento de
Landfarming de un barro petroquimico, el cual se llevd a cabo durante dos anos
con recargas sucesivas. Mas de 10 afos después de finalizado el tratamiento, se
tomaron las muestras que se estudiaron en el presente trabajo.

- MTC: suelo crénicamente contaminado proveniente de reservorios de la
actividad petrolera de Mendoza. En el laboratorio fue artificialmente
contaminado con cuatro PAH: fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno (95%,
Avocado Research Chemicals Ltd) disueltos en acetona (PA, Dorwil),
procedimiento que se repiti6 dos veces en un periodo de tres meses
alcanzandose concentraciones finales de 375 mg/kg, 1.196 mg/kg, 395 mg/kg y
432 mg/kg de suelo seco respectivamente. Pasados tres meses luego de la Ultima

intervencién, se tomaron las muestras que se estudiaron en el presente trabajo.

La caracterizacion de ambos suelos se muestra a continuaciéon en la Tabla I11.2.
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Tabla lll.2. Caracterizacion de los suelos estudiados.

Determinaciones IPK MTC
C.I.C. (cmolc/kg)@* 27,9 10,66
Carbono organico (C, %)® 2,20 3,63
Materia organica (MO,%) 3,78 6,26
Nitrégeno total (N, %)@ 0,2 0,21
Fésforo (P, mg/kg)® 8,33 52
C/N 11 17,3
Textura(? Franco Franco-arenoso
Arena (%) 44,4 77,8
Limo (%) 40,0 6,0
Arcilla (%)% 15,6 16,2
pH® 7,7 7,7
Conductividad eléctrica (mS/cm)® 0,63 4,03
Capacidad de retencién de agua (%)M 27,5 7,3
Hidrocarburos alifaticos identificados (mg/kg)" 224,5 118,5
PAH identificados (mg/kg)" 573,6 2.136,4

*Las determinaciones (a) a (f) fueron realizadas en el Laboratorio de Edafologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata.

@Capacidad de intercambio catidnico; método con acetato de amonio N pH 7, evaluacién por destilacién.
b)Método de Walkey-Black modificado.

MO (%)=1,72 x C (%)

Djgestién humeda, evaluacién por método Microkjeldahl.

©Método BrayKurtz N° 1.

"Densimetria, método Bouyucus.

&'Método de Seccidn 111.2.1.

MMétodo de Seccion 111.2.2.

cG - FID, seccidn 111.2.7.3
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I11.1.5. Cepas bacterianas

Bacillus subtilis NCIB 3610: cepa de Bacillus subtilis proporcionada por el Dr
Roberto Grau, investigador de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Rosario (UNR), Santa Fé, Argentina. Tiene la capacidad de
producir el surfactante surfactina, de naturaleza lipopeptidica, que interviene en la
formacidn biofilms y en su movilizacién sobre superficies (Kearns y col., 2003; McLoon y
col., 2011). Son bacilos Gram positivos que en medio R3A desarrollan colonias blancas

grandes de aspecto mucoso. En el presente trabajo se la nombrara como B srf+.

Bacillus subtilis NCIB 3610 srf: cepa mutante de Bacillus subtilis NCIB 3610
(Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR) también proporcionada por el
Dr Roberto Grau. Esta cepa tiene una delecion en el primer gen del operdn que codifica
para surfactina, con una insercion de un gen de resistencia a cloranfenicol, por lo que
no produce el biosurfactante y es resistente a dicho antibidtico (5 pg/ml). En el presente

trabajo se la nombrara como B srf-.

Sphingobium sp. AM: cepa aislada de un consorcio bacteriano degradador de
fenantreno aislado de un suelo crénicamente contaminado proveniente de una zona
aledafia a la ciudad de La Plata (Festa y col., 2013). Son bacilos Gram negativos cuyo
desarrollo en medio R3A genera colonias pequefias, amarillas y de contorno definido.
Esta cepa posee la capacidad de degradar fluoreno, fenantreno y antraceno in vitro.
Adicionalmente, se ha visto que su inoculacion en un suelo pristino contaminado
artificialmente con fenantreno produjo un efecto estimulatorio sobre la eliminacién del

mismo (Festay col., 2016).
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I1.2. Meétodos

111.2.1. Determinacion de pH y conductividad eléctrica en suelo

Para la determinaciéon de estas medidas se mezclaron 5 g de suelo con 5 ml de
agua bidestilada y se agitaron durante 1 h a 240 rpm (Mora y col., 2014). Luego de
reposar durante 10 minutos, se realizaron las lecturas con los electrodos
correspondientes. Para la medida de pH se utilizé el electrodo de vidrio A1131B (Adwa
AD8000), que fue calibrado previamente con los buffers comerciales Adwa de pH 4,7y
10. Para la medida de conductividad eléctrica (CE) se utilizé el electrodo A76309 (Adwa

AD8000), que fue calibrado con la solucién comercial de 1.413 uS/cm.

111.2.2. Determinacion de la capacidad de retencion de agua

En primer lugar se secd el suelo a ensayar hasta peso constante en estufa de 105
°Cy se pesaron 100 g. Se armé un sistema formado por una columna plastica con uno
de sus extremos tapado con gasa (asegurada con una bandita eldstica) y se registré su
peso. Los 100 g de suelo seco se colocaron en el interior de la columna y se volvid a pesar
el sistema. Se agregd agua sobre el suelo hasta observar que se acumulaba en la
superficie y se dejoé escurrir por 24 hs. Al cabo de ese tiempo, se registré el peso del
sistema y por diferencia se determind la capacidad de retencién de agua (en inglés,
Water holding capacity, WHC) como g de agua retenidos por 100 g de suelo seco, en

porcentaje.

111.2.3. Determinacion de la concentracion micelar critica de un surfactante en la fase

acuosa de un suelo

La determinacién de la concentracién micelar critica (CMC) de un surfactante en
la fase acuosa de los suelos se llevd a cabo mediante la medida de la tensidn superficial
(TS) de suspensiones acuosas del suelo para diferentes concentraciones del surfactante.

Las medidas de TS fueron realizadas con la colaboracion de la Dra Marisa Viera. El
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protocolo seguido se basdé en el utilizado por Bueno-Montes y col. (2011). En
erlenmeyers de 250 ml de capacidad, se armaron sistemas por triplicado con 2,8 g de
suelo himedo y 70 ml de solucion acuosa del surfactante en concentraciones crecientes.
Se incubaron por 24 hs en agitacion, a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron a
4.000 rpm por 10 minutos en falcon de 50 ml y se determind la tension superficial de los
sobrenadantes obtenidos utilizando el tensiometro de anillo de Du Nouy (F.B.R.,
Argentina). Los resultados obtenidos de tension superficial se graficaron en funcién del
logaritmo en base 10 de la concentracion conocida del surfactante. La CMC en la fase

acuosa del suelo corresponde al punto de inflexién de la curva (cambio de pendiente).

111.2.4. Caracterizaciéon de cepas utilizadas en el bioaumento

Este ensayo se realizé en frascos de vidrio estériles de 120 ml de capacidad. Se
prepard una solucién de fenantreno en acetona de 10 mg/ml. Sobre cada frasco se

adiciond 1 ml de dicha solucién y se dejé evaporar el solvente bajo campana.
En triplicados, se agregaron 50 ml de MML estéril en las siguientes condiciones:

- Sin agregado de peptona.
- Con 0,3% p/v de peptona.
- Con 0,5% p/v de peptona.

Cada sistema contuvo de esta manera, 200 mg/L de fenantreno.

Finalmente, por triplicado, los sistemas fueron inoculados de la siguiente

manera:

- Inoculacién con la cepa Sphingobium sp AM en 10° UFC/ml.
- Inoculacién con la cepa B srf+ en 10° UFC/ml.

- Inoculacién con la B srf- en 10° UFC/ml.

- Inoculacion con la cepa AM y B srf+ en 10° UFC/ml cada una.

- Inoculacién con la cepa AM y B srf- en 10° UFC/ml cada una.

Las cepas puras habian sido previamente incubadas en caldo R3 por 24 hs; en el

caso de la cepa mutante, el medio de cultivo fue suplementado con 5 pg/ml de
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cloranfenicol a modo de presidn de seleccién. Antes de ser inoculadas, se realizaron dos

lavados con solucién fisioldgica.

En paralelo, se realizaron controles por triplicado sin inocular para evaluar la
pérdida abidtica del PAH. Los sistemas se incubaron por 7 dias en agitacion (150 rpm) a

28 °C.

11.2.4.1. Presencia/ausencia de desarrollo de colonias caracteristicas en R3A

Se realizaron diluciones seriadas 1/10 de los cultivos y las mismas se esparcieron
por duplicado en placas de medio R3A (formulacién detallada en 11l.1.1) con una
espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron a 24 + 2 °C y se observaron las colonias,

diferenciandolas por sus caracteristicas macroscopicas.

11.2.4.2. Determinacion de tension superficial

Los cultivos fueron filtrados por membranas de 0,45 um de poro mediante el
sistema kitasato/embudo buchner y sobre el filtrado se midié la TS con un tensiometro

de anillo de Du Nouy.

11.2.4.3. Determinacion de fenantreno remanente

Sobre el volumen total del cultivo (50 ml) se realizé la extraccidon exhaustiva de
fenantreno con 10 ml de acetato de etilo (PA, Cicarelli). Los sistemas se agitaron
vigorosamente durante 30 min y las fases acuosa y organica se separaron en ampolla de
decantacién. El procedimiento se realizé tres veces y se juntaron los tres extractos,
registrando el volumen recuperado. Una alicuota se filtré6 por membrana de nylon de
0,45 um de poro y se analizé mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
en fase reversa utilizando un cromatégrafo Waters® con una columna Symmetry
Waters® C18 (15 cm, 4,6 mmi.d., tamafio de perla 5 mm, tamafio de poro 100 A) con un
gradiente lineal metanol:acido fosférico (20:80 hasta los 15 minutos de corrida, 5:95

durante 2 minutos y posteriormente 20:80 hasta llegar a los 19 minutos de corrida) y un
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flujo de 1ml/min (Coppotelli y col., 2010). Los espectros de absorcion al UV (250,9 nm)
se obtuvieron utilizando un detector 2996 fotodiodos (Waters®) y se analizaron con el

software Empower.

111.2.5. Armado de microcosmos de suelo IPK

111.2.5.1. Tratamiento con la CMC de Triton X-100

Se prepararon microcosmos consistentes en 60 g de suelo IPK tamizado (malla
de 2 mm de poro) contenidos en frascos de vidrio de 250 ml de capacidad. Se llevo a
cabo el tratamiento con el surfactante Triton X-100 a la CMC ya determinada en este
suelo: 26 mg/g de suelo seco. Dicho surfactante fue agregado en solucidon acuosa en
sistemas por triplicado, llegando a 22 + 2% de humedad (60% WHC). En paralelo, se
armaron tres controles sin tratamiento, los cuales se llevaron al mismo porcentaje de
humedad mediante el agregado de un volumen de agua equivalente al suplementado

con el surfactante.

Los microcosmos se incubaron a 24 + 2 °C, corrigiendo la humedad al 22 + 2%
cuando fuera necesario, durante 30 dias. Los sistemas fueron removidos semanalmente

de forma de favorecer su aireacion.

111.2.5.2. Tratamiento con la CMC y dosis sub-CMC de Triton X-100

Se armaron microcosmos consistentes en 500 g de suelo IPK tamizado (malla de
2 mm de poro) contenidos en frascos de vidrio de 1 kg de capacidad. Fueron preparados

en triplicados en cuatro condiciones diferentes:

- C:sin surfactante, como control de la atenuacién natural.

- T-A: con Triton X-100 suplementado en 11 mg/g de suelo seco.
- T-B: con Triton X-100 en 14 mg/g de suelo seco.

- T-CMC: con Triton X-100 a la CMC, 26 mg/g de suelo seco.

El surfactante fue agregado en solucion acuosa y el mismo volumen de agua

destilada fue adicionado a los microcosmos control para normalizar el contenido de
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humedad. Fueron incubados a 24 + 2 °C por 84 dias corrigiendo la humedad al 22 £ 2%
cuando fuera necesario. Los sistemas fueron removidos semanalmente de forma de

favorecer su aireacion.

111.2.6. Armado de microcosmos de suelo pristino (P)

Se prepararon microcosmos consistentes en 100 g de suelo pristino tamizado
(malla de 2 mm de poro) contenidos en frascos de vidrio de 250 ml de capacidad. Fueron

armados en simplificado, en tres condiciones:

- P:suelo control.
- PF: contaminado artificialmente con 800 mg/kg de fenantreno.
- PTF: contaminado artificialmente con 800 mg/kg de fenantreno y tratado con 26

mg/g de Triton X-100.

Estos sistemas fueron utilizados para estudiar el impacto del Triton X-100 sobre
las matrices de excitacion-emision de fluorescencia (Seccién 111.2.8.5) y sobre los perfiles
de bandas de DGGE (Seccidn 111.2.8.12), como comparacion con los efectos estudiados
sobre suelos crénicamente contaminados. Fueron incubados a 24 + 2 °C por 30 dias

corrigiendo la humedad al 22 + 2% cuando fuera necesario.

111.2.7. Armado de microcosmos de suelo MTC

De la misma manera que para el suelo IPK, los microcosmos se armaron en

frascos de vidrio de 1 kg de capacidad conteniendo 500 g de suelo.

1.2.7.1. Tratamiento con la CMC de Triton X-100

Aligual que enlaSeccién 111.2.5.1, se prepard una solucidn acuosa del surfactante
y se agrego sobre los microcosmos de forma tal de alcanzar la CMC en la fase acuosa de
este suelo: 15 mg/g de suelo seco, logrando ademas una humedad de 4 + 1%. Este

porcentaje de humedad corresponde al 60% de su WHC.
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El tratamiento se llevd a cabo sobre 6 microcosmos, 3 de los cuales fueron
inoculados con la cepa Sphingobium sp AM como se describe a continuacion (Seccién

[11.2.6.2). Los otros 3 sistemas se denominaron m-T.

11.2.7.2. Microcosmos inoculados

Para la preparacién de los indculos, las cepas Sphingobium sp AM, Bacillus
subtilis NCIB3610 y NCIB3610 srf- fueron incubadas durante 24 hs en caldo R3,a 28 °Cy
150 rpm. Los cultivos fueron centrifugados y lavados con solucién fisiolégica para luego
resuspenderse en agua destilada. La inoculacion fue realizada con pipeta distribuyendo
la suspension gota a gota sobre la superficie de la fracciéon de suelo dispuesta en los

frascos. Luego se mezcld con espatula.
Los microcosmos fueron inoculados, por triplicado, de la siguiente manera:

- m-AM: inoculado con 1x108 UFC/g de suelo seco de la cepa Sphingobium sp. AM.

- m-B srf+: inoculado con 1x108 UFC/g de suelo seco de la cepa Bacillus subtilis
NCIB 3610.

- m-B srf-: inoculado con 1x10® UFC/g de suelo seco de la cepa Bacillus subtilis
NCIB 3610 srf-.

- m-AM+B srf+: inoculado con 0,5x10% UFC/g de suelo seco de cada una de las
cepas Sphingobium sp. AM vy Bacillus subtilis NCIB 3610.

- m-AM+B srf-: inoculado con 0,5x10% UFC/g de suelo seco de cada una de las
cepas Sphingobium sp. AM vy Bacillus subtilis NCIB 3610 srf-.

- m-AM/T: previamente tratado con la CMC de Triton X-100 e inoculado con 1x102

UFC/g de suelo seco de la cepa Sphingobium sp. AM.

En paralelo, se dispuso de tres microcosmos sin indculo ni surfactante como
control (m-C), sobre los cuales se agregd un volumen de agua destilada equivalente al

agregado en los otros tratamientos para normalizar el contenido de humedad en 4 + 1%.

Todos los sistemas fueron incubados a 24 + 2 °C por 6 meses corrigiendo la
humedad al 4 + 1% cuando fuera necesario. Los sistemas fueron removidos

semanalmente de forma de favorecer su aireacion.
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1.2.7.3. Tratamiento de los microcosmos con fertilizante

Al cabo de 6 meses de incubacidn, todos los microcosmos fueron tratados con
NPK: se afiadieron al suelo 12,8 g/kg de suelo seco del fertilizante, llevando la relacion
C/N/P de 100/6/0,1 a 100/10/2. Volvieron a incubarse por otros 30 dias a 24 + 2 °C
corrigiendo la humedad al 4 * 1% cuando fuera necesario y removiéndose

semanalmente.

111.2.8. Monitoreo de los microcosmos durante el periodo de incubacion

Tanto para los microcosmos con IPK como MTC, se tomaron muestras para los
ensayos de seguimiento al 1¢ dia de incubacién, cada 7 dias durante los primeros 28
dias y luego a los dias 42, 63 y 84 dias. En el caso de MTC, también se tomaron muestras

a los 6 meses de incubacidn y un mes después del agregado de la Nitrofoska®.

111.2.8.1. Determinacion del porcentaje de humedad

Aproximadamente 5 g de suelo himedo se pesaron sobre la base de una placa
de Petriy se llevaron a una estufa a 105 + 5 °C hasta alcanzar peso constante. Luego de
dejar enfriar en desecador, se registro el peso de la placa para calcular el porcentaje de

humedad por diferencia con el peso del suelo humedo. Esta medida se expresé como %

p/p (%H).

111.2.8.2. Determinacion de tension superficial en suspensiones de suelo

El protocolo utilizado se basé en la determinacion de la CMC descripta
anteriormente en la Seccidn I11.2.3. Se resuspendieron 2,8 g de suelo en 70 ml de agua
destilada en erlenmeyer de 250 mly se incubaron por 24 hs en agitacién, a temperatura
ambiente. Luego se centrifugaron a 4.000 rpm por 10 minutos en falcon de 50 ml y se
determind la TS de los sobrenadantes obtenidos utilizando el tensiodmetro de anillo de

Du Nouy.
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111.2.8.3. Determinacion de la concentracion de hidrocarburos

Inicialmente, 5 g de suelo se mezclaron con 5 g de Na;SO4 anhidro. Luego se
procedid con la extraccion de hidrocarburos totales (HC) por mezcla de solventes
organicos agregando un volumen de 15 ml de diclorometano:acetona 1:1 (v/v) de
calidad cromatografica (Sintorgan) (Mora y col., 2014) y sonicando 1 h (ultrasonicador
TestLab, 400W, 40KhZ), de acuerdo al método EPA SW-846 3550C. Los sistemas fueron
centrifugados a 3.000 rpm por 10 min (Presvac model DCS-16 RV). Este procedimiento
se realizd tres veces, recolectando los tres sobrenadantes en un mismo frasco caramelo
de aproximadamente 70 ml y se dejé evaporar. El extracto fue resuspendido en 1 ml de
diclorometano (o hexano -LiChrosolov®- en las muestras de MTC), sonicado por 5-10

min y filtrado por membrana de nylon de 0,45 um de poro.

En el caso de las muestras de IPK, se agregaron los estdndares internos
dibenzotiofeno y hexadecano, corrigiendo variaciones minimas del volumen de

inyeccion.

A continuacidn, 2 ul de cada muestra se inyectaron en un cromatdgrafo gaseoso
Clarus 500 (Perkin Elmer) equipado con una columna PE-5HT (30 m x 0,25 mm x 0,10
um) y acoplado a un detector de ionizacion de Ilama (GC-FID).Se analizaron con el
programa de temperatura utilizado por Morelli y col. (2005). Este consistié en
temperaturas del puerto de inyeccion a 280 °C y del detector a 300 °C que se
mantuvieron constantes durante la corrida; temperatura inicial del horno a 50 °C, que
se mantuvo por 4 min seguida de un aumento en una primera rampa hasta 150 °Ca 4
°C por min, una segunda rampa hasta 280 °C a 10 °C por min y una tercera rampa hasta
300 °C a 15 °C por min; finalmente una extensiéon de 12 minutos manteniendo la ultima

temperatura alcanzada.

La identificacion de cada hidrocarburo se realizo a partir de patrones comerciales
de concentracion conocida tanto de PAH como de hidrocarburos alifaticos (HAf) (Restek,
NJEPH Aromatic Frac. Check Mix y 610 PAH Calibration Mix A). En MTC, la cuantificacion
de los hidrocarburos se basé en curvas de calibracién de los mismos patrones. En IPK, la
cuantificacion se calculd relativa a las areas de los estandares internos afiadidos sobre

las muestras previamente a la inyeccidn.
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111.2.8.4. Determinacion de la concentracion de la fraccion sorbida de

hidrocarburos policiclicos aromaticos

Esta determinacion se realizd mediante una variacién del método utilizado por
Northcott y col. (2001), basado en la adsorcién de hidrocarburos solubles sobre la resina
Amberlite XAD-2 (20-60 mesh, Sigma Aldrich). Se pesaron 2 g de XAD-2 y se colocaron
en una malla metalica cerrada (260 um) de forma cilindrica. Sobre un tubo de vidrio de
centrifuga (120 ml de capacidad) se colocaron 3 g de suelo y se agregaron 30 ml de una
solucién 0,01 M CaCl,/0,01 M NaNs (CaCl; se agregd para prevenir la dispersién de
particulas de arcilla del suelo, mientras que NaNsz actué como inhibidor de la actividad
bacteriana). La malla cilindrica fue colocada dentro del tubo con la suspensién del suelo,
el tubo fue sellado e incubado a temperatura ambiente en agitacién (150 rpm) por 7
dias (Figura I1l.2). Al cabo de este tiempo, el cilindro fue retirado y el sistema suelo-fase
acuosa fue secado por vacio (Liofilizador L-3, provisto por RIFICOR). Finalmente, sobre
el suelo liofilizado, se realizé la extraccidn exhaustiva de hidrocarburos descripta en el
inciso anterior (l1.2.7.3) para determinar la fraccién sorbida al suelo de dichos

contaminantes.

Malla metalica con
resina XAD-2

. Solucién acuosa
v
con NaNs y CaCl,

Suelo

Figura lll.2. Esquema y fotografia del sistema utilizado para la determinacion de la fraccién de PAH

sorbida al suelo.

111.2.8.5. Matrices de excitacion-emision de fluorescencia de suelo

Las matrices de excitacion-emisién de fluorescencia (MEEF) se determinaron

sobre extractos alcalinos de suelo. Para obtener dichos extractos, se mezcld, por
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microcosmos, 1 g de suelo de cada triplicado (obteniendo un pool de 3 g en total) con
15 ml de NaOH 0,1 M, agitando por vortex. Luego se ajusté el pH en 10 £ 0,5 y se agitd
durante 1 h (150 rpm). Una vez transcurrido el tiempo de agitacion se verificd que el pH
no hubiera variado. En los casos donde se observé cambios en los valores de pH,
nuevamente se ajusto en 10 £ 0,5 y se repitid el procedimiento. Finalmente se separé el
sobrenadante centrifugando durante 10 min a 5.000 rpm, se filtré utilizando en primer
lugar papel de filtro Whatman n°41 y luego utilizando membrana de nylon de 0,45 um.
Una vez obtenido el extracto alcalino, se ajustd el pH en 7 y se filtré a través de
membrana de nylon de 0,45 um para realizar los analisis posteriores (David Gara y col.,

2011).

Se prosiguid con la determinacidon del espectro de absorbancia para cada
extracto entre 200 y 800 nm, medido en un espectofotdmetro UV-Visible T60 (PG

Instruments).

Para medir las MEEF, la absorbancia a 550 nm de los extractos alcalinos se ajusté
en 0,05 (Birdwell y Engel, 2010) de forma de normalizar las muestras. Los espectros de
fluorescencia se realizaron utilizando un espectrofluorometro Near-IR Fluorolog-3
Research Spectrofluorometer, midiendo la emisidn entre 260 a 650 nm. Las MEEF se
generaron a partir de espectros de emisién obtenidos incrementando cada 5 nm la
longitud de onda de excitacién, desde 240 hasta 580 nm (Bosio y col., 2008).
Adicionalmente a las medidas de MEEF sobre extractos de suelo, estas determinaciones

se hicieron sobre las siguientes soluciones acuosas:

= Solucién saturada (25 °C) de fenantreno, diluida 1/1.000.
= Solucién con 0,02 mg/ml de Triton X-100.

= Solucién saturada de los 16 PAH prioritarios.

Para obtener mayor informacién sobre las matrices se realizd un analisis
PARAFAC (“Parallel Factor”) que nos permitid estimar el niumero de fluoréforos
presentes y su concentracion relativa, asi como los espectros de emisidn y excitacion de
éstos. El andlisis informatico fue realizado por el Dr. Pedro M. David Gara, quien
colabord en la interpretacién de los resultados. Se utilizd el programa MATLAB 7.7
(Mathworks, Natick, MA) aplicando PLS_Toolboxversion 4.0 (EigenvectorResearch,

Manson, WA). La determinacién del ndmero correcto de los componentes en el
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conjunto de datos se evalué mediante la puntuacion del “diagndstico de consistencia de
nucleo” (Core Consistency Diagnostic) que debe estar cerca del 100 % si el modelo es
adecuado. El nimero de componentes se validd por inspeccidn visual de los pardmetros
estimados y el diagndstico de modelos adicionales. Se usaron varios pasos de pre-
procesamiento para minimizar la influencia de las lineas de dispersién, restando a cada
muestra la matriz del agua. Ademas, se asigné valor cero a las emisiones por debajo de
la longitud de onda de excitacién, ya que esta situacidon es fisicoquimicamente

imposible.

111.2.8.6. Recuento de bacterias heterdtrofas cultivables en R2A

Inicialmente, se pesaron 10 g del suelo a ensayar y se resuspendieron en 90 ml
de solucion fisiolégica estéril. Estos sistemas se incubaron en agitacion (150 rpm)
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego de 10 min de reposo, se realizaron
diluciones seriadas 1/10 del sobrenadante en solucion fisiolégica. Una alicuota de 100
ul de dichas diluciones, por duplicado, se esparciéo en placas de R2A (formulacién
detallada en la Seccion 111.1.1) con ayuda de espatula de Drigalsky y se incubaron a 24 +
2°C durante 7 dias. Al cabo de este tiempo, se contaron las colonias y se calculd el
numero de unidades formadoras de colonias por g de suelo seco (UFC/g de suelo seco)

a partir de la placa que hubiera desarrollado entre 30 y 300 colonias.

111.2.8.7. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de PAH

Para el recuento de esta poblacion de bacterias se utilizé la técnica del numero
mas probable (NMP) en placas de 96 pocillos (Wrenn y Venosa, 1996). Como sustrato
selectivo de crecimiento, se utilizé la mix de PAH detallada en la Seccién 111.1.2,
conteniendo antraceno, dibenzotiofeno, fenantreno y fluoreno en pentano. Un volumen
de 20 ul de dicha mix se dispuso sobre cada pocillo y se dejé evaporar el solvente. Luego,
en cada pocillo se agregaron 180 ul de MML estéril. La placa fue inoculada agregando
20 pl de cada dilucion por columna de 8 pocillos. Se utilizaron las diluciones seriadas
preparadas en el inciso anterior. Las placas se incubaron a 24 + 2°C durante 21 dias vy al

cabo de este tiempo se registraron como pocillos positivos aquellos que presentaron
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coloraciéon en tonos naranja, amarillos, ocres o rosados debida a la presencia de
productos de oxidacidn parcial de los PAH. Se calculé el NMP/g de suelo seco utilizando

el programa GW-BASIC 3.22.

111.2.8.8. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de hidrocarburos

alifaticos

Este recuento también se realizd por la técnica del NMP, pero se llevd a cabo en
tubos de ensayo conteniendo 5 ml de MML estéril suplementado con hexadecano (99%,
Sigma) como sustrato, aproximadamente 20 pl por tubo. Las diluciones seriadas se
inocularon por quintuplicado, en volimenes de 100 ul por tubo. Se incubaron a 24 + 2°C
durante 21 dias y al cabo de este tiempo se registraron como tubos positivos aquellos
que presentaron turbidez. Se calculé el NMP/g de suelo seco utilizando el programa GW-

BASIC 3.22.

111.2.8.9. Extraccion de ADN total del suelo

El ADN total de las muestras de suelo fue extraido y purificado a partir de 1 g de
suelo utilizando el Kit comercial E.Z.N.A TM Soil DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA,

USA). El primer paso del kit, correspondiente a la ruptura de células, se repitié 3 veces.

111.2.8.10. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

Se analizdé el potencial degradador de las comunidades bacterianas de los
microcosmos en estudio mediante la cuantificacidén del gen funcional que codifica para
la subunidad alfa de enzimas dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromatico de bacterias
Gram negativas (PAH-RHDa GN), que actuan en los primeros pasos de la degradacién

aerdbica de PAH.

Adicionalmente, dicha cuantificacidn se normalizdé con el nimero de copias del
gen constitutivo 16S rARN, que al estar presente en todas las bacterias proporciona
informacién sobre la dinamica de la comunidad bacteriana total de los sistemas

analizados.
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La cuantificacidn se llevd a cabo en base a curvas de calibracion realizadas a partir
de diluciones de pldsmidos que contenian como inserto el gen target; se graficaron los
valores de Ct (ciclo umbral, del inglés cycle threshold) en funcién del logaritmo del
numero de copias por pl. Por cada reaccidon de amplificacién realizada, se calculé la curva

del gen correspondiente.

Los plasmidos fueron clonados y purificados (Lillis y col., 2010) por la Dra. Laura
Maduefio en el Laboratorio de Biorremediaciéon de Suelos contaminados con
Hidrocarburos del CINDEFI, UNLP-CONICET, La Plata, Argentina. Brevemente, productos
PCR de los genes a cuantificar se clonaron utilizando el vector pGEM-T Easy vector (3015
pb) y el vector recombinante obtenido se purificé con Qiaprep miniprep kit (Qiagen). Se
comprobd la presencia del producto PCR ligado al vector utilizando los mismos
cebadores utilizados para generar el producto PCR en el paso inicial. La especificidad y
numero de bases del producto PCR se evidencioé por secuenciacion (Macrogen). El vector
recombinante se cuantificd con Nanodrop TM (Thermo Scientific) y el nimero de copias
de cada gen por pul se calculd usando el tamafo del pldsmido recombinante y un
promedio de masa molecular de 650 Da por par de nucledtidos con la siguiente férmula:

[ng/ul] x 6,022 x 1023
(longitud del inserto en pb 4+ 3015) X 10° X 650

N° copias/pul =

Las reacciones se realizaron en el termociclador gTOWER 2.2™ Analytic Jena
(CINDEFI, Argentina). La tabla Ill.3 muestra los primers seleccionados para cada
determinacién y su referencia correspondiente. Los primers 16S rARN amplifican
fragmentos de 337 pb, y PAH-RHDa GN de 305 pb. Los ensayos de real time PCR se
realizaron en un volumen de reaccion de 10 pL conteniendo 2X SYBR Green PCR Master
Mix™ (Promega), 0,4 uM de cada primer, 0,3 g/L de seroalbimina bovina (BSA) y 2 ul
de ADN molde o agua milliQ (control negativo). Los programas de PCR respectivos a cada

gen target se muestran en la tabla lll.4.
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Tabla lil.3. Primers utilizados para la determinacién del nimero de copias de los genes target.

Genes target Primers (Eurofinsmwg|operon)

16S rARN 1055F: 5’-ATGGCTGTCGTCAGCT-3’
1392R: 5’-AACGCGAAGAACCTTAC-3’
Ref: Harms y col., 2003,

Subunidad a de PAH-RHDAGNF: 5'-GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-3'
dioxigenasas PAH-RHD de  p 1y pHDGNR: 5-AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT-3"
bacterias GN

Ref: Cebrony col., 2008.

Tabla lll.4. Programas de PCR utilizados en la cuantificacion de los genes 16S rARN y codificantes para la
subunidad a de las dioxigenasas PAH-RHD GN. El ultimo ciclo corresponde a la curva de melting, que

permite evaluar la pureza de los amplicones.

Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 5 min 1 ciclo
95 °C 30seg |
53 °C 16S rARN/57 °C PAH-RHDa. GN 30 seg > 40 ciclos 165 rARN
50 ciclos PAH-RHDaGN
72 °C 30 seg )
72 °C 7 min 1 ciclo
95 °C 1 min )
1 ciclo (curva de
53 °C/57 °C 30 seg r
melting)
95 °C 30 seg J

La pureza de los amplicones se verificd en base a las curvas de melting
correspondientes y por la presencia de una Unica banda del peso molecular esperado en
corridas electroforéticas en gel de agarosa al 1,2 % (p/v) revelado con bromuro de etidio
(10 mg/ml); los productos de amplificacion se visualizaron en un transiluminador UV
(National Labnet Company, Modelo TM-26). Se descarté la presencia de inhibidores
analizando en paralelo las muestras diluidas y concentradas y obteniendo la misma

cuantificacion en ambas.

Los resultados se expresaron como n° de copias/g de suelo seco para el gen 16S

rARN y como la relacion PAH-RHDa GN/16S rARN.
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111.2.8.11. Analisis de secuenciacion masiva

11.2.8.11.1.  Analisis de pirosecuenciacion de muestras de IPK

El andlisis de secuenciacion masiva de las muestras de IPK se realizd por
pirosecuenciacion del ADN total de suelo correspondiente a los dias 1, 14 y 63 de
incubacién de los cuatro microcosmos (C, T-A, T-B y T-CMC). El proceso se llevé a cabo
en el laboratorio de investigacion molecular MR DNA (Shallowater, TX), basado en

protocolos establecidos y validados (http://www.mrdnalab.com/).

Se realizé una amplificacién por PCR sobre la muestra de ADN total de suelo para
obtener un fragmento de 568 pb del gen 16S rARN conteniendo las regiones V3 y V4. Se
utilizaron primers universales para bacterias, modificados con un cddigo de barras. Los
primers utilizados fueron 341Fbac (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) (Muyzer y col., 1993)
y 909R (5’-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT-3’) (Tamaki y col., 2011). La reaccion de PCR se
llevé a cabo utilizando HotStar Taq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, CA) por
duplicado en un volumen de master mix de 20 ul, bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo
de 94°C por 3 minutos, seguido de 28 ciclos a 94°C por 30 segundos; 53°C por 40
segundos y 72°C por 1 minuto; una extensiéon final a 722C durante 5 minutos.
Posteriormente a la realizacion de la reaccién de PCR, los amplicones obtenidos de las
diferentes muestras se mezclaron en concentraciones iguales y luego se purificaron
utilizando Agencourt Ampure beads (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). La
muestra se secuencié utilizando los instrumentos y reactivos de Roche 454 FLX titanium

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los datos de secuenciacion generados por el procesamiento de alto rendimiento
se analizaron utilizando un pipeline desarrollado en el laboratorio de investigaciéon
molecular MrDNA. Se eliminaron en primer lugar los cédigos de barras y los primers de
las secuencias obtenidas. Posteriormente se eliminaron aquellas secuencias cortas <200
pb con bases ambiguas y las secuencias con homopolimeros mayores a 6 pb. Se eliminé
el ruido de las secuencias y las quimeras utilizando un software personalizado (Dowd y

col.,, 2008a, 2008b) y el software B2C2 Black Box ChimeraCheck (disponible en
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http://www.researchandtesting.com/B2C2.html). Se chequed la alta calidad de las

secuencias basandose en el criterio utilizado por RDP versién 9 (Cole y col., 2009).

Los datos de secuenciacion se agruparon en Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTU) con un 3% de divergencia utilizando uClust version v1.2.22. Los
OTU se clasificaron taxonédmicamente utilizando el algoritmo BLASTn.NET (Dowd y col.,
2005) contra una base de datos de alta calidad de secuencias del gen 16S rARN derivada
de Green Genes (version 10-2011) (Edgar, 2010). Los resultados se compilaron y se

validaron utilizando métodos taxondmicos basados en distancias (Dowd y col., 2008b).

La taxonomia se definid en base a los siguientes porcentajes: >97%, especie;
entre 97% vy 95%, género sin clasificar; entre 95% y 90%, familia sin clasificar ; entre 90%
y 85%, orden sin clasificar; entre 85% y 80%, clase sin clasificar; entre 80% y 77%, filo sin

clasificar; <77%, sin clasificar.

Para el analisis estadistico de los datos se calcularon los nimeros de Hill, familia
de numeros descriptos por Mark Hill (Hill, 1973) como un concepto unificado de
diversidad que considera tanto el nimero de especies como los pesos diferentes de las
especies en base a su abundancia relativa (Kang y col., 2016). La expresién generalizada

de esta serie de nimeros se muestra en la Ecuacion 1.1 (Chao y col., 2010).

qD=(zS:p?>

i=1

1/(1-q)

Ecuacion lll.1. Ecuacion que representa la familia de los nimeros de Hill, donde S corresponde a las
especies presentes, pia la abundancia relativa de la especie i y g es llamado el ‘orden’ de la medida de

diversidad.

“u_ n

Los numeros de Hill se definen por el orden g#1 (D), donde el pardmetro “q
determina la sensibilidad de la medida a las abundancias relativas. De esta forma, la
determinaciéon del niumero cuando g > 1 es completamente sensible a la abundancia de
especies, cuando 0 £ g< 1 es muy sensible a las especies raras y cuando g tiende a 1
pondera todas las especies seguin su frecuencia sin favorecer a las mas comunes ni

tampoco a las raras (Chiu y col., 2014).
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Los estimadores mas utilizados corresponden a °D, D y 2D. Cuando g=0, las
abundancias individuales de las especies no contribuyen y se obtiene la riqueza de
especies, que fue estimada a partir del indice de Chaol corregido (Chaol-bc) como
muestra la Ecuacion 1.2 (Hughes y col., 2001).

fix(fi—1
2x(f+1)

n—1
Schao1 =Sobs+( n )X

Ecuacion I11.2. Ecuacion que define el indice de riqueza de Chaol-bc donde Soss €s el nimero de especies
observadas, fi1 es el nimero de singletons (OTU representados por una sola secuencia) y f> es el nUmero

de doubletons (OTU representados por dos secuencias) y n es el numero de individuos.

Cuando g=1, la ecuacién lll.1 es indefinida, pero el limite cuando g tiende a 1
equivale a la exponencial de la entropia de Shannon, que pondera las especies
proporcionalmente a sus abundancias relativas y tiene en cuenta entonces

principalmente a las especies mas comunes (Chiu y col., 2014):

s
p = lim D = exp —Zpi logp;
q—)
i=1

Ecuacion I11.3. Ecuacién que define la entropia de Shannon, donde S es el nimero de OTU observadas y pi

es la abundancia relativa de la especie i (Chao y col., 2010).

Cuando g=2, la ecuacién Ill.1 deriva en la inversa de Simpson, que indica la
probabilidad de que dos individuos tomados al azar pertenezcan a la misma especie,

dandole mas lugar a las especies mas abundantes sin tener en cuenta las especies raras:

S
20:1/21’1'2
i=1

Ecuacion lll.4. Ecuacién que define la inversa de Simpson, donde S es el nimero de OTU observadas y pi

es la abundancia relativa de la especie i (Chao y col., 2010).

Las curvas de rarefaccién y las medidas de riqueza y diversidad se calcularon
utilizando el programa EstimateS (versién 9) (Colwell, 2014). Se calculé ademas, el indice

de Good, que estima el porcentaje total de OTU bacterianos representados en la
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muestra, dando informacion sobre la cobertura del analisis. Cuando su valor se acerca a
1 indica que las secuencias obtenidas representan la mayoria de las secuencias
bacterianas presentes en la muestra (Rungrassamee y col.,, 2013). Como estas
determinaciones son influenciadas por la profundidad en la secuenciacién, se realizé
una normalizacién a través del re-muestreo y los parametros descriptos se estimaron
para 1.059 secuencias (correspondiente al numero de lecturas en la comunidad mas

superficialmente muestreada) seleccionadas al azar en cada muestra.

Para la comparaciéon de la composicion bacteriana de los microcosmos, se llevd
a cabo un andlisis de correspondencia (AC) (NTSYSpc, versidon 2.11W) a partir de los
datos de frecuencia de cada orden. Adicionalmente, para el andlisis de las comunidades
a nivel de género se construyé un doble dendrograma jerarquico con un mapa de
intensidad de color utilizando el software estadistico R, versién 3.1.2. (R Core Team
2014) a partir del paquete “Vegan” (Oksanen y col., 2015). El armado de los cluster se

baso en la distancia de Bray-Curtis.

11.2.8.11.2.  Analisis por lllumina de muestras de MTC

En el caso de los microcosmos MTC se llevo a cabo la secuenciacion mediante
MiSeq llumina de los sistemas m-C, m-AM, m-AM+B srf+ y m-AM/T para los dias 1, 28,
85y 180, y de los sistemas m-C, m-AM y m-AM/T, 28 dias después del tratamiento con
NPK. El proceso también se llevd a cabo en el laboratorio de investigacién molecular MR

DNA.

En primer lugar, se procedid a la amplificacion por PCR de las regiones V3 y V4
del gen 16S rARN de igual manera que para la pirosecuenciacion. Los amplicones
obtenidos se mezclaron y purificaron como se describié también en el inciso anterior,
para luego utilizarse en la preparacion de la biblioteca de ADN segun el protocolo de
Illumina MiSeq en MR DNA. El procesamiento de datos fue el mismo que se siguid para

los datos de pirosecuenciacion ya descripto.

En una primera instancia, los datos fueron analizados por MR DNA a través de
Qiime, determinandose las curvas de rarefaccién y estimadores de riqueza Chao 1

modificado, de diversidad de Shannon y de dominancia de Simpson. A partir de las
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ecuaciones descriptas en la seccidon anterior, se calcularon los numeros de Hill
correspondientes. A través del re-muestreo, se normalizaron dichos indices para 22.123

secuencias seleccionadas al azar en cada muestra.

Para el analisis de la composicion y estructura de las comunidades de estos
microcosmos, al igual que en los de IPK, se realizé el AC a nivel de orden y el doble

dendrograma jerarquico a nivel de género utilizando los mismos programas.

111.2.8.12. PCR/DGGE

Este ensayo se realizd para los microcosmos IPK de 60 g de suelo (Seccién
[11.2.5.1) al dia inicial del control y a los 30 dias de incubacién tanto en el control como
en el microcosmos con Triton X-100. Adicionalmente, se contrastd la dindamica
observada en dicho suelo contaminado con los cambios producidos por el surfactante

sobre un suelo pristino.

Se utilizd un set de primers para eubacteria dirigidos a una regidn conservada del
gen 16S rARN, GC-341F (5'CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGLLCGLeGeecccaececc
CTCCTACGGGAG GCAGCAG-3") y 907R (5'-CCGTCAATTCCTTTG AGTTT-3’) (Muyzer y col.,
1998). La reaccién de PCR contenia 1 pl de muestra, 1 U de GoTag DNA Polimerasa
(Promega, Madison, WI), Buffer de reaccién 1X recomendado por el fabricante de la
enzima, 200 mM de BSA, 0,2 mM de cada dNTP y 5 uM de cada primer en un volumen
final de reacciéon de 30 pl. La amplificacién se realizé en un termociclador Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) y el programa consistié en 1 ciclo de 4
minutos a 94°C, 10 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 62°Cy 1 minuto a 72°C;
25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 57°Cy 1 minuto a 72°C; finalmente, una
extension de 10 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa 1,2 % con TAE como buffer de corrida, a 100 V durante
30 minutos. Posteriormente el gel se tifid con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y los
productos de amplificacién se visualizaron en un transiluminador UV (National Labnet

Company, Modelo TM-26).

La DGGE se realizé en una cuba DGGE-2000 System (C.B.S Scientific Company) a

una temperatura de 60 °C, con buffer TAE 1X como buffer de corrida. Los productos de
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PCR purificados fueron directamente sembrados sobre un gel de poliacrilamida 6% p/v
con un gradiente lineal de 45%-80% de desnaturalizante (Tabla 11I.5). La electroforesis
se realizd a un voltaje constante de 100 V durante 16 horas. Luego de la electroforesis,
el gel se tind durante 30 minutos con SybrGold® (1X) (Invitrogen) a fin de evidenciar los
resultados obtenidos. El gel fue documentado por GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA) y
se digitalizé en una camara-CCD. Los perfiles de bandas registrados en las imagenes
fueron analizados mediante el software GelCompar Il (AppliedMaths, Kortrijk, Belgium).
A partir del coeficiente de Jaccard se obtuvieron matrices de similitud y se construyé un

dendrograma jerarquico (UPGMA) (Sokal y Michener, 1958) para cada gel.

Tabla lll.5. Composicion de soluciones para preparar el gel desnaturalizante, gradiente 45%-80%.

Componentes Solucién 45%  Solucion 80%
Solucién 0% 4,8 ml -
Soluciéon 80 % 6,2 ml 11 ml
Temed, agente polimerizante (J.T. 17 ul 17 ul
Baker)
PAS, agente polimerizante (Sigma) 72 ul 72 ul

111.2.9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las medidas de tensién superficial, concentracién de
hidrocarburos, recuentos bacterianos en placa y recuentos por el NMP se expresaron
como promedios de triplicados con la respectiva desviaciéon estandar. La diferencia
significativa entre dichos promedios se evalud por comparacion a través del test de
varianza one-way ANOVA y post-hoc test Tukey (HSD) utilizando el paquete de datos

estadisticos XLStat-Pro v7.5.2.
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IV. Efecto del surfactante Triton X-100 sobre la degradacidon de hidrocarburos y la

comunidad bacteriana de un suelo cronicamente contaminado

En suelos contaminados con hidrocarburos, la efectividad de la biodegradacion
puede verse afectada por diversos factores como lo son las condiciones ambientales que
pueden estimular o no el proceso de degradacion (pH, temperatura, disponibilidad de
oxigeno o nutrientes), la biodisponibilidad y el tipo de hidrocarburo que se encuentre
en el sueloy la actividad y estructura de la comunidad microbiana nativa, la cual a su vez
puede ser afectada por el mismo proceso de biorremediacién (Mnif y col., 2017; Wu y
col., 2017). En los suelos crénicamente contaminados, a medida que transcurre el
tiempo, los hidrocarburos van sufriendo un proceso de particion entre la materia
organica del sistema y la fase acuosa o bien pueden quedar entrampados en pequefios
poros de las particulas de suelo, disminuyendo asi la biodisponibilidad ante los

microorganismos nativos que posean la capacidad de degradarlos.

Una estrategia que permite abordar la posible limitacidn en la biodegradacién de
hidrocarburos en suelo por la baja biodisponibilidad de estos contaminantes es la
bioestimulacion mediante la aplicacion de surfactantes. El grupo mas frecuentemente
estudiado es el de los surfactantes no-iénicos, por su menor toxicidad y mayor capacidad
de solubilizacion de hidrocarburos con respecto a los catidnicos y anidnicos (Lamichhane
y col., 2017). La aplicacién de surfactantes no-idnicos en biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos ha sido ampliamente estudiada (de la Cueva y col.,
2016; Lamichhane y col., 2017) y diferentes estrategias han reportado resultados
contradictorios dependiendo de las caracteristicas del suelo, de los contaminantes y del
tipo y concentracidn de surfactante. Algunos estudios arrojaron resultados positivos en
cuanto a la estimulacion de la biodegradacion por efecto de surfactantes (Zhu y Aitken,
2010; Bueno-Montes y col., 2011; Yu y col., 2011; Sun y col., 2012; Adrion y col., 2016;
Singleton y col., 2016; Wang y col., 2016), mientras que otros registraron resultados no
significativos y/o negativos (Colores y col., 2000; Lladé y col., 2013; Ghosh y Mukherji,
2016; Liu y col., 2016).
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El objetivo del presente capitulo fue estudiar el efecto del agregado del
surfactante no-idnico Triton X-100 sobre la cinética de degradacién y desorcidn de los
PAH y relacionar la efectividad de los tratamientos con los cambios producidos sobre la
diversidad genética de la comunidad bacteriana nativa. En el caso del Triton X-100
particularmente, en varios trabajos se han registrado resultados positivos en cuanto a
su capacidad de aumentar la solubilidad aparente de los PAH (Volkering y col., 1995) y
la consecuente estimulacidn en su biodegradacién por microorganismos especializados
en cultivos en medio liquido (Makkar y Rockne, 2003; Bautista y col., 2009; Changy col.,
2010). En este capitulo nos enfrentamos al desafio de su aplicacion en microcosmos
abordando los efectos tanto en aspectos fisicoquimicos como bioldgicos del suelo en

estudio.
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IV.1. Ensayo preliminar en microcosmos de suelo crénicamente contaminado

tratado con Triton X-100 en la concentracion micelar critica

Para los ensayos de esta primera seccion se utilizdé un suelo (IPK) proveniente de
un predio de una industria petroquimica de la ciudad de Ensenada, provincia de Buenos
Aires. Este suelo habia sido utilizado para tratar un barro petroquimico por Landfarming,
proceso que se realizé mediante varias aplicaciones por dos afios. Después de mas de
10 afios de terminado el procedimiento anterior, se tomaron muestras. Dichas muestras
se colectaron en bolsas de plastico selladas y fueron transportadas al laboratorio. El
suelo fue tamizado (malla de 2 mm) y se procedié al armado de los microcosmos dentro

de las primeras 48 hs.

IV.1.1. Determinacion de la concentracion micelar critica de Triton X-100 en el suelo

Teniendo en cuenta la sorcion de las moléculas de surfactante a la matriz del
suelo, la concentracidén necesaria para alcanzar la concentracidon micelar critica (CMC)
en suspensiones del suelo serd mayor con respecto a la hallada en soluciones acuosas.
Por esto, se determind la CMC para Triton X-100 en IPK mediante medidas de tensién
superficial (TS) de suspensiones del suelo a distintas concentraciones de Triton X-100.
En la figura IV.1 se graficaron los resultados obtenidos. El menor valor de TS alcanzado
fue de 32 mN/m, el cual corresponde a la CMC de 1.056 mg/L, equivalente a 26 mg de

Triton X-100 por gramo de suelo seco.
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Figura IV.1. Tensidn superficial en funcién del logaritmo de la concentracidn de surfactante.

IV.1.2. Preparacion de microcosmos

Se planteé aplicar el Triton X-100 a la CMC en microcosmos y monitorearlos al
inicio y luego de 30 dias de incubacion para evaluar la eficiencia en la biodegradacion de
hidrocarburos y el efecto en la comunidad bacteriana de un suelo crénicamente

contaminado.

Los microcosmos, de 60 g de suelo, fueron denominados de la siguiente manera:

= Suelo control luego de 30 dias de incubacién: microcosmos C.
= Tratamiento con 26,6 mg/g de suelo seco de Triton X-100 luego de 30 dias de

incubacion: microcosmos T-CMC.

IvV.1.2.1. Efecto del Triton X-100 en la tensidn superficial

En la tabla IV.1 se muestran las medidas de TS realizadas en el suelo en estudio
al tiempo inicial y luego de los 30 dias de incubacién en el microcosmos Cy T-CMC. Pudo

observarse que al término del seguimiento hubo una disminucidn marcada de la TS
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tanto en C como en T-CMC con respecto al valor inicial, siendo significativa la diferencia

(P<0,05) entre las medidas de TS de ambos sistemas.

Tabla IV.1. Tension superficial en el suelo inicial y a los 30 dias de incubacion en el control y el

microcosmos tratado con Triton X-100.

. Tensidn superficial
Microcosmos

(mN/m)

Tiempo inicial 59 +7°
C 34+3°
T-CMC 27 £ 1¢

Las letras indican diferencias significativas (P<0,05) entre los sistemas.

IvV.1.2.2. Degradacion de hidrocarburos

En lafigura 1V.2(a) se muestra la concentracién total de la suma de hidrocarburos
(HC) identificados en el suelo en estudio por cromatografia gaseosa (CG). Mientras que
transcurridos 30 dias de incubacién el microcosmos C no presentd cambios significativos
con respecto a los valores iniciales (P>0,05), el tratamiento con Triton X-100 mostré una
disminucion en la concentracién remanente de los HC, presentando diferencia

significativa (P<0,05).

Adicionalmente se graficd el porcentaje de degradacion de las fracciones de
hidrocarburos diferenciados en policiclicos aromaticos (PAH) y alifaticos (HAf) (Figura
IV.2(b)). A simple vista puede observarse que en los microcosmos tratados con el
surfactante en su CMC ocurrié una mayor degradacion de HAf. Si bien para los PAH el
promedio de degradacion fue mayor en el tratamiento con Triton X-100, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura IV.2. (a) Hidrocarburos totales (mg/kg de suelo seco) en el suelo inicial y a los 30 dias de incubacidn
en el control y el microcosmos tratado con el surfactante. El asterisco indica diferencia significativa de HC
con el tiempo inicial. (b) Porcentaje de degradacion de las fracciones de PAH e HAf a los 30 dias de
incubacion en el microcosmos Cy T-CMC. El asterisco indica diferencia significativa entre los sistemas para
una misma fraccion de hidrocarburos. En ambas figuras, se muestran promedios de triplicados con sus

respectivas desviaciones estandar (barras).

En la figura IV.3 se graficaron las concentraciones remanentes de los diferentes
PAH identificados, expresadas en mg/kg de suelo seco. Se pudo ver que en la mayoria
de dichos compuestos hubo diferencias significativas (P<0,05) en los microcosmos con
surfactante con respecto a los valores iniciales, presentandose en T-CMC menores
concentraciones. Esta tendencia se noté con mas frecuencia en los PAH de mayor peso
molecular. Estos ultimos poseen 4 o mas anillos aromaticos y son en consecuencia los

mas dificiles de biodegradar.
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Figura IV.3. Concentracidn de los diferentes PAH identificados por CG (mg/kg de suelo seco) al tiempo
inicial y en los microcosmos Cy T-CMC. Se graficaron promedios de triplicados con sus respectivas

desviaciones estandar. Los asteriscos muestran diferencias significativas con respecto al valor inicial.

1v.1.2.3. Analisis del efecto del Triton X-100 sobre la comunidad bacteriana del

suelo

Iv.1.2.3.1. Recuento de bacterias cultivables

En paralelo al seguimiento de los hidrocarburos y la tension superficial, para
evaluar el efecto en la comunidad bacteriana del suelo, se llevaron a cabo recuentos de
bacterias heterétrofas cultivables en placa con medio R2A y bacterias degradadoras de
PAH e HAf por la técnica del NMP. Los resultados se exponen en la figura IV.4, donde se
muestran los datos correspondientes al tiempo inicial y a los 30 dias de incubacién, tanto

para el control como para los microcosmos con Triton X-100.

Se detectd un aumento significativo en el nimero de bacterias heterdtrofas

cultivables en R2A en Cy T-CMC con respecto al dia inicial. El NMP de degradadoras de
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HAf en los microcosmos con Triton X-100 fue significativamente mayor (P<0,05) a los
resultados obtenidos en el suelo inicial y en el control después de 30 dias de incubacién
(Figura IV.4). EINMP de degradadoras de PAH no mostré cambios con respecto al tiempo

inicial en ninguna de las condiciones.

%k %

L.OE+09 -

1.0E+08 |~ BT
g LOER07 B
@ 1006 L B - BN o __ M Bacterias heterdtrofas
% cultivables
7 1.0E+05 - PSS - - - - - B - - - - -~ M Bacterias degradadoras de
% 1.0E+04 PAH
g O T I ~ m Bacterias degradadoras de
S 106+03 - [REEEEEE - DN - HAf
=4
S 10e+02 - R B
[N
>

1.06+01 |- [N - I - -

1.0E+00 -

Tiempo inicial C T-CMC

Figura IV.4. Recuento de bacterias heterdtrofas cultivables en R2A, de degradadoras de PAH y de HAf al
tiempo inicial y a los 30 dias de tratamiento en los microcosmos Cy T-CMC. Se graficaron los promedios
de triplicados con sus respectivas desviaciones estandar (barras). El asterisco indica diferencia

significativa con el valor inicial.

1v.1.2.3.2. Dinamica de la comunidad bacteriana de los microcosmos mediante

PCR/DGGE del gen 16S rARN

El analisis de la dinamica de la comunidad bacteriana del suelo en estudio al
tiempo inicial y en los microcosmos Cy T-CMC luego de 30 dias de incubacion se muestra
en la figura IV.5. Al comparar los perfiles de bandas obtenidos, pudo verse que la
incubaciéon de 30 dias generd cambios en la comunidad, asi como también lo hizo el
Triton X-100 con respecto al estado inicial. Este ultimo, a los 30 dias generd ademas una

dinamica que se diferencioé del efecto de la incubacion.
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Figura IV.5. (a) Perfiles de PCR-DGGE de las comunidades bacterianas de los microcosmos IPK control al
tiempo inicial y a los 30 dias de incubacion en el microcosmos Cy T-CMC. Las calles numeradas (1), (2) y
(3) corresponden a triplicados de una misma condicién. (b) Dendrograma obtenido a partir de los
perfiles de bandas de la DGGE, en base a la matriz de similitud calculada mediante el coeficiente de

Jaccard.

En base a la anterior observacion en la dinamica de la comunidad bacteriana,
teniendo en cuenta la accién de los surfactantes sobre la solubilizacién de sustratos
hidrofébicos sorbidos a la matriz del suelo, se contrasté el efecto del surfactante en el
suelo crénicamente contaminado con el efecto en un suelo pristino. La figura 1V.6
muestra los perfiles de DGGE luego de 15 dias de incubacién de un suelo pristino control
y del mismo suelo tratado con Triton X-100. Pudo verse nuevamente cdmo el Triton X-

100 generd cambios en el perfil de la comunidad bacteriana que se diferenciaron de los
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provocados tras la incubacion, sugiriendo que esto ocurriria de forma independiente a

la matriz del suelo que se trate y los sustratos asociados a la misma.

(a)

(b)

o
o o o
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|:Triton X-100 (2)
Triton X-100 (3)

Figura IV.6. (a) Perfiles de PCR-DGGE de las comunidades bacterianas de microcosmos de un suelo
pristino control y tratado con Triton X-100 luego de 15 dias de incubacion. Las calles numeradas (1), (2) y
(3) corresponden a triplicados de una misma condiciéon. (b) Dendrograma obtenido a partir de los
perfiles de bandas de la DGGE, en base a la matriz de similitud calculada mediante el coeficiente de

Jaccard.
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IV.2. Estudio del efecto de la concentracidn de Triton X-100 en la biodegradacion de
PAH y en la estructura y dinamica de la comunidad bacteriana mediante ensayos de

microcosmos

Araiz de lo observado en los sistemas anteriores, donde se detectd la eliminacion
de HC por estimulacidn a través del tratamiento con Triton X-100, sin dejar de lado un
importante cambio en la estructura de la comunidad bacteriana, se planted estudiar el
efecto de la concentracién del surfactante en estudio. Se decidié comparar su efecto
con dos concentraciones menores dado que la CMC del Triton X-100 en el suelo IPK es
elevada para su potencial aplicacién en campo, requiriéndose aproximadamente 7 kg de
surfactante por m? considerando la biorremediacion de los 20 cm superficiales. Las
concentraciones a ensayar fueron seleccionadas de la region de la curva Tensién
superficial vs log [Triton X-100] (Figura 1V.1) por debajo de la CMC donde la relacién

entre dichas variables se mantiene lineal.

Los microcosmos consistieron en 500 g de suelo IPK y fueron denominados de la

siguiente manera segun los distintos tratamientos:

* Suelo control: microcosmos C.
* Tratamiento con 11 mg/g de suelo seco: microcosmos T-A.
e Tratamiento con 14 mg/g de suelo seco: microcosmos T-B.

* Tratamiento con 26 mg/g de suelo seco: microcosmos T-CMC.

IV.2.1. Efecto en la tensidn superficial

Durante el periodo de incubacion, se determiné la TS de suspensiones del suelo
a los distintos tiempos de muestreo y los resultados para cada microcosmos pueden
observarse en la figura IV.7. Si bien en el comportamiento del sistema C se observé una
amplia desviacidon, pudo notarse una tendencia a disminuir en las determinaciones de
TS en el transcurso del primer mes de incubacion. Se destaca claramente cémo la adicion
de Triton X-100 generd una disminucion significativa de la tension superficial en los

sistemas T-A, T-B y T-CMC con respecto al control C desde el inicio hasta el final del
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tratamiento. A lo largo del tiempo de incubacidn, dicha disminucién fue proporcional a
las distintas concentraciones del surfactante. Mientras que en los microcosmos con sub-
CMC (T-A 'y T-B) los valores de tension superficial permanecieron constantes, en T-CMC
se registré un aumento que presentd diferencia significativa (P<0,05) a los 63 dias con

respecto a los otros tiempos de muestreo.
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Figura IV.7. Seguimiento de la tensidn superficial durante el tiempo (dias) de incubacidn. Se graficaron

promedios de triplicados, con sus respectivas desviaciones estandar (barras).

IV.2.2. Desorcidn y biodegradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

Durante el periodo de incubacién, se tomaron muestras de cada microcosmos
por triplicado para la determinacién de PAH a los dias 1, 7, 14, 29, 42 y 84.
Adicionalmente, se midid la fraccion biodisponible (BDP) de PAH mediante extraccion
con la resina Amberlite XAD-2 para los mismos tiempos de incubacién.

En la figura V.8 se muestra la concentraciéon total (columnas completas) y la
fraccién sorbida al suelo (columnas inferiores lisas) de PAH a lo largo del tratamiento
para los cuatro microcosmos. En una primera instancia se observd, para todas las
condiciones en estudio, un importante descenso en la concentracion de PAH al dia 7 del

tratamiento con respecto al valor inicial, principalmente a expensas de la fraccion BDP.
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Cabe destacar que en ese mismo momento los sistemas con dosis sub-CMC de
surfactante (T-A y T-B) mostraron concentraciones de PAH sorbidos significativamente
menores (P<0,05) que el control (C).

Al observar particularmente al microcosmos C, se vio que la eliminacién de la
fraccién BDP inicial de PAH fue seguida por una disminucién de la proporcion que se
encontraba sorbida a la matriz del suelo acompafiada de la recurrencia de una fraccién
biodisponible (dia 14). Esto indicaria que la tasa de liberaciéon abidtica habria sido mayor
qgue la tasa de biodegradacion de dichos compuestos. Cuando un material sorbente
contiene PAH y las bacterias actuan simulando un sumidero, la degradacién bacteriana
puede llevar hacia la disolucién de la fraccion de PAH de desorcidn lenta desde el pool
que se encuentra sorbido (Johnsen y col., 2005).

Luego de 42 dias de incubacién, en los sistemas con dosis sub-CMC de
surfactante se evidencid un efecto estimulatorio en la degradacién de PAH,
diferencidandose significativamente (P<0,05) de C y T-CMC. La disminucion observada
correspondidé a wuna eliminacion de wun porcentaje de la fraccion BDP.
Complementariamente, la figura 1V.9 exhibe las fracciones sorbidas y BDP de cada PAH
identificado en los cuatro microcosmos al dia 42. Las tres concentraciones de
surfactante mostraron resultados de mayor degradacién en varios de los PAH en
comparacion a lo registrado para el microcosmos C. Mientras que en el sistema T-CMC
so6lo ocurrié degradacién de los PAH de alto peso molecular, en las dosis sub-CMC
disminuyeron las concentraciones tanto de los PAH de alto como de bajo peso
molecular.

Finalmente, luego de 84 dias de tratamiento la cantidad remanente de PAH
totales en T-A y T-B correspondid completamente a la fraccién sorbida de dichos
contaminantes (Figura 1V.8), sugiriendo que en estos microcosmos la tasa de

degradacion de los mismos habria estado limitada por la transferencia de masa.
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Figura IV.8. Concentracidn de PAH totales (mg/kg de suelo seco) en el tiempo de incubacién,

discriminando la fraccion biodisponible (columnas con textura) y no biodisponible (columnas lisas). Se

muestran promedios de triplicados con sus respectivas desviaciones estandar (barras). Los puntos y

asteriscos sefialan diferencias significativas con respecto al control en la fraccién sorbida al suelo y en el

total de PAH respectivamente.
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Figura IV.9. Fracciones BDP (columna con textura) y sorbida (columna lisa) de cada PAH
identificado al dia 42 de incubacion en los cuatro microcosmos. Se muestran promedios de triplicados,
con sus respectivas desviaciones estandar (barras). Los asteriscos indican diferencia significativa
(P<0,05) con el microcosmos C en la concentracion de cada PAH; diferente niimero de asterisco indica

diferencias entre si.

IV.2.3. Degradacion de hidrocarburos alifaticos

En esta seccidn se analizé la degradacion de la fraccion de HAf en los cuatro
microcosmos en los dias 7, 14, 29 y 63 de incubacidn. En la figura IV.10 se graficaron los
porcentajes de degradacion para la suma de HAf identificados por CG.
Aproximadamente el 90% de los HAf fueron de longitud intermedia (C10-C2s).
Inicialmente (dia 7) se observé una marcada disminucién de la fraccion de HAf en todos
los tratamientos en estudio superando el 40% de degradacidén. Particularmente en el
microcosmos T-CMC al dia 7, se detectd un efecto negativo en la eliminacién de estos

hidrocarburos con respecto al control.

En el transcurso del tiempo de incubacidén, el microcosmos C alcanzé un maximo

porcentaje de degradacién de HAf del 70%. Por otra parte, se registré un efecto
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estimulatorio sobre dicha degradacién en los tratamientos con Triton X-100. La
aplicacion del surfactante en la dosis CMC, llegd a superar el grado de eliminacion del
control al dia 29, momento en que se registré 80% de degradacién en T-CMC; mientras
tanto, T-Ay T-B no se diferenciaron significativamente (P>0,05) de C. Hacia el dia 63, los
tratamientos con surfactante en las dosis sub-CMC alcanzaron grados de degradacién
mayores a los observados en C, diferenciandose significativamente (P<0,05) de este

ultimo, aunque sin lograr igualar el 80% de eliminacién detectado en T-CMC.

100 -

% Degradacion

7 14 29 63
Tiempo de incubacidn (dias)

Figura IV.10. Porcentaje de degradacidn de HAf totales en el tiempo de incubacion. Las barras
representan desviacidn estandar del promedio de triplicados. Los asteriscos muestran diferencias
significativas con el control para cada dia de incubacion ensayado (distinto nimero de asteriscos,

diferencia significativa entre si).

1V.2.4. Monitoreo de Triton X-100

El Triton® X-100 comercial consiste en una mezcla de compuestos que tienen en
comun un anillo aromatico con un sustituyente octilo y una cadena de polietilenglicoles

gue varia en el nimero de subunidades de etilenglicoles. Esta naturaleza polidispersa,
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genera en los cromatogramas de los extractos de suelo (CG), una serie de picos con
variado tiempo de retencion. Para poder diferenciar los correspondientes al surfactante
en estudio de los demds picos, se compararon los cromatogramas del suelo control con
los del mismo suelo tratado con Triton X-100 (Figura S1, en Material Suplementario). Se
cuantificd la concentracidn relativa de cada pico comparando su sefial con la del

estandar interno utilizado.

Lograron identificarse 10 picos pertenecientes al Triton X-100, correspondientes
a especies de polietilenglicol con diferente nimero de unidades de 6xido de etileno
(Franska y col., 2003). Para evaluar su degradacién, se compararon las areas de dichos

picos para los microcosmos T-B y T-CMC después de 1 y 84 dias de incubacién.

Los resultados obtenidos (Tabla IV.2) mostraron que los picos con mayor tiempo
de retencion, correspondientes a las especies de mayor peso molecular, alcanzaron un
mayor porcentaje de degradacion, superando el 90% en el microcosmos T-CMC. Con
respecto a las especies de menor tiempo de retencidn, parece haberse registrado una
menor degradacidn. Esto podria deberse a la transformacién gradual del Triton X-100 a
lo largo del clivaje secuencial de las unidades de dxido de etileno (Chen y col., 2005), lo
cual iria generando un enriquecimiento de la muestra en los picos de menor peso

molecular.

Por otro lado, en el microcosmos T-B se registr6 un menor porcentaje de
degradacion de los picos con mayor tiempo de retencidén y la desaparicion de los de

menor peso molecular, lo cual evidenciaria una menor degradacion del surfactante.
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Tabla IV.2. Concentracion relativa de los diez picos identificados como componentes de Triton X-100, en

los microcosmos T-B y T-CMC a los dias 1 y 84 de incubacion.

Tiempo de T-B T-CMC

retencién  Concentracion relativa (mg/kg) Eliminacién Concentracion relativa (mg/kg) Eliminacidn

(min) Dia 1 Dia 84 (%)* Dia 1 Dia 84 (%)*
22,7 40,2 £0,7 100 28+ 11 1943 32
27,0 5,5+0,5 100 1543 3+4 83
32,8 2612 100 2846 1042 64
35,3 165 100 79+ 18 7+8 91
40,1 151441 100 786 + 153 62111 92
42,2 252478 100 1.279 4275 9615 93
44,6 320481 80+36 75 1.660 + 357 13647 92
48,7 394 1117 123 £51 69 2022+364  129%15 94
56,0 368+ 113 99 + 27 73 1.804 + 269 64175 9%
62,6 266+ 93 109 £ 16 59 1348 + 134 69+4 95

*Calculado al dia 84 con respecto al dia 1.

IV.2.5. Matrices de excitacion-emision de fluorescencia

La fluorescencia es la propiedad de ciertas moléculas orgdnicas e inorgdnicas de
liberar energia en forma de luz cuando son excitadas por una fuente de energia
adecuada, la cual eleva los niveles de energia de los electrones dentro de la molécula.
Los espectros de absorbancia y emisiéon de suelo proveen informacién sobre Ia
composicion y complejidad de la muestra, y los cambios que puedan ocurrir en la
materia orgdnica fluorescente. En un suelo contaminado, tanto las sustancias humicas
como los PAH poseen en su estructura quimica dobles enlaces conjugados, lo que
confiere fluorescencia a las moléculas. Ambos poseen regiones de excitacion y emisién
de fluorescencia caracteristicas, segun la naturaleza quimica del compuesto. Esto

permite el uso de herramientas de fotofisica como son las Matrices de Excitacion-
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Emisidon de Fluorescencia (MEEF) para su monitoreo y control. En la figura IV.11 se
graficaron las regiones de excitaciéon y emisidn caracteristicas de distintas familias de
fluoréforos presentes en aguas y suelos no contaminados. Las regiones | y Il se asocian
al aminodcido tirosina y a proteinas simples con alto contenido de este tipo de
aminodacido aromatico. Los extractos de suelo emiten en las regiones lll y V, la regidn i
es caracteristica de los acidos fulvicos, mientras que la V de dcidos humicos (David Gara
y col., 2011). La region IV corresponde principalmente a productos solubles de

degradacion microbiana.
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Figura IV.11. Regiones de excitacién-emisidn de fluorescencia de sustancias naturales. Figura

tomada de David Gara y col. (2011).

Con el objetivo de estudiar los posibles cambios producidos por la aplicacién del
surfactante no-idnico Triton X-100 sobre la matriz del suelo, en una primera instancia se
analizaron las caracteristicas espectroscdpicas de extractos alcalinos de microcosmos
realizados con un suelo pristino (P), el mismo suelo tratado con fenantreno en 800
mg/kg de suelo seco (PF) y una segunda condicién con fenantreno en igual

concentracién y Triton X-100 en 26 mg/g de suelo seco (PTF).

En la figura IV.12 se muestra la MEEF obtenida para una solucién acuosa de
Triton X-100 y otra solucidn acuosa de fenantreno. A simple vista pudo observarse que

el surfactante posee principalmente dos zonas de emision sefialadas en la figura como
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region 1y regioén 2. El fenantreno emite en una Unica zona, remarcada como region 3,

que se superpone con la regién 1 del Triton X-100.

(b)

Figura IV.12. Matriz de excitacion-emision de fluorescencia (a) de una solucion de Triton X-100

y (b) de una solucidn de FEN. La escala representa la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.

Con la intencion de interpretar los cambios observados en las MEEF de los
extractos alcalinos de los distintos tratamientos en el suelo pristino se realizé un estudio
integrado mediante el analisis “Parallel Factor” (PARAFAC). En las muestras ambientales,
la emisién se debe a la contribucidn resultante de todas las sustancias presentes en los
extractos con capacidad de emitir fluorescencia, denominadas fluordforos. El andlisis
PARAFAC permite distinguir distintas familias de fluoréforos y su contribucidn relativa a

la emision de fluorescencia total del sistema en estudio.

Para obtener la mejor resolucién posible de los espectros, logrando observar un
maximo de emision por especie (familia de compuestos con un mismo
comportamiento), se requirieron un minimo de 17 especies de fluoréforos distintas en
el analisis. La figura IV.13 presenta las contribuciones relativas de cada especie sobre los
microcosmos del suelo pristino y los espectros de emision correspondientes a cada
familia encontrada. De forma complementaria y con el objetivo de comparar los
tratamientos en funcién de las contribuciones de las distintas especies, en la figura

IV.13(c) se expuso un andlisis de correspondencia (AC). Estos graficos muestran
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claramente los cambios en los microcosmos tratados con Triton X-100 (PTF) a lo largo
de todo el periodo de incubacidn con respecto a los que no habian sido tratados (P y PF),
tanto en el perfil de las barras apiladas como en la distribucién en distintas zonas del
espacio en el AC. Considerando que se analizaron extractos acuosos alcalinos de las
muestras de suelo, la diferencia observada en PTF podria indicar modificaciones en la
matriz del suelo provocadas por el surfactante sintético que habrian llevado a cambios

en la solubilizacion de distintos fluoroforos.
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Figura IV.13. (a) Contribucidn relativa de las 17 especies fluoréforas encontradas en los
microcosmos P, PF y PTF a los dias de incubacidn: 1, 7, 10, 14 y 21. (b) Espectros de emision de cada
especie. (c) AC de los microcosmos en funcidn de las contribuciones de las 17 especies. El nimero

indicado en cada rétulo de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.
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El mismo procedimiento se aplicd a los microcosmos C, T-A, T-B y T-CMC a los

dias 1y 63 de incubacidn, obteniendo los graficos que se exponen en la figura IV.14. En

este caso, si bien tanto el tratamiento con el surfactante como la incubacién de los

sistemas provocaron cambios en el perfil de las contribuciones relativas de las distintas

especies encontradas, las diferencias observadas no fueron tan marcadas como en el

suelo pristino (Figura IV.13). Este comportamiento se complementa con la distribucién

espacial en distintas zonas en el AC. Se pudo observar que la mayoria de los sistemas

tratados con Triton X-100 se ubicaron en una zona, con excepcién de T-B al dia 1 de

incubacion.
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Figura IV.14. (a) Contribucidn relativa de las 13 especies fluoréforas encontradas en los

microcosmos C, T-A, T-B y T-CMC a los dias de incubacién 1 y 63; en el suelo del predio; la solucién mix-

PAH y la solucién de Triton X-100 (TX-100). (b) Espectros de emision de cada especie. (c) AC de los

microcosmos C, T-A, T-B y T-CMC en funcién de las contribuciones de las 13 especies. El nimero

indicado en cada rétulo de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.

98



Capitulo IV. Efecto del surfactante Triton X-100 sobre la degradacion de hidrocarburos y la comunidad
bacteriana de un suelo crénicamente contaminado

Para determinar el origen de las diferentes familias de fluoréforos en las MEEF
de los microcosmos, éstas se contrastaron con las MEEF correspondientes a una
solucién saturada de los 16 PAH prioritarios, una solucién de Triton X-100 y con la MEEF
de un extracto de suelo de una zona aledafia al lugar de muestreo alejada de Ia
contaminacién (Predio). En base a las contribuciones relativas de las especies
encontradas en los distintos extractos analizados y a la evaluacién de los espectros de
emisién, pudieron diferenciarse tres grupos de fluoréforos que se relacionaron

principalmente con la contribucidn de: Triton X-100, PAH y suelo.

En los extractos obtenidos a partir de los microcosmos con las tres
concentraciones de Triton X-100 se vieron contribuciones comparables de las especies

propias de esta solucién, lo que indicaria una saturacion de la técnica de extraccion.

Por otra parte, se evalud la proporcion de contribuciones propias de la mix-PAH
para cada microcosmos, con respecto a la fluorescencia total. Los resultados se
muestran en la figura 1V.15 y sugieren que una mayor fraccion de PAH habria sido
recuperada en los sistemas con dosis sub-CMC (T-A y T-B) al obtenerse mayor

contribucién relativa de las especies propias de los PAH.
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Figura IV.15. Porcentaje de contribucidon de especies fluoréforas asociadas principalmente a los

PAH en cada microcosmos.

99



Capitulo IV. Efecto del surfactante Triton X-100 sobre la degradacion de hidrocarburos y la comunidad
bacteriana de un suelo créonicamente contaminado

1V.2.6. Analisis del efecto del Triton X-100 a las distintas concentraciones sobre la

comunidad bacteriana del suelo

1vV.2.6.1. Recuento de bacterias heterdtrofas cultivables en el medio R2A

En la figura 1V.16 se expone la dindmica del recuento de bacterias heterdtrofas
cultivables en R2A durante el periodo de incubacion. Desde el comienzo del tratamiento
y durante los primeros 21 dias de incubacion, no se observaron diferencias significativas
entre los recuentos de aproximadamente 1x10° UFC/g de suelo seco en los cuatro
microcosmos en estudio (con excepcién de T-A, que mostré6 un ndmero
significativamente menor al dia inicial). Los recuentos de bacterias heterdtrofas
cultivables registrados en C, disminuyeron hacia el dia 42 y permanecieron alrededor de

1x10% UFC/g de suelo seco hasta el final del tratamiento.

Desde el dia 21 y hasta el dia 63, el sistema T-CMC evidencié un recuento de
bacterias cultivables mayor con respecto al microcosmos C, presentando diferencias
significativas (P<0,05). En paralelo, los recuentos de los microcosmos con dosis sub-CMC
de surfactante, difirieron significativamente (P<0,05) de C luego de 42 dias de
tratamiento, superandolo en nimero y manteniéndose esta relacién hasta el ultimo dia

de monitoreo.
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Figura IV.16. Dindmica de la poblacidn de bacterias heterétrofas cultivables en R2A en cada
microcosmos durante el periodo de incubacion. El resultado de cada tratamiento corresponde al
promedio de microcosmos independientes por triplicado. Las barras representan las desviaciones

estandar.

1V.2.6.2. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de hidrocarburos

policiclicos aromaticos

En la figura IV.17 se muestra el seguimiento del NMP de bacterias degradadoras
de PAH por gramo de suelo seco durante el periodo de incubacidn. Durante las primeras
dos semanas del tratamiento no se observaron diferencias significativas al comparar los
recuentos de los cuatros microcosmos. Observando el comportamiento en el
microcosmos T-CMC, pudo verse un maximo numero de bacterias degradadoras al dia
21 de incubacidén, mientras que para las condiciones con dosis sub-CMC el valor mas alto
de recuento ocurrié al dia 29, habiendo alcanzado de esta forma el maximo NMP por
sobre los cuatro tratamientos en estudio y a lo largo de todo el periodo de incubacién.
En paralelo, no se observaron cambios en el NMP de bacterias degradadoras en el
microcosmos C. A partir del dia 42, recuentos comparables entre todos los microcosmos

se mantuvieron en el tiempo hasta el final del periodo estudiado.
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Figura IV.17. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de PAH (NMP/g de suelo seco) durante el
periodo de incubacion. El resultado de cada tratamiento corresponde al promedio de microcosmos

independientes por triplicado. Las barras representan las desviaciones estandar.

1V.2.6.3. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de hidrocarburos

alifaticos

En esta seccion se describe la dinamica de la poblacién de bacterias
degradadoras de HAf. La figura IV.18 muestra el NMP de degradadoras por gramo de
suelo seco en funcién del tiempo de incubacidn. Inicialmente, sélo el microcosmos con
la mayor concentracion de Triton X-100 presenté un recuento mayor a 2x10* NMP/g de
suelo seco. En el control se pudo determinar el NMP al dia 14 y a partir del dia 42,
observandose valores por debajo de los microcosmos tratados con Triton X-100 hasta el

dia 84, cuando T-B y T-CMC llegaron a valores comparables.

En el sistema con la menor concentracion del surfactante, T-A, si bien se
registraron oscilaciones, no evidencié diferencias estadisticamente significativas en el

tiempo, manteniéndose alrededor de 1x10® NMP/g de suelo seco.

A partir de la semana de incubacién, T-B tuvo una dindmica comparable con T-A
hasta el dia 42, a partir de alli se diferencid al disminuir el NMP hasta el final del

tratamiento. El microcosmos T-CMC se comportd de forma similar a T-B.
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Figura IV.18. Recuento de bacterias degradadoras de HAf (NMP/g suelo seco) durante el periodo de
incubacion. El resultado de cada tratamiento corresponde al promedio de microcosmos independientes

por triplicado. Las barras representan las desviaciones estandar.

1V.2.6.4. Analisis del potencial degradador de las comunidades bacterianas

mediante PCR cuantitativa

Las bacterias degradadoras de hidrocarburos poseen genes funcionales que las
convierten en microorganismos capaces de degradar un rango de varios de estos
contaminantes. La seleccion y medicion de genes funcionales implicados en la
degradacion de los hidrocarburos permite reflejar el potencial de una comunidad
microbiana para degradar un contaminante como los PAH en un suelo contaminado

(Shahsavariy col., 2016).

En esta seccion, se analizd el potencial degradador de las comunidades
bacterianas de los microcosmos en estudio mediante la cuantificacidn del gen funcional
gue codifica para la subunidad alfa de enzimas dioxigenasas hidroxilantes de anillo
aromatico de bacterias Gram negativas (PAH-RHDa GN), que actian en los primeros

pasos de degradacién aerdbica de PAH.

Adicionalmente, dicha cuantificacion se relaciond con el nimero de copias de
genes 16S rARN, que al estar presente en todas las bacterias proporciona informacién

sobre la dindmica de la comunidad bacteriana total de los sistemas analizados.
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Diluciones seriadas de los plasmidos extraidos de los clones correspondientes
obtenidos como se describid en la Seccion 111.2.7.11 (Materiales y Métodos), se utilizaron
para la construccidn de las curvas de calibracidn respectivas a PAH-RHD RHDa GN vy al

gen 16S rARN.

En el analisis del gen 16S rARN se obtuvieron datos del orden de 10'°-10*! n° de
copias/g de suelo seco y para el gen PAH-RHDa GN, en general se presentaron 10°-10’

n° de copias/g de suelo seco.

En la figura IV.19 se expuso el registro del niumero de copias del gen 16S rARN
por gramo de suelo seco durante el tiempo de incubacién de los microcosmos. Pudo
observarse que inicialmente no hubo diferencias significativas entre las medidas de los
cuatro microcosmos, comportamiento comparable a lo detectado en el recuento de
bacterias heterdtrofas cultivables (Figura 1V.16). Hacia el dia 63, el nUmero de copias del
gen 16S rARN de los microcosmos tratados con Triton X-100 fue significativamente

mayor (P<0,05) al del sistema control.
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Figura IV.19. Dinamica del nimero de copias de genes 16S rARN por gramo de suelo seco en los
cuatro microcosmos. Se graficaron promedios de triplicados, con sus respectivas desviaciones estandar

(barras).
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Con respecto a la potencial capacidad degradadora de PAH determinada a través
de la cuantificacion del gen PAH-RHDa GN, no se encontraron diferencias entre los
cuatro microcosmos en el periodo inicial (Figura IV.20). Unicamente luego de 42 dias de
incubacidn, tanto en T-A, T-B como en T-CMC se detectd una relacion PAH-RHDa GN/16S

rARN significativamente mayor (P<0,05) a la observada en el microcosmos C.
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Figura IV.20. Relacion entre el nimero de copias del gen PAH-RHDa GN y el nimero de copias del gen
16S rARN para los cuatros microcosmos. Se graficaron promedios de triplicados con sus respectivas

desviaciones estandar (barras). Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) con el control.

1V.2.6.5. Diversidad, estructura y composicion de la comunidad bacteriana del

suelo

El estudio de la composicién taxondmica y la diversidad de los microbiomas
bacterianos del suelo presentes en los microcosmos en los dias 1, 14 y 63 de tratamiento
se llevd a cabo a través de pirosecuenciacion de fragmentos amplificados del gen

bacteriano 16S rARN.

Se obtuvo un rango de numero de secuencias bacterianas que varié entre 1.059
y 8.995, como se muestra en la tabla IV.3. Estas fueron agrupadas en 1.440 Unidades

Taxondmicas Operacionales (OTU) en base a un 97% de similitud. Para estimar el
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porcentaje total de OTU bacterianas representadas en la muestra,
complementariamente a las curvas de rarefaccién, se utilizé el indice de Good. Cuando
su valor se acerca a 1 indica que las secuencias obtenidas representan la mayoria de las
secuencias bacterianas presentes en la muestra (Rungrassamee y col., 2013). En el
analisis de los microcosmos Cy tratados con Triton X-100, dichos indices de coberturay
los analisis de rarefaccion (Figura IV.21), indicaron que la cobertura alcanzada fue

suficiente para cubrir la mayor parte de la diversidad.

Tabla IV.3. Numero de secuencias obtenidas a partir del analisis de pirosecuenciaciéon, nimero de OTU

agrupadas con el 97% de similitud, indice de Good y nimeros de Hill obtenidos utilizando el programa

EstimateS.
Ndmero ) Nudmeros de Hill?
oo ecuendes % Good % » 20
oTu®

Cc1 2.851 201 0,96 234,3 9,1 3,3
T-A.1 1.059 307 0,84 487,6 169,7 91,0
T-B.1 1.443 377 0,89 495,4 195,2 113,2
T-CMC.1 1.168 349 0,88 537,2 190,3 106,9
C.14 4.087 510 0,95 485,1 95,9 40,5
T-A.14 8.995 752 0,97 539,3 126,7 59,7
T-B.14 3.698 480 0,95 488,9 112,2 53,4
T-CMC.14 6.701 620 0,97 489,3 116,3 56,5

C.63 2.482 55 0,99 65,7 51 2,9
T-A.63 3.541 475 0,95 464,3 119,6 51,3
T-B.63 2.114 378 0,93 472,3 97,9 35,6

T-CMC.63 1.951 240 0,94 335,2 26,6 7,3

2Los valores fueron calculados en base a 1.059 secuencias radom por muestra.
El nimero indicado en los rétulos de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.
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Figura IV.21. Curvas de rarefaccidn obtenidas por el programa EstimateS para los microcosmos C, T-A, T-

By T-CMCen losdias1, 14y 63.

Para evaluar la complejidad de las comunidades bacterianas de los microcosmos,
se calcularon tres estimadores pertenecientes a la familia de los nimeros de Hill,
descriptos por Mark Hill (Hill, 1973) como un concepto unificado de diversidad que
considera tanto el nimero de especies como los pesos diferentes de las especies en base
a su abundancia relativa (Kang y col., 2016). Como se describié en la Seccion 111.2.7.9
(Materiales y Métodos), °D permite estimar la riqueza de especies, D es una medida de
diversidad calculada como la exponencial de Shannon y 2D estima la equitatividad como
la inversa del indice de Simpson. En la figura IV.22 pudo observarse que
independientemente de la dosis de surfactante, su adicidn provocd un aumento
inmediato en la riqueza de especie (°D) y en la diversidad (*D y 2D) de la comunidad
bacteriana del suelo. Este efecto podria haber sido causado parcialmente por una
mejora en la recuperacién de ADN generado por la influencia del surfactante en la

adhesion bacteriana a superficies hidrofébicas del suelo (Fortin y col., 2004).

107



Capitulo IV. Efecto del surfactante Triton X-100 sobre la degradacion de hidrocarburos y la comunidad
bacteriana de un suelo crénicamente contaminado

Después de 14 dias de tratamiento,los microcosmos con surfactante
mantuvieron los valores de °D con una disminucion en los indices de diversidad,
indicando que algunas especies habrian pasado a ser dominantes. En paralelo, el
microcosmo C mostré un importante aumento de los estimadores de riqueza vy
diversidad. A continuacién, después de 63 dias de incubacién C y T-CMC evidenciaron
una disminucién en riqueza y diversidad, siendo esto mas notable en el microcosmos

control.
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Figura IV.22. Valores de niumeros de Hill obtenidos a través del programa EstimateS para los
microcosmos C, T-A, T-By T-CMC en los dias 1, 14 y 63. El nimero indicado en los rétulos de cada

microcosmos sefiala el dia de incubacion.

Descripcion de la composicion de las comunidades bacterianas a nivel de Filo

Los resultados de la pirosecuenciacidn revelaron en las cuatro condiciones
estudiadas que todas las OTU fueron clasificadas bajo el dominio Bacteria en 15 filos
(Tabla S1, en Material Suplementario). A partir de la informacidon obtenida, pudo
destacarse que los filos mayoritarios fueron Proteobacteria (40,9%-88,5%),
Actinobacteria (1,0%-31,2%), Firmicutes (0,6%-10,5%), Bacteroidetes (0,7%-6,4%),
Chloroflexi (0,4%-12,0%), Acidobacteria (0%-5,9%) y Gemmatimonadetes (0%-5,0%).
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Inicialmente, el suelo se caracterizé principalmente por un alto porcentaje del
filo Proteobacteria que supero el 80% (Figura IV.23). En menor medida se presentaron
Firmicutes y Actinobacteria, entre otros que estuvieron en menos del 5%. Ya desde este
momento, en los microcosmos con Triton X-100 en dosis sub-CMC se detectaron
cambios en la comunidad, habiéndose obtenido una menor fraccion de Proteobacteria
y una mayor de Actinobacteria, cambios que se acentuaron mas en el sistema donde se
habia aplicado el surfactante a mayor concentracion (T-CMC). En este ultimo,
contrariamente a T-A y T-B, Firmicutes no parecio afectarse con respecto a lo observado

en C.

Hacia el dia 14 de incubacion, C alcanzé una composicidn similar a la que también
llegaron los microcosmos con el surfactante, donde se registré un leve aumento de la
fraccién de filos que habian estado en menor proporcidn inicialmente como

Verrucomicrobia y Chloroflexi.

Luego de 63 dias de tratamiento, el control volvié a tener una proporcion de filos
similar a la inicial, aunque con aldn menor porcentaje de Actinobacteria. Los
microcosmos con Triton X-100 a la CMC y sub-CMC se diferenciaron en su composicién.
En los tres casos Proteobacteria aumentd su proporcion y disminuyd la fraccién de
Actinobacteria, cambios que se acentuaron mas en T-CMC. En T-Ay T-B particularmente
hubo un leve incremento del filo Acidobacteria y Gemmatimonadetes que no se vio en

la mayor concentracion del surfactante.
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Figura IV.23. Abundancias relativas de los filos mas representativos para los microcosmos analizados a

los dias 1, 14 y 63. Se graficaron los filos con abundancias mayores al 0,3% en al menos uno de los

sistemas. Se graficaron los microcosmos C, T-A, T-B y T-CMC.
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Andlisis de correspondencia de las comunidades bacterianas a nivel de Orden

Con el fin de exponer las diferencias o similitudes en la estructura de la
comunidad bacteriana comparando los microcosmos en estudio a nivel de Orden, se
realizd un andlisis de correspondencia (AC) (Figura 1V.24.). El eje AC1 (eje X) logrd

explicar el 68% de la varianza observada y el eje AC2 (eje Y) el 17%.

El grafico obtenido reveld que los perfiles de la comunidad del suelo del
microcosmos C a los dias 1 y 63 presentaron importantes diferencias con respecto a lo
observado para el mismo sistema al dia 14, indicando que el armado del microcosmos
(homogenizacion, tamizado e incubacion) provocd un efecto marcado pero temporal en
los perfiles de la comunidad. Los perfiles de C al dia 1 y 63 se encuentran a la derecha
del cero en el eje AC1 y estadn caracterizados por la predominancia de los 6rdenes

Bacillales y Pseudomonadales.

En el grafico de AC, el microcosmos C después de 14 dias de incubacidn y los
sistemas tratados con surfactante al dia 1 y 14 se encuentran cercanos entre si, a la
izquierda del cero en AC1 y en el cuadrante positivo de AC2 (Fig. IV.24). Estos sistemas
mostraron una gran contribucién de Acidimicrobiales, Actinomycetales, Cytophagales,
Sphaerobacterales, Rhizobiales, Caulobacterales, Rhodospirillales y Verrucomicrobiales.
A los 63 dias, los microcosmos con agregado de surfactante presentaron un perfil de
comunidad bacteriana considerablemente diferente del que reflejé el microcosmos C;
en simultaneo, pudo verse que los perfiles de los sistemas con dosis sub-CMC se
encontraron espacialmente separados de T-CMC en el eje AC2. Mientras que T-Ay T-B
al dia 63 mostraron una alta frecuencia de secuencias pertenecientes a los ordenes
Acidobacteriales, Sphingomonadales y Gemmatimonadales, el sistema T-CMC en el

mismo dia evidencio predominio de Xanthomonadales.
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Figura IV.24. Analisis de correspondencia basado en la frecuencia relativa de los 6rdenes de las
comunidades bacterianas en los cuatro microcosmos a los dias 1, 14 y 63 de incubacidn. Se graficaron
los érdenes con frecuencia mayor al 5% en al menos uno de los microcosmos. El nimero indicado en

cada roétulo de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.

Andlisis de las comunidades bacterianas a nivel de Género

En la figura IV.25 se muestra el heat-map, donde puede verse el agrupamiento
jerarquico resultante del analisis de los perfiles de la comunidad bacteriana a nivel de
género. Se realizdé basado en la frecuencia de las secuencias de los 31 géneros mas
abundantes (presentes en mds del 3% de abundancia relativa), que cubrieron mas del

70% de todas las secuencias (Tabla S3, Material Suplementario).

En dicho analisis se identificaron claramente dos grupos: el perfil bacteriano de
todos los microcosmos en el tiempo inicial (dia 1) formd un cluster separado de los
microcosmos tratados con surfactante después del dia 14 y 63 de incubacion y del C al
dia 14. El perfil bacteriano del suelo en el microcosmos C después de 63 dias fue

claramente diferente a todos los demas sistemas.

Las estructuras de las comunidades bacterianas en las muestras iniciales
agrupadas bajo un mismo cluster (Cl1) mostraron alta similitud, siendo caracterizadas
por el predominio de los géneros Brevundimonas, Nocardioides y Acinetobacter; dentro

de este cluster, particularmente en C se vio dominancia de Acinetobacter y Bacillus.
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El otro cluster (Cl2) se conformé por dos subclusters. Uno de ellos (Sc1) agrupé
a todos los microcosmos al dia 14 del tratamiento, los cuales se caracterizaron por la
prevalencia de Brevundimonas, Nocardioides, Sphingomonas, Xanthomonas 'y
Chloroflexus, entre otros (Fig. 1V.25). El segundo subcluster (Sc2) relacioné a los
microcosmos tratados con surfactante al dia 63, pudiéndose observar una primera rama
formada por los sistemas con dosis sub-CMC (T-A y T-B) caracterizados por el
predominio de Sphingomonas, Novosphingobium y Brevundimonas; la segunda rama

incluyd a T-CMC, donde se vio prevalencia de Stenotrophomonas.
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Figura IV.25. El heat-map describe la frecuencia de cada género bacteriano (variables agrupadas en el
eje Y) en cada una de las muestras (agrupamiento en el eje X). Los valores en el heat-map corresponden
al logaritmo de la abundancia mas 1 (Log X + 1) de los géneros, y se encuentran representados por la
intensidad del color segln la leyenda que se muestra a la derecha de la figura. La distribucion bacteriana
entre los microcosmos se muestra en un dendrograma jerarquico doble. El agrupamiento filogenético
bacteriano y la relacién entre las muestras fueron determinados por distancia de Bray-Curtis. El niUmero

indicado en cada rétulo de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.
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IV.3. Discusion

Los efectos del surfactante no iénico Triton X-100 sobre la degradacién vy
desorcion de PAH por un lado y sobre la comunidad bacteriana del suelo por otro, fueron
evaluados sobre un suelo crénicamente contaminado, en dosis igual a la CMC de dicho

surfactante y en dosis sub-CMC.

En los microcosmos con Triton X-100 se detecté una caida en la tensién
superficial de las suspensiones de suelo, significativamente mayor a la medida obtenida
en el microcosmos C, que se mantuvo a lo largo del tiempo de incubacién. Esto
permitiria confirmar la presencia del surfactante en el suelo. La disminucién de la
tensién superficial de las suspensiones de suelo de los microcosmos con surfactante
mostré correlacion con la concentracién que habia sido aplicada (Figura IV.7);
confirmando asi que las dosis en T-A y T-B fueron sub-CMC. En el suelo existen varios

componentes con estructuras anfipaticas que influyen en la tensién superficial de las

suspensiones del mismo, como lo son los acidos humicos y fulvicos, proteinas, acidos
grasos, biosurfactantes, como también cambios en el pH y la temperatura (Anderson y
col., 1995). Es asi que una disminucién en la tension superficial como la que se observo
en el presente trabajo en el microcosmos control (Tabla IV.1, Figura IV.7) es factible de

ocurrir tras la incubacion.

Los microcosmos con dosis sub-CMC, donde la solubilizacion de los PAH en
micelas habria sido despreciable, fueron los Unicos en los que se llegd a registrar
menores concentraciones de PAH sorbidos con respecto a C (Figura IV.8). Asimismo en
estos sistemas se obtuvo una mayor recuperacion de fluoréforos asociados la familia de
compuestos de los PAH (Figura IV.14), por lo que puede sugerirse que las dosis sub-CMC
mostraron una mayor desorcién de PAH con respecto a Cy T-CMC. Debe destacarse que
en dosis por debajo de la CMC, la tasa de desorcién de PAH desde un geosorbente podria
aumentar a través de una modificacion directa de la matriz del contaminante (Adriony
col., 2016). Incluso Yeom y colaboradores (1996), hallaron que los surfactantes
estimularon la liberacion de PAH de un suelo estudiado principalmente por aumento de
difusividades de la matriz, mientras que la liberacion por solubilizacién en la pseudofase
micelar jugd un rol secundario. Los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian

avalar dicha hipdtesis basandonos en que las matrices de excitacién-emision de los
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extractos alcalinos de los microcosmos con el surfactante (1V.14) evidenciaron cambios
en la solubilizacién de especies fluoréforas con respecto al control. Adicionalmente, en
el microcosmos T-CMC, donde la mayoria de las moléculas del surfactante estarian
agregadas en micelas, la concentracion de PAH sorbidos no presentd diferencias

significativas con el control (Figura 1V.10).

En concordancia con la mayor desorcion de PAH, los microcosmos T-A y T-B,
fueron los Unicos que se diferenciaron de C en cuanto a la degradacién de dichos
hidrocarburos, habiendo presentado al dia 42 de incubacion menor concentracién
remanente de PAH. Sin embargo, la cuantificacién de cada PAH de forma individual
mostré menores concentraciones de distintos PAH con respecto al microcosmos C en
los tres microcosmos con Triton X-100. Mientras que en los microcosmos con dosis sub-
CMC tanto los PAH de bajo como de alto peso molecular presentaron niveles
remanentes menores que en el microcosmos C, en T-CMC Unicamente disminuyeron los

de alto peso molecular.

Adicionalmente a la movilizacién de compuestos hidrofébicos sorbidos a la

matriz del suelo, los surfactantes pueden influir en la actividad degradadora de PAH de

la comunidad microbiana endégena en un ambiente contaminado (Makkar y Rockne,
2003). A pesar de que ha habido pocos intentos de evaluar los cambios en las
comunidades microbianas del suelo provocados por la aplicacién de surfactantes, se ha
encontrado evidencia sobre una posible contribucidn biolégica al mejoramiento de la
degradacion de PAH (Singleton y col., 2016). Los resultados aqui analizados, mostraron
que la estructura y dindmica de la comunidad bacteriana fueron notablemente
diferentes entre los microcosmos C, T-CMCy los que fueron tratados con dosis sub-CMC,
habiéndose notado esto tanto a nivel cultivable (Figuras IV.4, IV.17 y IV.18) como a
través de técnicas moleculares (Figuras IV.5, 1V.24, IV.25). En consistencia con el efecto
estimulatorio en la degradacion de PAH en los microcosmos con dosis sub-CMC
observado después de 42 dias de incubacién (Figura 1V.8), la abundancia relativa de
genes PAH-RHDa GN (Figura IV.20) indicé un aumento en el potencial biodegradador de
PAH de la comunidad. Si bien esta técnica molecular se encuentra limitada por la

utilizacion de primers especificos disefiados para una determinada poblacién, permitié
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registrar resultados similares a los obtenidos en la cuantificacion de bacterias

degradadoras de PAH por la técnica del NMP dependiente de cultivo.

Las diferencias observadas en las comunidades bacterianas podrian haber
llevado al variado perfil de degradacion de distintos PAH registrado al dia 42 (Figura
IV.10). En estudios anteriores de bioestimulacion con surfactantes (Adrion y col., 2016;
Zhu y Aitken, 2010), el impacto de estos quimicos sobre la comunidad microbiana se ha

atribuido como probable causa de las diferencias en la degradacion de PAH.

En el microcosmos C el armado del sistema y las condiciones de incubacién
produjeron un aumento en la riqueza y diversidad de la comunidad bacteriana (Figura
IV.22) seguido por una disminucién brusca de dichos parametros. Thomsony col. (2010),
usando técnicas moleculares (T-RFLP), encontraron en el estudio de un suelo que el
método de tamizacion-homogeneizacidn habia alterado significativamente la estructura
de la comunidad bacteriana. En el suelo crénicamente contaminado que ensayamos, los
PAH inaccesibles atrapados en los agregados del suelo podrian haber sido expuestos a
la microbiota nativa por la tamizacidon. En concordancia, los resultados analiticos
mostraron que inmediatamente después del armado de los microcosmos, la fraccién
BDP de PAH representd una proporcién mayoritaria (60%, Figura 1V.8) que fue
rapidamente degradada (7 dias) por una comunidad microbiana altamente seleccionada
por la historia en la contaminacién (Figuras IV.24 y IV.25). Se han encontrado especies
capaces de degradar hidrocarburos dentro de los géneros Acinetobacter y Bacillus (Das
y Mukherjee, 2007; Golby y col., 2012), que dominaron ampliamente en el microcosmos

C al principio del periodo de incubacién.

Los HAf, al igual que los PAH, presentaron inicialmente un alto porcentaje de
degradacion en todos los sistemas en estudio, aunque destacdndose un efecto negativo
en el microcosmos T-CMC con respecto al control. La presencia del surfactante sintético
en alta concentracién, cuya molécula presenta una cadena hidrocarbonada alifatica,
podria haber estimulado el crecimiento de la poblacién bacteriana degradadora de HAf
(Figuras IV.4 y IV.10) al encontrarse disponible como posible fuente de carbono en un
suelo crénico, llevando a la competencia entre sustratos de estructura similar. Con el
transcurso del tiempo de incubacién este efecto se revirtid, observandose la

estimulacion en la degradacion de HAf con respecto al control, en primer lugar, en T-
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CMC a los 30 dias y posteriormente a los 63 dias en las dosis sub-CMC (Figura 1V.10).
Estos resultados podrian explicarse, en parte, por la estimulacién sobre la poblacién de
bacterias degradadoras de HAf con respecto a C vy, por otra parte, por el posible efecto
de la solubilizacién de estos hidrocarburos por accién del Triton X.100. El andlisis de las
familias de especies de fluréforos de las MEEF permitié demostrar que este surfactante
produce cambios en la matriz del suelo, independientemente de la contaminacién o no
que pueda haber sufrido, reflejados en la solubilizacidn de distintos fluoréforos (Figuras
IV.13 y IV.14). Esta observacion, podria ser otra de las causas que habria estimulado la

degradacion de HAf en los microcosmos tratados con Triton X-100.

La adicidon del surfactante en cualquiera de las concentraciones estudiadas
genero, con respecto al microcosmos control, cambios importantes en la dindmica de la
comunidad bacteriana del suelo (Figuras 1V.22 y IV.25); dichos cambios se reflejaron al
dia 63, donde las comunidades bacterianas de los sistemas tratados con Triton X-100
mostraron diferencias notables con C a nivel de diversidad (Figura 1V.22) y de
composicion (Figura IV.25). Incluso entre el dia 14 y 63 de incubacion el perfil de la
comunidad bacteriana del suelo en T-CMC difirié de los microcosmos con dosis sub-CMC
(Figuras 1V.24 y 1V.25), habiéndose observado en simultaneo diferencias en la

degradacion de PAH (Figura IV.8).

Particularmente al dia 63 de tratamiento los perfiles de la comunidad bacteriana
de T-Ay T-B mostraron predominio de los érdenes Sphingomonadales, Acidobacteriales
y Gemmatimonadales (Figura IV.25). Sphingomonadales, principalmente representado
por los géneros Sphingomonas y Novosphingobium (Figura IV.25, Tabla S3 en Material
Suplementario), ha sido sefialado como un cluster fundamental en la degradacion de
PAH (Bastida y col., 2016; Festa y col., 2016). Por otra parte, Jiang y col. (2015) usando
is0topos estables de ADN (DNA-SIP, del inglés DNA-Stable Isotope Probing),
demostraron que bacterias relacionadas con Acidobacterium fueron vinculadas con
degradacion de PAH. A pesar de que el grupo Gemmatimonadetes fue recientemente
descripto y ha tenido pocos representantes cultivables, algunos estudios han mostrado
que el desarrollo de este filo ha sido promovido en suelos contaminados con PAH

(Tejada-Agredano y col., 2013; Muangchinda y col., 2015).
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La comunidad bacteriana del microcosmos T-CMC después de 63 dias de
incubacién fue caracterizada por una disminucion de la riqueza e indice de diversidad
comparada con T-A y T-B (Figura 1V.22), con un destacable predominio del orden
Xanthomonadales (Figura 1V.25), representado principalmente por el género
Stenotrophomonas. En otros estudios se han descripto efectos inhibitorios de los
surfactantes no-idnicos en la degradacion microbiana de PAH a concentraciones
superiores a la CMC (Lladd y col., 2015; Singleton y col., 2016), lo que podria deberse a
una interaccion fisioldgica entre las micelas y las paredes celulares, provocando la
disrupcion de la estructura de lamelar de la membrana (Laha y Luthy, 1991). Por otro
lado, cepas del género Stenotrophomonas han sido reportadas como bacterias
degradadoras de PAH (Bautista y col., 2009) e incluso de Triton X-100 (Cheny col., 2004).
El aumento en la tensién superficial observado en el microcosmos T-CMC a los 63 dias
de incubacién (Figura IV.8) y la estimacién de la concentracion de los distintos tipos de
picos de Triton X-100 identificados (Tabla V.2) sugieren la degradacién de Triton X-100
por una comunidad bacteriana altamente seleccionada, implicando un impacto negativo

sobre la biodegradacién de PAH.

En este capitulo se demostrd que la adicién de Triton X-100 sobre un suelo
crénicamente contaminado aceleré la biodegradacion de PAH sélo en dosis sub-CMC.
Resultados similares fueron estudiados por Singleton y col. (2016) en un biorreactor de
suelo con el agregado de otro surfactante no-iénico (Brij 30). En los microcosmos
estudiados en el presente capitulo, prestando atencién a las concentraciones alcanzadas
de cada PAH identificado, pudo notarse que Unicamente el sistema tratado con la menor
concentracion de Triton X-100 (T-A) alcanzé niveles que se aproximaron a los limites de
calidad de suelo de uso industrial. La combinacidn de las determinaciones quimicas de
las proporciones sorbidas y biodisponibles de PAH y el uso de pirosecuenciacién, una
herramienta poderosa para analizar comunidades microbianas complejas, nos ha
permitido obtener evidencias sdlidas de la contribucién de factores fisicoquimicos y
bioldgicos a los diferentes comportamientos en los microcosmos estudiados. De esta
forma, constituye una contribucidn significativa a la optimizacion de las estrategias de

mejoramiento de biorremediacion utilizando surfactantes.
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V. Bioaumento con cepa productora de surfactante: efecto sobre la degradacion de

hidrocarburos y la comunidad bacteriana de un suelo cronicamente contaminado

Los microorganismos, debido a su amplia biodiversidad y gran potencial
catabdlico, se han convertido en una herramienta atractiva para le remediacion de
suelos contaminados. En aquellos casos de contaminacidon puntual o de compuestos
recalcitrantes, puede ser necesaria la inoculacion de poblaciones aldctonas, con
capacidades especializadas, para posibilitar la degradacién de los contaminantes
existentes, técnica conocida como bioaumento (Lladé, 2012). La aplicacidon de
microorganismos degradadores de hidrocarburos en simultdneo con productores de
biosurfactantes o incluso microorganismos con ambas propiedades, brindaria una doble
ventaja, donde los biosurfactantes podrian aumentar la biodisponibilidad de los
sustratos hidrofébicos y modificar la hidrofobicidad de la membrana celular, lo que
permitiria a las bacterias degradadoras interactuar libremente con el contaminante

(Megharajy col., 2011; Lim y col., 2016).

El biosurfactante lipopeptidico surfactina, producido por cepas de Bacillus
subtilis, se ha estudiado en varios trabajos (Morany col., 2000; Lai y col., 2009; de Franca
y col., 2015; Mnif y col., 2017). Si bien se ha comprobado la efectiva capacidad de este
bioproducto en la remocién de hidrocarburos tanto en soluciones acuosas como en
sistemas batch de suelos contaminados, poco se conoce sobre el efecto de la surfactina
producida in situ, estrategia que permitiria reducir los costos de potenciales

tratamientos con biosurfactantes sobre suelos contaminados.

En este capitulo se evalué el impacto del bioaumento con una cepa capaz de
producir surfactina sobre la degradacién de hidrocarburos y la comunidad bacteriana de
un suelo cronicamente contaminado. El efecto de esta estrategia se ensayd sobre la
biorremediacién por atenuacion natural y adicionalmente, sobre el bioaumento con una
cepa degradadora de hidrocarburos policiclicos aromaticos. Asimismo, se comparé con

el impacto generado por el surfactante sintético Triton X-100.

El suelo utilizado en esta instancia provino de reservorios de una industria

petrolera de la provincia de Mendoza. Se trata de un suelo crénicamente contaminado
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de textura franco-arenosa (78% arena) y de naturaleza salina (CE= 4 mS/cm). En el
laboratorio, fue contaminado con fluoreno (FLU), fenantreno (FEN), antraceno (ANT) y
pireno (PIR) durante 3 meses. Luego de 3 meses sin otra intervencién, se procedié al

armado de los microcosmos.
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V.1. Caracterizacion de las cepas utilizadas en la estrategia de bioaumento:

determinacion de tensidn superficial y degradacion de fenantreno

Una de las cepas utilizadas para la realizacién de los ensayos de bioaumento fue
Bacillus subtilis NCIB3610 (B srf+), capaz de producir el biosurfactante surfactina, de
naturaleza lipopeptidica, que interviene en la formacién de biofilm y en la movilidad
sobre superficies (Kearns y col., 2003; McLoon y col., 2011). Como control para evaluar
el efecto causado por la cepa, no atribuible a la produccién de biosurfactante, se utilizé
una cepa mutante Bacillus subtilis NCIB3610 srf- (B srf-), que tiene una delecién en el
primer gen del operdn que codifica para surfactina, con la insercién de un gen de
resistencia a cloranfenicol, por lo que no produce el biosurfactante y es resistente a
dicho antibidtico (5 pg/ml). Ambas cepas de Bacillus fueron provistas por el Dr. Roberto
Grau, investigador de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional
de Rosario (Santa Fé). La figura V.1 muestra las colonias caracteristicas de estas cepas
en medio R3A. La cepa productora de surfactina genera colonias grandes, blancas, de
aspecto mucoso y borde irregular, mientras que las colonias de la cepa mutante son
igualmente blancas con aspecto mucoso, pero de contorno mds definido y tamafio

levemente menor.

En esta seccidn, se evalué la capacidad de ambas cepas de producir
biosurfactante (BioS) mediante la medida de tensién superficial (TS) del sobrenadante
de medios de cultivo, y la capacidad de crecer en fenantreno como Unica fuente de

carbono y energia.
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Figura V.1. Desarrollo de colonias en R3A de (a) las cepas Bacillus subtilis NCIB3610, su mutante

Bacillus subtilis NCIB3610 srf-y (b) Sphingobium sp. AM.

Adicionalmente, se realizaron estos ensayos para la cepa degradadora de
fenantreno Sphingobium sp. AM (AM), utilizada en los microcosmos como bioaumento
combinado tanto con el tratamiento con el surfactante sintético como con la inoculacién
de las dos cepas de Bacillus. La cepa AM fue aislada de un consorcio bacteriano
degradador de fenantreno obtenido de un suelo crénicamente contaminado con
hidrocarburos, situado en los alrededores de la ciudad de La Plata (Festa y col., 2013).
AM evidencid la capacidad de utilizar fenantreno como unica fuente de carbono y
energia en MML suplementado con dicho PAH, logrando una degradacion del 87,4 +
4,0% a los 7 dias de incubacidn, acompaiiada de la coloracién del medio por la formacion
de intermediarios de degradacion (Festa y col., 2013). En medio de cultivo R3A el
desarrollo de AM genera colonias amarillas de tamafio pequefio a mediano y de

contorno definido (Figura V.1).

Se llevd a cabo la medida de tension superficial de sobrenadantes de los cultivos
de las cepas B srf+, B srf- y AM luego de 24 hs de incubaciéon en caldo LB suplementado
con glucosa al 1%. El suplemento de glucosa permite disminuir la tasa de esporulacién.
La cepa PAO-1 (Pearsony col., 1997) conocida productora de BioS se utilizé como control
de la disminucién de la TS por la produccion del mismo. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla V.1.

En el medio LB, medio complejo y nutricionalmente rico, PAO-1 generd una
importante caida de la tension superficial del medio luego de 24 hs de incubacidn

confirmando la produccién del biosurfactante. B srf+ produjo una disminucién de TS
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significativamente mayor (P<0,05) que la producida por la cepa PAO-1, evidenciando
también su capacidad de generar un BioS. Sphingobium sp AM provocé una disminucién
de TS significativa (P<0,05) con respecto al control, aunque en menor medida que B srf+
y PAO-1. En el cultivo de la cepa mutante de Bacillus subtilis NCIB3610, la TS fue

comparable a la del control sin inocular.

Tabla V.1. Medidas de tension superficial (mN/m) de sobrenadantes de cultivos de las cepas: AM, PAO-

1, B srf+y B srf-. Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 24 hs.

Cultivos LB/glc 1%*
Control 52,8+0,8°
B srf- 50 + 2°

AM 46,1 +0,9°
PAO-1 349+0,3°
B srf+ 30,4 +0,2¢

*El suplemento de glucosa disminuye la tasa de esporulacion.
Las letras en superindice diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).

Una vez comprobada la produccién de surfactina y su liberacion al medio, se
utilizé un medio de cultivo minimo con 200 mg/kg de fenantreno (MML/FEN), PAH
modelo, para evaluar la capacidad de las cepas de Bacillus y AM de crecer en dicho PAH
como Unica fuente de carbono y energia y de producir BioS. Al cabo de 7 dias de

incubacidn se registro:

e |a medida de tension superficial,
e |a evidencia cualitativa de degradacion de fenantreno por coloracién del
medio,

e yeldesarrollo de colonias caracteristicas en medio R3A.

En el sobrenadante del medio de cultivo sin inocular se obtuvo una tensidn
superficial de 63,2 mN/m y similares valores se midieron en los cultivos puros de AM, B

srf+y B srf-: 61,4 mN/m, 62,2 mN/my 62,6 mN/m respectivamente.

Los cultivos de AM presentaron coloracién por la generacion de intermediarios

de la degradacion del fenantreno y luego de inocular una alicuota de este cultivo en
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placas de R3A, se observé el desarrollo de colonias amarillas caracteristicas de esta cepa.
En los cultivos de los Bacillus no se evidencié desarrollo alguno de colonias y tampoco
se observé coloracion del medio, demostrando que no tienen la capacidad de crecer en

fenantreno como unica fuente de carbono y energia.

V.2. Caracterizacion de co-cultivos de las cepas utilizadas en el bioaumento

A continuacién, con el objetivo de estudiar la interaccién de AM con la cepa
productora de BioS en la degradacién de fenantreno, se realizaron co-cultivos de ambas
cepas en MML/FEN. Como control de los efectos que pudieran no ser generados por el
BioS, se realizé el co-cultivo de la cepa B srf- con AM. Adicionalmente, estos co-cultivos
se reiteraron en MML/FEN suplementado con peptona al 0,3% y 0,5% p/v. Al cabo de 7

dias de incubacién a 30°C, se registro:

¢ la medida de tensidn superficial,
e |a coloracion del medio,
e el porcentaje de fenantreno remanente,

e yeldesarrollo de colonias caracteristicas en medio R3A.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V.2. En los co-cultivos de AM
con B srf+ por un lado y con B srf- por el otro en MML/FEN, no se observé disminucion
de la TS, y unicamente desarrollaron colonias amarillas en R3A. Ambos co-cultivos
presentaron coloracién del medio, indicando la presencia de intermediarios de
degradacion del FEN (Figura V.2). Mientras se conoce que AM en MML/FEN alcanza una
degradacion del 87 + 4% (Festa y col., 2013), en el caso de los co-cultivos AM+B srf+y
AM+B srf-, pudo detectarse un efecto negativo en el porcentaje de degradacion

alcanzado (Tabla V.2).
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Control

B srf-

Figura V.2. Ensayos en MML con 200 mg/L de fenantreno inoculado con los co-cultivos AM+B
srf+y AM+B srf- junto con los controles sin inocular e inoculado con AM. El cambio de color con

respecto al control se debe a la generacién de intermediarios de la degradacién del fenantreno.

En los co-cultivos incubados en MML/FEN con peptona en 0,5% p/v como fuente
adicional de carbono y energia, al cabo de 7 dias de incubacidn y de manera opuesta a
lo observado en ausencia de peptona, no fue posible recuperar colonias amarillas y se
obtuvo desarrollo Unicamente de colonias blancas en R3A (Tabla V.2). En contraste con
la medida de TS del medio control de 63,2 mN/m, AM+B srf+ evidencié un valor
significativamente menor (P<0,05) mientras que tanto en los cultivos de AM (56,4
mN/m) como AM+B srf- sélo hubo un leve descenso de la TS. La eliminacion de
fenantreno en AM+B srf+ y AM+B srf- no fue significativa, por lo cual no se continuaron

los estudios bajo esta condicion.

En la condicion intermedia, con un suplemento de peptona en 0,3% p/v en
MML/FEN, en ambos co-cultivos ensayados de AM+B srf+ y AM+B srf- lograron
recuperarse colonias amarillas y blancas caracteristicas de cada cepa inoculada en R3A.
En los controles de cultivos puros de ambos Bacillus en el mismo medio, si bien no se
observé degradacion de fenantreno, se recuperaron las colonias caracteristicas. En el
ensayo con AM+B srf+ se produjo una disminucién significativa de la tensién superficial
con respecto al medio de cultivo control (P<0,05) y un efecto estimulatorio sobre la
degradacion de fenantreno, alcanzandose un porcentaje mayor (99,5 + 0,4%) y
significativamente diferente (P<0,05) al correspondiente al cultivo puro de AM en este
mismo medio (95 + 3% de degradacién) (Tabla V.2). Por otra parte, en AM+B srf- no se

observé descenso de la tension superficial y se registré un impacto negativo en la

127



Capitulo V. Bioaumento con cepa productora de surfactante: efecto sobre la degradacion de
hidrocarburos y la comunidad bacteriana de un suelo crénicamente contaminado

eliminacion del PAH con respecto al comportamiento de los cultivos puros de AM en

MML/FEN con 0,3% peptona.

Tabla V.2. Ensayos realizados en MML/FEN (200 mg/L de fenantreno) sin peptona y suplementado con

peptona en 0,3% y 0,5% p/v, inoculando las mezclas de AM+B srf+ y AM+B srf- durante 7 dias a 30°C.

Medio de cultivo Ensayos AM+B srf+ AM+B srf-
Tension superficial a a
(mN/m) 59,210,2 603
% degradacion FEN 57,6+0,7° 62 +12°
MML/FEN
Colonias amarillas + +

Colonias blancas - -

Tension superficial b a
465 61+3
(mN/m)
MML/FEN/0,3% % degradacion FEN 99,5+0,4’ 731"
peptona p/v
Colonias amarillas + +
Colonias blancas + +
Tension superficial
4
(MN/m) 33,9 50,
MML/FEN/O 5% % degradacién FEN 14,2 0
peptona p/v
Colonias amarillas - -
Colonias blancas + +

Las determinaciones se realizaron por triplicados con excepcidn de los cultivos con peptona en 0,5% p/v.

Los superindices iguales indican que los valores no difieren significativamente (P>0,05).
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V.3. Ensayos de bioaumento en microcosmos de suelo cronicamente contaminado

El armado de los microcosmos se planted teniendo en cuenta los siguientes

tratamientos:

* Monitoreo de atenuacion natural: microcosmos m-C

* Inoculacién con Bacillus subtilis NCIB3610: microcosmos m-B srf+

* Inoculacién con Bacillus subtilis NCIB3610 srf-: microcosmos m-B srf-

* Inoculacién con Sphingobium sp. AM: microcosmos m-AM

* Inoculacién con AM + Bacillus subtilis NCIB3610: microcosmos m-AM+B srf+

* Inoculaciéon con AM + Bacillus subtilis NCIB3610 srf-: microcosmos m-AM+B srf-
* Tratamiento con Triton X-100: microcosmos m-T

* Inoculaciéon con AM y tratamiento con Triton X-100: microcosmos m-AM/T

En los casos m-B srf+, m-B srf-, m-AM y m-AM/T, cada microcosmos se inoculd
con 1x10® UFC/g de suelo seco de la cepa correspondiente. Las co-inoculaciones se
llevaron a cabo de forma de obtener en los microcosmos 0,5x10% UFC/g de suelo seco
de cada una de las cepas co-inoculadas. El surfactante Triton X-100 fue agregado a la
CMC correspondiente a este suelo, equivalente a 19 mg/g de suelo seco (Figura S.2, en

Material Suplementario).

En la figura V.3 se muestra la fotografia en el momento en que se inoculaban los
microcosmos m-B srf+ y m-AM/T. En el segundo caso (Figura V.3b) pudo observarse el
efecto del surfactante sintético sobre la suspension de células que se inoculé gota a
gota, donde la disminucidn de la tensién interfacial y superficial se evidencio al impedir

gue la gota quedara formada sobre la superficie como en m-B srf+ (Figura V.3a).
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Figura V.3. Fotografia durante la inoculacion del microcosmos (a) m-B srf+y (b) m-AM/T.

V.3.1. Efecto en la tensién superficial

Se determind la tensién superficial de suspensiones de suelo de los microcosmos
estudiados a los distintos tiempos de muestreo. En la figura V.4 se pudo observar que el
suelo control no presentd cambios en la TS a lo largo del periodo de incubacién. El
seguimiento de la TS mostré cémo la adicién de Triton X-100 generd una considerable
disminucion de la TS en los sistemas m-T y m-AM/T con respecto al control (P<0,05) y a
los demas microcosmos inoculados. Este comportamiento se mantuvo a lo largo de los
85 dias de incubacion, sin observarse cambios entre las medidas de los microcosmos con

el surfactante sintético.

En el caso de los sistemas que no fueron tratados con surfactante, Unicamente
al dia inicial el sistema m-AM+B srf+ fue significativamente diferente (P<0,05) a m-C.
Luego, con el transcurso del tiempo se fue igualando a las restantes condiciones y todas

se mantuvieron constantes hasta el final del monitoreo.

130



Capitulo V. Bioaumento con cepa productora de surfactante: efecto sobre la degradacion de
hidrocarburos y la comunidad bacteriana de un suelo crénicamente contaminado

=¢=m-C m-AM =fe=m-B srf+ =@=—m-B srf-
= m-AM+B srf- m-AM+B srf+  e=@=m-T —=—m-AM/T
80 -
&
S~ —
Z 70 - - —
£ — —
T 60 T
O
3 50 -
=}
(%]
\g 40 -
a — = — >
& 30 -
20 T T T 1
1 21 63 85

Tiempo de incubacion (dias)

Figura V.4. Seguimiento de la tension superficial (mMN/m) en cada microcosmos durante 85 dias de

incubacion. Se graficaron promedios de triplicados con sus respectivas desviaciones estandar (barras).

V.3.2. Desorcion y biodegradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

Durante el periodo de incubacién, se tomaron muestras de cada microcosmos
por triplicado para la determinacidn de la concentracion total de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH) a los dias 1, 21, 63 y 85. Para los dias 1, 21 y 63 se
determiné la fraccidon biodisponible (BDP) de PAH mediante extraccion con la resina

Amberlite XAD-2.

La figura V.5 muestra las fracciones sorbidas y BDP de la suma de los PAH
identificados por GC-FID al dia 1, 21 y 63. Durante los primeros 63 dias, la concentracién
total de PAH en el microcosmos m-C disminuyd un 12% y los restantes tratamientos no
se diferenciaron significativamente de dicho porcentaje (P>0,05). La determinacién de
la fraccion sorbida evidencio un porcentaje de PAH biodisponibles superior al 90% en
todos los microcosmos desde el comienzo. Con el transcurso del tiempo, pudo
observarse que la fraccidn sorbida al suelo presenté cierta tendencia a aumentar en m-
C, m-AM y m-B srf-, disminuyendo significativamente (P<0,05) las proporciones de los
PAH BDP al dia 63 con respecto a los valores iniciales. Asimismo, dentro de este grupo
de microcosmos, en m-B srf- se registré la menor fraccidén sorbida de PAH, seguido en

mayor medida por m-AM y luego por m-C.
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Los microcosmos tratados con el surfactante sintético y los inoculados con la
cepa productora de surfactina mantuvieron altos porcentajes de BDP que no se
diferenciaron significativamente entre si (P>0,05). Cabe destacar que el sistema m-

AM+B srf- mantuvo valores de PAH sorbidos comparables a los registrados inicialmente.

Después de 85 dias de tratamiento, la repeticion de la extraccion de
hidrocarburos no permitié detectar cambios en la concentracién residual de PAH con
respecto al dia 63. Teniendo en cuenta esta limitacion en la degradacidn, que mas del
90% de los PAH se encontraba BDP y la relacién C/N/P del suelo en estudio (100/6/0,14),
a los 180 dias de incubacién se adicionod el fertilizante Nitrofoska® (NPK) en todos los
microcosmos alcanzandose una relacién 100/10/2, recomendada como guia para

estimular la actividad microbiana nativa (Wu y col., 2016).
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Figura V.5. Concentracidon (mg/kg de suelo seco) de la suma de los PAH identificados por GC-FID
(columna entera) a los dias 1, 28 y 63. Se diferenciaron las fracciones biodisponibles (columna
texturada) de las sorbidas a la matriz del suelo (columnas lisas). Se graficaron promedios de triplicados
con su respectiva desviacion estandar (barras). Las letras indican diferencias significativas (P<0,05) entre

microcosmos en la fraccidn sorbida a un mismo tiempo de incubacidn.

En la figura V.6 se graficd el porcentaje de degradacién de PAH a lo largo del

periodo de incubacidn para cada una de las condiciones estudiadas. Luego de 180 dias
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de incubacién, momento previo a la adicion de NPK, inicamente el microcosmos m-AM
presentd diferencias significativas con el control, evidenciando un 43% de degradacion.
Las otras condiciones en estudio no presentaron diferencias significativas con m-C

(P>0,05).

Después de 28 dias del tratamiento con el fertilizante se analizaron nuevamente
los PAH totales y el porcentaje de degradacidn de los mismos se expuso en la figura V.6.
En esta instancia, pudo registrarse un aumento significativo en el porcentaje de
degradacion de m-C con respecto al registrado al dia 21 (P<0,05). Se evidencié una
continuidad en la degradacion en los microcosmos inoculados con AM sin y con Triton
X-100, siendo en ambos significativamente mayor (P<0,05) a m-C: 60% y 77%
respectivamente, pero sin haber evidenciado diferencias significativas entre si (P>0,05).
En el caso de m-B srf+, m-B srf-, m-AM+B srf+, m-AM+B srf- y m-T, no se detectaron

porcentajes de degradacion diferentes al de m-C.
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Figura V.6. Porcentaje de degradacion de PAH totales con respecto al valor inicial de cada sistema. Se
graficaron los promedios de determinaciones por triplicado con sus respectivas desviaciones estandar
(barras). Los asteriscos indican diferencia significativa (P<0,05) de los distintos microcosmos con el
control en un mismo tiempo de incubacidn. Las letras indican diferencias significativas (P<0,05) entre

distintos tiempos para un mismo microcosmos.

En las siguientes figuras V.7 y V.8 se contrastaron los cambios en las
concentraciones de los PAH residuales de forma individual en el momento previo al
agregado de NPK (180 dias) y 28 dias después (208 dias), respectivamente. En el primer
caso, pasados 180 dias de incubacidn, en el microcosmos m-C la concentracién de los
cuatro PAH (FLU, FEN, ANT y PIR) no se diferencié de la inicial. En m-B srf-, m-AM+B srf-

, m-AM+B srf+ y m-T, no se encontraron diferencias significativas con m-C (P>0,05).

El microcosmos m-AM evidenci6 una importante disminucion en la
concentracion remanente de FEN Unicamente, mientras que en los restantes PAH no se
vieron cambios significativos con respecto a m-C (P>0,05). Esto permitié demostrar que
el 43% de degradacidon de PAH observado en la figura V.6 se debid a la eliminacién de
FEN. Si bien el sistema inoculado con AM en simultaneo al tratamiento con Triton X-100
(m-AM/T) no habia evidenciado diferencia en la degradacién en el total de PAH con

respecto a m-C, presentd menor concentracion de FEN que la inicial, pero
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significativamente mayor que la encontrada en m-AM (P<0,05). Adicionalmente, mostré
un leve descenso en la concentracion de FLU, que fue significativamente menor a la

inicial (P<0,05), aunque ningun cambio se registré en ANT y PIR.

Finalmente, en m-B srf+, donde hasta los 180 dias de incubacién no se habia
observado degradacién de PAH que se diferenciara del control, se registréo en ese
momento una concentracién de FEN significativamente menor (P<0,05) que la inicial;
dicha concentracién fue mayor que la correspondiente a m-AM y m-AM/T. Los restantes

PAH no evidenciaron cambios.
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Figura V.7. Concentracion de PAH (mg/kg) en los diferentes microcosmos al momento previo del
agregado de NPK diferenciando en fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno. La primera columna
dentro del grupo de cada PAH indica la concentracién al dia 1 de incubacion. Se graficaron promedios de
triplicados con sus respectivas desviaciones estandar (barras). Los asteriscos indican una concentracion
significativamente menor (P<0,05) con respecto al valor inicial (distinto numero de asteriscos, diferencia

significativa entre si).

Pasados 28 dias de incubacion luego de haber agregado NPK (Figura V.8), en m-
AM/T se observd una concentracion significativamente menor con respecto al valor

inicial en los cuatro PAH analizados. La inoculacion sélo con AM evidencio
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concentraciones remanentes significativamente menores al valor inicial tanto de FEN
como de FLU, pero el ANT y PIR no presentaron cambios. Particularmente la degradacién
del fenantreno superd el 90% tanto en m-AM como en m-AM/T, sin diferencias

significativas entre si (P>0,05).

La inoculacién con la cepa B srf+ resulté en una menor cantidad de FEN

remanente que la inicial (P<0,05), pero no ocurrié asi con los restantes PAH.

1400 -~
S 1200
3 M Inicial
o
% 1000 Em-C
% m-AM
%D 800 m-B srf+
ob
£ B m-B srf-
o 600
€ m-AM+B srf+
(0]
é 400 B m-AM+B srf-
g Em-T
3 200
I B m-AM/T
0

Fluoreno Fenantreno Antraceno Pireno

Figura V.8. Concentracion de PAH (mg/kg de suelo seco) en los diferentes microcosmos 28 dias después
del agregado de NPK diferenciando en fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno. La primera columna
dentro del grupo de cada PAH indica la concentracién al dia 1 de incubacidn. Se graficaron promedios de
triplicados con sus respectivas desviaciones estandar (barras). Los asteriscos indican una concentracion
significativamente menor (P<0,05) con respecto al valor inicial (distinto nimero de asteriscos, diferencia

significativa entre si).

En la figura V.9 se graficaron los porcentajes de las fracciones BDP a los 63 dias
de incubacién de los distintos PAH en estudio para todos los microcosmos. Esta grafica
permitio detectar un aumento en la BDP de los cuatro PAH en los microcosmos m-B srf+,

m-B srf-, m-AM+B srf+, m-AM+B srf-, m-T y m-AM/T, diferenciandose significativamente
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(P<0,05) de m-C. Contrariamente, m-AM no evidencié diferencias significativas con el

control (P<0,05).

En los sistemas m-C, m-AM y m-B srf- pudo evidenciarse una tendencia a
disminuir la biodisponibilidad a medida que aumenta el peso molecular del PAH. Por
otra parte, esta relacidn entre BDP y peso molecular se vio alterada en los microcosmos
inoculados con B srf+ (m-B srf+ y m-AM+B srf+), tratados con Triton X-100 (m-T y m-

AM/T) y en m-AM+B srf-.
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Figura V.9. Porcentaje de los diferentes PAH biodisponibles al dia 63 de incubacion en los
distintos microcosmos. Se graficaron promedios de triplicados con sus respectivas desviaciones estandar

(barras). Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05) con el control para un mismo PAH.

V.3.3. Degradacion de hidrocarburos alifaticos

La figura V.10 muestra los porcentajes de degradacién de hidrocarburos
alifaticos (HAf) a lo largo del tiempo de incubacién para los microcosmos estudiados.
Aproximadamente el 70% de los HAf identificados inicialmente fueron de longitud
intermedia (C10-C2s5). Después de 21 dias de incubacién, en todos los tratamientos se
observé una degradacidon superior al 20%, presentando diferencias significativas

(P<0,05) con m-C los sistemas m-AM, m-B srf+, m-B srf-, m-AM+B srf+, m-T y m-AM/T.
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En cambio, al dia 85 sélo los microcosmos inoculados con B srf+ y tratados con Triton X-

100 se diferenciaron significativamente (P<0,05) de m-C con una mayor degradacion.

Alos 180 dias de incubacidn, en el microcosmos control se alcanzd un porcentaje
de eliminacién mayor al 80%, y los tratamientos no se diferenciaron significativamente
(P>0,05%) del mismo. Luego del agregado del fertilizante, la totalidad de los sistemas

alcanzo el 100% de eliminacion de HAf.
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Figura V.10. Porcentaje de degradacién de HAf totales con respecto al valor inicial de cada sistema. Se
graficaron los promedios de determinaciones por triplicado con sus respectivas desviaciones estandar
(barras). Los asteriscos indican diferencia significativa (P<0,05) con el control en un mismo tiempo de

incubacion.

V.3.4. Monitoreo de Triton X-100

A partir del analisis de los cromatogramas obtenidos por CG-FID para la
determinacién de HC, se lograron identificar 7 picos pertenecientes al Triton X-100 al
superponer los cromatogramas de los microcosmos tratados con el surfactante sobre

los del control (Figura S3, en Material Suplementario). La concentracion de cada pico fue
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determinada en relacion al patrén del hidrocarburo alifatico de tiempo de retencidon mas

cercano, por lo que se indica como mg/kg* de suelo seco.

En ambos sistemas con Triton X-100, se calcularon los porcentajes de eliminacién
de cada pico identificado al dia 85 con respecto a los valores iniciales. Los resultados se
exponen en la tabla V.3. A simple vista pudo destacarse que la degradacion fue menor
en m-T, donde se observd que los picos de mayor tiempo de retencidn no fueron
eliminados. En paralelo, en m-AM/T si bien el pico que se detecta a los 56,1 min no pudo
eliminarse, el siguiente, correspondiente a los 48,9 min, llegd a disminuir en cierto

porcentaje.

Tabla V.3. Porcentaje de eliminacion de cada pico identificado de Triton X-100 al dia 85 de incubacion.

Tiempo de % de Eliminacion

retencion m-T m-AM/T
34,10 - 16,2
37,30 15,7 33,2
39,85 14,4 32,0
42,05 10,6 23,0
44,66 17,3 24,5
48,86 - 23,0
56,10 - 2,6

V.3.5. Analisis del efecto de los tratamientos sobre la comunidad bacteriana del suelo

V.3.5.1. Recuento de bacterias heterdtrofas cultivables en R2A

En esta seccion se describe la dinamica en los recuentos bacterianos de bacterias
heterdtrofas cultivables en R2A, graficada en la figura V.11. En el transcurso del
tratamiento, los datos de heterdtrofas viables recolectados para el microcosmos m-C no
evidenciaron cambios en el tiempo, manteniéndose alrededor de 1x108 UFC/g de suelo
seco. Los sistemas inoculados con AM, B srf- y AM+B srf- se comportaron de forma
comparable a m-C (Figura V.11b). Si bien m-B srf+ comenzo presentando un recuento

significativamente menor (P<0,05) a m-C, desde la primera semana de incubacion y
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hasta el ultimo dia de monitoreo siguid la tendencia del microcosmos control (Figura

V.11a). Por otra parte, m-AM+B srf+, que inicialmente tuvo un recuento comparable

tanto a m-C como a m-AM, evidencié un descenso durante la primera semana (Figura

V.11a). Dicha disminucién fue seguida por una recuperacion de los valores iniciales hacia

el dia 14, llegando a igualar a m-C y comportandose como tal de ese momento en

adelante.
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Figura V.11. Dindmica del recuento de bacterias heterdtrofas cultivables en R2A (UFC/g de suelo seco)

durante 85 dias de incubacion en (a) m-C, m-AM, m-B srf+ y m-AM+B srf+; (b) m-C, m-AM, m-B srf-y m-

AM+B srf-; y (c) m-C, m-AM, m-T y m-AM/T. Se graficaron los promedios de los sistemas por triplicado y

sus respectivas desviaciones estandar (barras).
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El microcosmos tratado con Triton X-100 presenté durante los primeros 14 dias
un efecto negativo sobre el recuento de bacterias heterdtrofas cultivables con respecto
al control sin tratamiento (Figura V.11c), probablemente por un efecto téxico de dicho
quimico. A partir de alli, evidencié un aumento gradual llegando a diferenciarse de m-C
al dia 42 y continuando el incremento hacia los 85 dias. La inoculaciéon con AM sumada
al tratamiento con el surfactante (m-AM/T) inicialmente se comporté de la misma
manera que el control, pero luego lo superd significativamente (P<0,05) a partir del dia
14 y continud aumentando en adelante. Incluso presenté recuentos mayores que m-T
hasta el dia 42, a partir del cual se igualaron ambos microcosmos tratados con el

surfactante sintético (Figura V.11c).

En la figura V.12 se muestran las suspensiones de suelo MTC en solucidn
fisioldgica a partir de las cuales se llevaron a cabo los recuentos. Pudo observarse a
simple vista la facilidad de dispersarse las particulas de suelo de los microcosmos
tratados con Triton X-100 en contraste con los que no fueron tratados con el surfactante.
Si bien inicialmente se registré un probable efecto téxico del surfactante en m-T en el
recuento de bacterias heterdtrofas, con el transcurso del tiempo tanto en m-T como en
m-AM/T se evidencié un aumento gradual de los recuentos que podria deberse a un
fendmeno de adaptacion de los microorganismos a dicho quimico y/o a una mayor

recuperacién de células en los sobrenadantes de las suspensiones.

Figura V.12. Suspensiones de suelo MTC (10 g de suelo en 90 ml de solucién fisiolégica) de

microcosmos tratados con Triton X-100 (hacia la izquierda) y sin tratar (hacia la derecha).
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V.3.5.2. Recuento de bacterias cultivables degradadoras de hidrocarburos

policiclicos aromaticos

En la figura V.13 se muestra el NMP de degradadoras de PAH en funcién del
tiempo para todos los microcosmos estudiados. En el microcosmos control, se observé
una disminucion del NMP desde el momento inicial hasta los 42 dias de incubacion,
seguida de una tendencia a aumentar, recuperando los valores iniciales hacia el dia 85.
Los microcosmos m-AM y m-B srf+ mostraron recuentos de bacterias degradadoras de
PAH significativamente superiores a m-C (P<0,05) en el periodo comprendido entre los
dias 21y 28; a partir de los 42 dias su comportamiento se iguald al de m-C hasta el final
del monitoreo (Figura V.13a). Los microcosmos inoculados con AM+B srf+, B srf-y AM+B

srf- se equipararon al control en todo momento (Figuras V.13a y V.13b).

Los microcosmos m-T y m-AM/T no presentaron cambios significativos en el
tiempo del NMP de degradadoras de PAH (Figura V.13c). Teniendo en cuenta el posible
incremento en la resuspensidn de células en soluciodn fisioldgica por accidn del Triton X-
100 (Figura V.12) reflejado en el aumento del recuento de heterdtrofas cultivables
(Figura V.11c), podria deducirse una disminucidn de la proporcidn de bacterias

degradadoras de PAH como consecuencia del tratamiento con el surfactante sintético.
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Figura V.13. Dinamica del recuento de bacterias degradadoras de PAH (NMP/g de suelo seco) durante
85 dias de incubacion en (a) m-C, m-AM, m-B srf+ y m-AM+B srf+; (b) m-C, m-AM, m-B srf- y m-AM+B
srf-; y (c) m-C, m-AM, m-T y m-AM/T. Se graficaron los promedios de los sistemas por triplicado y sus

respectivas desviaciones estandar (barras).
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V.3.5.3. Diversidad, estructura y composicion de la comunidad bacteriana del

suelo

La estructura de las comunidades del suelo, asi como su composicién taxonémica
y diversidad se analizaron mediante secuenciacién por lllumina de amplicones de genes
16S rARN de los microcosmos m-C, m-AM, m-B srf+, m-AM+B srf+ y m-AM/T en los dias
1, 28, 85 y 180 de incubacion. Después de la aplicacion de la NPK (dia 208) se
secuenciaron muestras de ADN de suelo de los microcosmos m-C, m-AM y m-AM/T,
donde se observd el mayor porcentaje de degradacion de PAH significativamente

diferente al control.

El analisis de secuenciacién permitié obtener un rango de nimero de secuencias
que varié entre 22.123 y 24.580 lecturas, agrupadas segun el 97% de similitud en 10.270
Unidades Taxonémicas Operacionales (OTU) diferentes (Tabla V.4). Los indices de Good
estiman el porcentaje total de OTU bacterianas representadas en la muestra, dando
informacion sobre la cobertura del analisis. Como se muestra en la tabla V.4, los indices
de Good obtenidos variaron en un rango de 0,90 a 0,94 y junto con las curvas de
rarefaccién (Figura V.14) demostraron que la cobertura alcanzada fue suficiente para

cubrir la mayor parte de la diversidad.
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Tabla V.4. Numero de secuencias obtenidas a partir del analisis por lllumina para los distintos

microcosmos a los dias indicados, nimero de OTU agrupadas al 97% de similitud e indices de Good.

Dia de i | de N°de indice de
incubacion secuencias  OTU Good
m-C 24.580 4.470 0,92
m-AM 24.580 4.604 0,92
1 m-B srf+ 22.123 4.397 0,91
m-AM+B srf+ 24.580 4.224 0,92
m-AM/T 24.580 3.569 0,93
m-C 22.123 4.468 0,90
m-AM 22.123 4.497 0,90
28 m-B srf+ 24.580 4.338 0,91
m-AM+B srf+  24.580 4.420 0,92
m-AM/T 24.580 3.942 0,92
m-C 24.580 4.147 0,91
m-AM 22.123 4.397 0,90
85 m-B srf+ 24.580 4.269 0,92
m-AM+B srf+ 24.580 4.011 0,92
m-AM/T 22.123 3.627 0,91
m-C 24.580 4.453 0,91
m-AM 22.123 4.243 0,91
180 m-B srf+ 22.123 4.455 0,91
m-AM+B srf+  24.580 3.798 0,92
m-AM/T 22.123 2.627 0,94
m-C 22.123 4.102 0,91
208(NPK) m-AM 22.123 3.925 0,91
m-AM/T 22.123 2.839 0,94
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Figura V.14. Curvas de rarefaccidn obtenidas a través de los datos de lllumina analizados mediante

Quiime por MR DNA; se muestran los dias 1, 28, 85, 180 y luego del agregado de NPK, dia 208(NPK).

Para comparar las comunidades de los distintos microcosmos y estudiar como
variaron en el tiempo, se calcularon tres estimadores pertenecientes a la familia de los
numeros de Hill, descriptos por Mark Hill (Hill, 1973) como un concepto unificado de
diversidad que considera tanto el nimero de especies como los pesos diferentes de las
especies en base a su abundancia relativa (Kang y col., 2016). Como se describié en la
Seccién 111.2.7.10 (Materiales y Métodos), °D permite estimar la riqueza de especies, 1D
es una medida de diversidad calculada como la exponencial de Shannon y %D estima la
equitatividad como la inversa del indice de Simpson. Como estas determinaciones son

influenciadas por la profundidad en la secuenciacidn, se realizd una normalizacién a
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través del re-muestreo y los parametros descriptos se estimaron para 22.123 secuencias
(correspondiente al menor nimero de lecturas obtenido entre todas las muestras

analizadas) seleccionadas al azar en cada muestra.

La tabla V.5 muestra dichos estimadores para todas las muestras analizadas en
esta seccion. Durante los primeros 180 dias de incubacidn, el suelo control evidencié un
aumento en °D (indicador de riqueza), el indice de diversidad D oscilé alrededor del
valor inicial y 2D no presentd cambios significativos durante la incubacién hasta ese
momento. Luego del agregado de NPK, disminuyeron tanto los indices de diversidad
como el de riqueza, el cual alcanzé un valor comparable al inicial, indicando que un
aumento de la conductividad provocado por el agregado de nutrientes podria haber

afectado a la comunidad.

La inoculacién con AM (m-AM) provocd un aumento inmediato en la diversidad,
riqueza y en la equitatividad con respecto al microcosmos control. Hasta los 180 dias de
incubacién no evidencié posteriores cambios en cuanto a la riqueza, mientras que se
observd una disminucién gradual del indice 2D correspondiente a un aumento de la
dominancia y consecuente disminucion de la diversidad. Luego del agregado de NPK, de

forma comparable al control, disminuyeron los tres indices.

El microcosmos m-B srf+ presentd valores iniciales de riqueza y diversidad
comparables al control, aunque una levemente mayor equitatividad. Durante el primer
mes de incubacién, se observd un aumento de la riqueza acompafiado por una
disminucion en la diversidad probablemente por el incremento en la dominancia
evidenciado por una caida en el valor de 2D. Hacia los 180 dias de incubacion, se
recuperaron los valores iniciales de diversidad, principalmente por un aumento en la
equitatividad ya que no se observaron cambios significativos en la riqueza de especies

(°D).

La co-inoculaciéon con AM+B srf+ (m-AM+B srf+) generd una disminucién de la
diversidad a partir del dia 85 de incubacidn, en simultdneo a una leve reduccién de la

riqueza y aumento de la dominancia.

En el microcosmos tratado con Triton X-100 e inoculado con AM (m-AM/T),

desde el inicio del tratamiento y en cada uno de los dias muestreados, pudo destacarse
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un efecto negativo en los estimadores de riqueza °D, diversidad D y equitatividad 2D,
ya que mantuvo valores por debajo del control y los sistemas inoculados en todo
momento, pudiendo atribuir entonces este efecto a la accién del surfactante. El
agregado de nutrientes mediante NPK, provocd una disminucién en el indice de riqueza

sin mayores cambios en la equitatividad y un leve aumento en la diversidad.

Tabla V.5. indices de diversidad de los distintos microcosmos en los dias de incubacién 1, 28, 85, 180 y

luego del agregado de NPK, 208(NPK).

Dia de indices de diversidad*
. ., Microcosmos 0 1 2

incubacién D D D
m-C 7.391,1 419,0 37,7
m-AM 7.635,4 515,9 65,4
1 m-B srf+ 7.269,6 426,6 48,5
m-AM+B srf+  7.435,1 363,2 36,2
m-AM/T 6.258,8 240,8 26,0
m-C 7.851,7 422,2 41,6
m-AM 7.776,4 480,7 57,5
28 m-B srf+ 7.877,1 351,1 33,4
m-AM+B srf+ 7.571,9 385,8 35,9
m-AM/T 7.470,2 184,0 11,5
m-C 7.854,0 351,1 37,9
m-AM 7.949,5 454,1 63,0
85 m-B srf+ 7.545,5 353,1 32,6
m-AM+B srf+ 7.185,1 239,5 20,7
m-AM/T 7.117,7 205,2 20,9
m-C 8.176,5 408,4 42,5
m-AM 7.878,1 313,3 29,1
180 m-B srf+ 7.811,0 444,0 55,9
m-AM+B srf+  7.096,2 220,9 20,1
m-AM/T 5.155,3 102,8 16,7
m-C 7.682,0 206,7 18,5
208(NPK) m-AM 7.194,4 188,2 18,3
m-AM/T 4.747,9 114,2 18,7

*Los valores fueron calculados en base a 22.123 secuencias radom por muestra.
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Descripcidn de la composicion de las comunidades bacterianas a nivel de Filo

Los datos obtenidos a partir de la secuenciacion masiva mediante lllumina
evidenciaron que todas las OTU fueron clasificadas bajo el dominio de Bacteria,
incluyendo 28 filos (Tabla S.5, en la seccion Material Suplementario). Los filos
mayoritarios durante el periodo de incubacidn, teniendo en cuenta aquellos que se
presentaron en al menos un microcosmos con un porcentaje de abundancia mayor a
0,5%, fueron Proteobacteria (31,3%-64,5%), Actinobacteria (22,7%-59,2%), Firmicutes
(3,2%-24,7%), Bacteroidetes (0,8%-10,1%), Chloroflexi (0,8%-2,9%), Planctomycetes
(0,6%-2,2%), Acidobacteria (0,1%-0,8%) y Verrucomicrobia (0%-0,5%) (Figura V.15).

En el suelo control predominaron los filos Proteobacteria (45 %) y Actinobacteria
(35%), seguidos en menor proporcidn por Firmicutes (9%) y Bacteroidetes (5%) y otros
filos representados por menos del 2% (Figura V.15). Se pudo observar en m-C, que a
medida que fueron transcurriendo los primeros 6 meses de incubacién, hubo un
aumento paulatino en la abundancia relativa del filo Actinobacteria a expensas de otros
filos que disminuyeron, principalmente de Bacteroidetes y Proteobacteria.
Posteriormente al agregado de NPK, Actinobacteria aumentd aln mas y Proteobacteria,
gue habia ido disminuyendo desde el momento inicial, subié hasta alcanzar
aproximadamente el valor del primer mes de monitoreo. Dichos aumentos se
correspondieron con una disminucién en Firmicutes, que se habia mantenido

aproximadamente constante, y del porcentaje de Bacteroidetes.

La inoculacién con la cepa Sphingobium sp. AM (m-AM), perteneciente al filo
Proteobacteria, mostré inicialmente una composicidn a nivel de filo similar a la descripta
para m-C y contrariamente a lo esperado, evidencié una gradual disminucién en
Proteobacteria, que continud incluso luego del mes de incubacién con fertilizante. De
forma comparable a m-C, ocurrié un aumento paulatino de Actinobacteria a expensas
de menores abundancias relativas en Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes

principalmente.

La inoculacién con la cepa productora de surfactina Bacillus subtilis NCIB3610
(m-B srf+), perteneciente al filo Firmicutes, produjo un aumento del porcentaje de éste

gue tuvo como consecuencia una disminucion en la proporcion de Actinobacteria y
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Proteobacteria desde el momento inicial. Firmicutes estuvo representado entre un 20%-
25% de abundancia relativa hasta el dia 85. A partir de alli se registré una caida debida
probablemente al aumento en el porcentaje de Actinobacteria comparable a los valores
en el control. Proteobacteria se mantuvo aproximadamente en un rango que vario del

40% inicialmente a 35% hacia los 6 meses de seguimiento.

La co-inoculacion con AM+B srf+ resulté en una composicién de Proteobacteria
similar a m-C, pero con menos del 40% de Actinobacteria, probablemente debido a la
mayor proporcion de Firmicutes. Actinobacteria, como en los microcosmos descriptos
anteriormente, fue aumentando su abundancia relativa gradualmente, y en este caso
ocurrié como en m-C, principalmente a expensas de la disminucién en Bacteroidetes y

Firmicutes.

La inoculacion de AM junto con el tratamiento con Triton X-100 a la CMCimpacté
desde el inicio sobre el porcentaje de Actinobacteria, que cayd a 22,7% para luego
equipararse a m-C hacia el dia 85 pero manteniéndose aproximadamente constante
hasta el final del monitoreo. Esta disminuciéon pudo haberse debido al aumento
esperado en Proteobacteria como consecuencia de la inoculacion de Sphingobium sp.
AM, que desde un primer momento se presentd en un 50% y luego de un mes,
coincidiendo con la caida de Actinobacteria, superé el 60% de abundancia relativa. A
continuacion de ese pico, fue disminuyendo hasta igualarse con el control. Tras el
agregado de NPK, se detectd un aumento en la proporcion de Bacteroidetes, a diferencia

de los anteriores microcosmos descriptos donde tendié a disminuir.
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Figura V.14. Abundancias relativas de
los filos mas representativos
(abundancia mayor al  0,5%)
analizados a los dias 1, 28, 85, 180 y
luego del agregado de NPK, 208(NPK).
Se muestran los microcosmos (a) m-C;
(b) m-B srf+; (c) m-AM; (d) m-AM+B
srf+; (e) m-AM/T.
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Andlisis de correspondencia de las comunidades bacterianas a nivel de Orden

Las composiciones a nivel de orden de los microcosmos analizados a los distintos
tiempos de incubacién se compararon mediante un analisis de correspondencia (AC).
Como se muestra en la figura V.16, el eje AC1 logré explicar el 31% de la varianza

observaday el eje AC2 el 30%.

A simple vista pudo observarse cémo el microcosmos m-C a los distintos tiempos
de incubacién analizados previos al tratamiento con el fertilizante se mantuvo siempre
alrededor de una misma zona en el plano del AC, representada principalmente por la
presencia de Actinomycetales y Pseudomonadales. Tras el agregado de la NPK, m-C se
alejé hacia valores positivos del eje AC2, pasando a tener mds contribucidon de

Oceanospirillales (Proteobacteria) que en los tiempos anteriores.

El microcosmos inoculado con AM se distribuyd inicialmente hacia la derecha del
eje AC1 cercano a m-C. Durante 85 dias de incubacién permanecié cercano al origen
influenciado por la zona de los drdenes Rhizobiales y Rhodospirillales-ambos
pertenecientes a Proteobacteria- ademas de Actinomycetales y Pseudomonadales como
en m-C. Hacia los 180 y 208 (NPK) dias de incubacion, m-AM se movié en el plano hacia

los valores positivos del eje AC 2, acercandose a m-C luego del agregado del fertilizante.

La inoculacién con la cepa Bacillus subtilis NCIB3610 impactd sobre la
composicion del suelo original ya desde el inicio, evidencidndose esto al alejarse de m-
C hacia el tercer cuadrante, zona influenciada principalmente por el orden Bacillales. A
medida que transcurrid el tiempo de incubacién, durante los primeros 85 dias se fue
acercando en el plano al orden Bacillales. Luego de seis meses de incubacidn, sin
embargo, se ubicd en una zona mas cercana a m-C, mayormente representada por

Xanthomonadales y Clostridiales.

Los microcosmos que fueron co-inoculados con AM+B srf+ se distribuyeron
cercanos a m-C, siempre a la izquierda del eje AC1 donde se ubicaron los érdenes
Clostridiales y Bacillales, pertenecientes a Firmicutes. Hacia los 85 y 180 dias de
incubacién, este sistema se acercd hacia la zona con mayor contribucién de

Oceanospirillales.
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El tratamiento con Triton X-100 junto con la inoculacién con AM fue la condicion
aplicada al suelo que evidencié mayores cambios en cuanto a la composicién a nivel de
orden, como se pudo ver en la figura V.16. Desde el inicio se alejé de la zona de m-Cy
m-AM hacia la derecha en el eje AC1, comenzando a tener mayor contribucién de
Sphingomonadales. Entre los 28 y 85 dias de monitoreo ocurrié un primer gran cambio
y se ubicé en el segundo cuadrante, cercano al control con NPK, zona donde predomind
el orden Oceanospirillales. Después de seis meses de incubacidn, ocurrié otro cambio
importante y paso a encontrarse en el cuarto cuadrante, cercano a Sphingomonadales
y con cierta influencia de Burkholderiales. Luego de 28 dias de incubacién con NPK,
volvid a cambiar su ubicacién, aproximandose a los érdenes Flavobacteriales y

Alteromonadales.
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Figura V.16. Analisis de correspondencia a nivel de Orden de los microcosmos m-C, m-
AM, m-B srf+, m-AM+B srf+ y m-AM/T a los dias de incubacién: 1, 28, 85, 180 y NPK
(208 dias). Se grafico en base a las frecuencias relativas de los érdenes presentes en

mas del 2% en al menos uno de los microcosmos. El nimero que se indica en cada

rétulo de los microcosmos sefiala el dia de incubacion.
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Andlisis de las comunidades bacterianas a nivel de Género

En la figura V.17 se muestra el grafico heat-map, donde puede verse un doble
dendrograma jerarquico con el agrupamiento resultante del analisis de los perfiles de la
comunidad bacteriana a nivel de género. Se realizd basado en la frecuencia de las
secuencias de los 26 géneros con abundancia relativa mayor al 2% en al menos uno de

los microcosmos, las cuales cubrieron mas del 50% de todas las secuencias.

El mapa de intensidades de color que hace referencia a la abundancia relativa de
cada género graficado permitié notar que los géneros Alcanivorax, Promicromonospora,
Nocardioides y Bacillus se mantuvieron presentes en mayor proporcion en la mayoria
de los microcosmos y no evidenciaron mayores variaciones durante el periodo de

incubacion en los sistemas sin Triton X-100.

A partir del dendrograma que agrupé a los microcosmos, se pudo destacar un
gran cluster (Cl 1) que asocid al control junto con los sistemas inoculados con AM, B srf+
y co-inoculado con AM+B srf+ durante los primeros 6 meses de incubacion e incluso a
m-AM/T, aunque Unicamente hasta los 28 dias de tratamiento. Dentro de Cl 1 se
pudieron diferenciar 4 sub-cluster (Sc 1 a 4 en la figura V.16). El sub-cluster 1 agrupé al
microcosmos control y m-AM al dia inicial y a m-B srf+ durante los primeros 85 dias de
incubacion. El microcosmos tratado con Triton X-100 sumado al bioaumento con AM
(m-AM/T) en los dias 1 y 28 del monitoreo, fue agrupado en un segundo sub-cluster (Sc
2), evidenciandose asi los cambios en la comunidad ya desde el comienzo con respecto
a m-C y a m-AM. Pudo observarse que hacia el dia 28 de m-AM/T hubo un incremento
en la proporcion de Salinicola, del filo Proteobacteria, ademas de destacarse la
presencia de Sphingobium, del mismo filo. El sub-cluster 3 agrupd a m-C entre los dias
28 a 85 y al microcosmos co-inoculado m-AM+B srf+ del dia inicial al 28, diferenciandose

del Sc 2 por una menor proporcion del género Bacillus y otra mayor de Sphingobium.

Adicionalmente dentro de Cl 1, se observé un cuarto sub-cluster (Sc 4) que
evidencid una tendencia en la comunidad bacteriana hacia los 6 meses de los
microcosmos inoculados sin el surfactante sintético, caracterizada por un importante

aumento de la proporcion de los géneros Brevibacterium, Oryzihumus, Janibacter,
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Brachybacterium, Georgenia y Cellulomonas principalmente, pertenecientes a

Actinobacteria.

El género Sphingobium se destacd en los microcosmos inoculados con AM
durante el periodo de incubacion previo al agregado de NPK, pero posterior a dicho
suplemento, su proporcion fue disminuyendo tanto en los microcosmos con la cepa
productora de surfactina como con el surfactante sintético, asi como en los sistemas

donde sélo se inoculd AM.

Un segundo cluster (Cl 2) relaciond a m-Cy m-AM luego de 28 dias de incubacién
con NPK, donde se observé un incremento en la proporcién de los géneros
Brevibacterium, Oryzihumus, Pseudomonasy Janibacter con respecto al Sc 4, que agrupd
a los microcosmos en el momento previo al suplemento con dichos nutrientes. Este
cluster incluyé también a m-AM/T con 85 dias de tratamiento, pero con menor fraccion
de Oryzihumus, Pseudomonas y Janibacter y mayor de Halomonas, Salinicola e
Hyphomicrobium. De esta manera comenz6 a diferenciarse del resto de los microcosmos
y ya hacia los momentos previo y posterior a la adicion de NPK, m-AM/T quedd

completamente separado de las demds condiciones en un tercer cluster (Cl 3).

En ese ultimo cluster se destacaron con alta frecuencia nuevos géneros dentro
de Proteobacteria como Inquilinus, Idiomarina, Pusillimonasy Erythrobacter, ademas de
Galbibacter, género perteneciente a Bacteroidetes. El agregado de NPK provocd un
incremento en la proporcién de: Janibacter, aunque en menor medida que en m-AM y
m-C; Pseudomonas, con una fraccion comparable a la alcanzada en m-AM y m-C;

Galbibacter e Idiomarina, en muy baja proporcién en m-AM y m-C.
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Figura V.17. El heat-map describe la frecuencia de cada género bacteriano (variables
agrupadas en el eje Y) en cada una de las muestras (agrupamiento en el eje X). Los
valores en el heat-map corresponden al logaritmo de la abundancia mds 1 (Log X + 1)
de los géneros, y se encuentran representados por la intensidad del color segun la
leyenda que se muestra debajo de la figura. La distribucidn bacteriana entre los
microcosmos se muestra en un dendrograma jerarquico doble. El agrupamiento
filogenético bacteriano y la relacion entre las muestras fue determinado por distancia
de Bray-Curtis. El nimero indicado en cada rétulo de los microcosmos sefiala el dia de

incubacion.
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V.4. Discusion

En este capitulo se evalué el impacto de la inoculacidn de la cepa productora de
surfactina, Bacillus subtilis NCIB3610, en microcosmos de un suelo contaminado (m-B
srf+) y el efecto de la misma en la co-inoculacidn de la cepa degradadora de fenantreno
Sphingobium sp. AM (m-AM+B srf+), comparandolo adicionalmente con el bioaumento
Unicamente con AM (m-AM), el tratamiento del surfactante sintético Triton X-100 (m-T)
y este mismo tratamiento en conjunto con la inoculacién de AM (m-AM/T). Como
control se siguié la atenuacion natural en microcosmos del mismo suelo y ademas se
analizaron los efectos de la inoculacion de la cepa no productora de surfactina Bacillus

subtilis NCIB3610 srf- (m-B srf-) y la co-inoculacién de la misma con AM (m-AM+B srf-).

Previamente al armado de los microcosmos, se evalué la capacidad del
biosurfactante (BioS) producido por B srf+ de potenciar la actividad degradadora de AM
utilizando como PAH modelo al fenantreno. En primera instancia, la produccién del
biosurfactante y su secrecidn por la cepa B srf+ se puso en evidencia en cultivos en
medio liquido, donde la tension superficial disminuyo entre el 50-57% con respecto a la
tension superficial del medio sin inocular para diferentes medios ensayados. Esta
disminucion fue mayor a la registrada para la cepa PAO-1 (Tabla V.1). Asimismo, otros
autores han demostrado que la capacidad de la surfactina de disminuir la tensién
superficial es considerablemente mayor con respecto a muchos otros biosurfactantes
(Chen y col., 2015), lo que la convierte en uno de los mas efectivos tensioactivos
biolégicos (Das y Mukherjee, 2007; de Franca y col., 2015). Por otra parte, los cultivos
inoculados con la cepa AM y una mutante de Bacillus subtilis NCIB3610 incapaz de
producir surfactina (B srf-), llevaron a poca o nula disminucién de la tensién superficial

de cada medio con respecto al control.

Si bien en bibliografia se ha descripto la produccion de surfactina a partir de
distintos hidrocarburos (Das y Mukherjee, 2007; Chen y col., 2015; de Franca y col.,
2015) por cepas de Bacillus subtilis, no pudo evidenciarse crecimiento ni efectos en la
tension superficial en MML suplementado con 200 mg/kg de fenantreno (MML/FEN),
como Unica fuente de carbono y energia, inoculado con B srf+. Esta cepa si evidencid su

crecimiento y produccién de surfactina en el mismo medio suplementado con distintos
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porcentajes de peptona como fuente de carbono adicional. La cepa AM es capaz de
crecer en MML/FEN e incluso degradarlo hasta un porcentaje de 87,4% (Festa y col.,
2013), sin consecuentes cambios en la tension superficial del medio. En MML/FEN
suplementado con 0,3% de peptona y co-inoculado con AM y B srf+, pudo verse un
aumento significativo del porcentaje de degradacion del PAH, en paralelo a una
disminucion de la tensidén superficial. Este efecto podria explicarse por distintos
mecanismos en los que actuan las moléculas de biosurfactante de bajo peso molecular
como por ejemplo: la solubilizacidon por micelas (en concentraciones por encima de la
CMC) o co-agregados (por debajo de la CMC), la acumulacién de mondmeros en la
interface contaminante-agua y consecuente disminucion de la tensién interfacial, o la
modificacion de la hidrofobicidad de la superficie celular (Johnsen y col., 2005; Bouchez-

Naitali y Vandecasteele, 2008; Bezza y Chirwa, 2017; Zeng y col., 2018).

La surfactina, ademas de su accién como tensioactivo, puede actuar como
antimicrobiano a través de la desestabilizaciéon de las membranas celulares como
consecuencia de la formacidn de canales idnicos (Kinsella y col., 2009; Cheny col., 2015).
A partir de las co-inoculaciones ensayadas en cultivos de MML/FEN y peptona se pudo
descartar el efecto inhibidor de la produccion de surfactina por B srf+ sobre AM. Por un
lado, suplementando el medio con 0,3% de peptona se evidencid en simultaneo la
actividad tensioactiva del biosurfactante producido por B srf+y la actividad degradadora
de AM, ademas del desarrollo de colonias caracteristicas tanto de ambos B srf+y B srf-
como de AM. Por otro lado, a 0,5% de peptona, si bien no se recuperaron colonias
amarillas ni hubo degradacién de FEN en los co-cultivos de AM+B srf+, tampoco ocurrio
con B srf-, incapaz de producir surfactina (Tabla V.2). La disminucidn en los porcentajes
de degradacién de FEN observada en MML/FEN, en MML/FEN suplementado con 0,3%
de peptona en el co-cultivo AM+B srf-y en ambos co-cultivos con el suplemento de 0,5%
de peptona (Tabla V.2), estaria indicando interacciones negativas entre AM y las cepas
de Bacillus, como la competencia por un nutriente diferente a la fuente de carbono o la

interferencia a través de sefiales (Cornforth y Foster, 2013).

De Franca y col. (2015) estudiaron el efecto del biosurfactante surfactina
producido por una cepa de Bacillus subtilis sobre la degradacion en sistemas batch de

arena contaminada con crudo. Utilizaron el biosurfactante purificado y contrastaron su
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efecto con el mismo quimico sin purificar, aplicando el sobrenadante del cultivo;
adicionalmente lo compararon con el efecto del surfactante sintético Triton X-100. Los
resultados mostraron porcentajes similares de degradacién en los tres casos,
demostrando la efectividad del biosurfactante y que su eficiencia no dependeria de la
pureza, permitiendo disminuir los costos de su potencial aplicacién. Mnif y col. (2017)
estudiaron el efecto del biosurfactante producido por otra cepa de B. subtilis en la
degradacion de diesel por un consorcio bacteriano degradador sobre cultivos batch de
suelo contaminado, tanto aplicando el surfactante purificado como también mediante
la co-inoculacién de dicho Bacillus sp con el mismo consorcio. En ambas condiciones
lograron evidenciar un mayor grado de degradacién con respecto a la inoculacion del
consorcio, demostrando un efecto sinérgico entre la capacidad degradadora del mismo

y la produccidn de biosurfactante logrando acelerar el proceso de biodegradacién.

Por otra parte, Whangy col. (2008), aplicaron surfactina purificada producida por
otra cepa de B. subtilis en biopilas de un suelo contaminado con diesel, con alto
porcentaje de arena en su composicion. Luego de 88 dias de tratamiento, evidenciaron
un porcentaje de degradaciéon de HC significativamente mayor en el tratamiento con el
biosurfactante (76%) con respecto al control (47%). En base a estos antecedentes sobre
la eficiencia de biosurfactantes producidos por Bacillu subtilis en el mejoramiento de
procesos de biodegradacién, sumados a los resultados obtenidos en medio liquido en el
presente trabajo donde se demostrd la capacidad de la cepa Bacillus NCIB3610 de
potenciar la degradacion de fenantreno por Sphingobium sp AM, se planted evaluar el

impacto de su inoculacidon en microcosmos de suelo contaminado con hidrocarburos.

Durante el estudio de microcosmos, los resultados de tensidon superficial y los

registros de las fracciones sorbidas/biodisponibles de PAH sugirieron que distintos

mecanismos podrian haber actuado sobre la sorcion de dichos hidrocarburos en los
microcosmos con el surfactante sintético en comparacion con los microcosmos
inoculados con la cepa productora de surfactina. Esta observacion se basa en que si bien
Unicamente en m-T y m-AM/T se registré una importante disminucién en la TS (Figura
V.4), tanto en estos ultimos sistemas como en los inoculados con B srf+ (m-B srf+ y m-
AM+B srf+), las fracciones BDP se mantuvieron en altos porcentajes en el transcurso del

tratamiento (Figura V.5); el mismo comportamiento se observé en el microcosmos co-
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inoculado m-AM+B srf-. Por otro lado, m-C, m-AM y m-B srf- mostraron una tendencia a
aumentar la fraccién sorbida de PAH. Mientras que la acciéon de Triton X-100, que fue
agregado en la CMC, podria haberse debido tanto a la solubilizacién a través de la
formacion de micelas como a una modificacién de la matriz del sistema, la surfactina,
de haberse generado, podria haber actuado mediante la disminucidn de la tensién
interfacial o por la formacién de agregados, que puede ocurrir por debajo de la CMC
(Johnsen y col., 2005; Bezza y Chirwa, 2017; Zeng y col.,, 2018). En cuanto al
comportamiento en la fraccion BDP de PAH observado en m-AM+B srf- debe tenerse en
cuenta que la mutacion de B srf- sélo afecta la produccién de surfactina y no de otros
lipopéptidos (iturinas y fengicinas) que pueden secretarse en cepas de Bacillus subtilis
(Aleti y col., 2015). Asimismo, no debe descartarse la posible reversién de la mutacién
en B srf- al sufrir el estrés provocado por la inoculacién en un sistema complejo como el
suelo, donde la produccién de surfactina, responsable de la movilidad de B srf+y de la
formacién de biofilm, podria permitir su supervivencia (comunicacién personal de

Marco Bartolini, Departamento de Microbiologia, Universidad Nacional de Rosario).

Pese a que mas del 90% de los PAH se encontraba BDP (Figura V.5), y que se
obtuvieron recuentos de bacterias degradadoras de PAH de aproximadamente 1x10°

NMP/g de suelo seco (Figura V.13), la determinacién de hidrocarburos mediante CG-FID

mostré que durante los primeros 63 dias de incubacidon hubo una limitacién en la
eliminacion de PAH del suelo, habiéndose registrado un 12% de degradacion en m-Cy
porcentajes comparables en los otros tratamientos estudiados (Figura V.6). Por otra
parte, no se observd limitacion alguna en cuanto a la degradacion de HAf, los cuales
fueron degradados en todos los microcosmos gradualmente, superando el 80% a los 180
dias de incubacion (Figura V.10). Aproximadamente el 70% de los HAf identificados
fueron de longitud intermedia (C10-Cz2s), el grupo mas sencillo de biodegradar (Koshlaf y

Ball, 2017).

El andlisis de secuenciacidén masiva mostré que el suelo en estudio se caracterizd

desde el inicio por una predominancia de Proteobacteria y Actinobacteria (Figura V.15),
filos a los que pertenecen los microorganismos degradadores de hidrocarburos
usualmente involucrados en procesos de biorremediacién (Brzeszcz y col., 2016). Segun

las estrategias de crecimiento microbiano r/K, los miembros del filo Actinobacteria son
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considerados estrategas K, de baja velocidad de crecimiento, con mejor adaptacion ante
condiciones limitadas de recursos y mayor estabilidad, por lo que suelen ser los
miembros permanentes en una comunidad. En los sistemas estudiados, se vio en todas
las condiciones aplicadas un aumento paulatino de este filo desde el momento inicial y
hasta el final del monitoreo. Dentro de este filo y del orden Actinomycetales, se
destacaron dos de los géneros que se presentaron con mayor frecuencia en los
microcosmos sin  Triton X-100 durante todo el periodo de incubacién:
Promicromonosporay Nocardioides (Figura V.17). El primero se ha hallado como género
dominante en respuesta al proceso de biorremediacién en un suelo con contaminacién
aguda de crudo (Wu vy col., 2017). Nocardioides también ha sido descripto en suelo
contaminado con crudo y dentro del género se han reportado cepas degradadoras de
hidrocarburos como fenantreno y alcanos, tanto de cadena corta como larga (Saito y

col., 1999; Hamamura y Aro, 2000; Harwati y col., 2007; Abbasian y col., 2016).

El género Alkanivorax, perteneciente al orden Oceanospirillales dentro de
Proteobacteria, fue el que se presentd en mayor proporcién en todos los tratamientos
estudiados. Dicho género ha sido recuperado generalmente de ambientes salinos
contaminados, como sedimentos costeros, y se ha reportado como halotolerante y
degradador principalmente de HAf (Réling y col., 2002; Dastgheib y col., 2012;
Fathepure, 2014; Abed y col., 2014; Hassanshahian y Boroujeni, 2016).

Si bien Firmicutes no fue uno de los filos con mayor abundancia, dentro de su
orden Bacillales, Bacillus se presenté con mayor frecuencia que otros géneros tanto en
el suelo inicial como en todos los tratamientos. Se ha caracterizado por incluir cepas
aisladas de suelos contaminados productoras de biosurfactantes y degradadoras de
variados hidrocarburos como naftaleno, pireno, fluoranteno, benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno y alcanos (Das y Chandran, 2001; Chaillan y col., 2004; Haritash y
Kaushik, 2009; Velmurugan y Arunachalam, 2009; Moscoso y col., 2012; Bezza y Chirwa,
2016; Zhao y col., 2016; Joy y col.,, 2017; Koshlaf y Ball, 2017; Varjani, 2017);
adicionalmente, se ha destacado su gran supervivencia bajo condiciones salinas (Zheng

y col., 2017).

La medida de conductividad eléctrica del suelo utilizado (Tabla IIl.2, en

Materiales y Métodos) reflejé6 su naturaleza salina (Setia y col.,, 2011). Los
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microorganismos en suelos salinos se encuentran estresados por el bajo potencial
osmotico que se presenta en el exterior de las células, lo que causa pérdida de agua
desde su interior. Las bacterias resistentes a la salinidad pueden acumular rapidamente
sales u osmolitos orgdnicos para ajustar su potencial osmodtico intracelular. Estos
mecanismos de resistencia demandan energia y podrian afectar la eficiencia de la
utilizacién del carbono por los microorganismos (Setia y col., 2011; Madueio, 2013).
Generalmente, el potencial degradador y el espectro de sustratos a utilizar por los
microorganismos halotolerantes y/o haléfilos disminuye al aumentar la salinidad (Riis y
col., 2003). En un ambiente con el grado de salinidad mas alto tolerado, prefieren utilizar
solo sustratos bidticos (Riis y col., 2003). En esas condiciones, el crecimiento en aceites
minerales usualmente se encuentra limitado a la utilizacion de unos pocos

hidrocarburos, principalmente n-alcanos (Riis y col., 2003).

Alos 180 dias de incubacidn, la determinacidon de PAH demostré que la limitacidn
en la degradacién de estos hidrocarburos persistia en m-C (Figura V.6). Dicho momento
se caracterizd por un importante aumento en la proporcién de bacterias dentro del filo
Actinobacteria, principalmente debido al incremento de los géneros Brevibacterium,
Oryzihumus, Janibacter, Brachybacterium, Georgenia y Cellulomonas (Figuras V.15 y
V.17), que se han reportado como géneros aislados de ambientes contaminados (Riis y
col., 2003; Zhang y col., 2009; Das y Chandran, 2011; Lu y col., 2011; Lily y col., 2013;
Yangy col., 2016). Cepas de Brevibacterium se han reportado como capaces de degradar
fluoreno, fenantreno, alcanos lineales y ramificados y de producir biosurfactante (Pirnik
ycol., 1974; Trenzy col., 1994; Das y Chandran, 2011; Souzay col., 2014; Lim y col., 2016;
Koshlaf y Ball, 2017). Adicionalmente, en varias ocasiones se ha estudiado el mecanismo
de adaptacion ante estrés osmotico de cepas haldéfilas del género Brevibacterium por la
acumulacién de solutos compatibles y se ha confirmado el mismo para su supervivencia
en condiciones de alta salinidad (Frings y col., 1993; Zahran, 1997; Nagata y Wang,
2005). Yamazoe y col. (2004) y Zhang y col. (2009) han estudiado cepas del género
Janibacter aisladas de suelos contaminados capaces de degradar gran variedad de
compuestos aromaticos como naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno.
Cepas de Brachybacterium se han reportado también como degradadoras tanto de HAf

como PAH, incluyendo en este grupo aislamientos en condiciones salinas (Velmurugan
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y Arunachalam, 2009; Lily y col., 2013; Ranjit y col., 2014; Yetti y col., 2015; Koshlaf y
Ball, 2017). El género Cellulomonas, también destacado por varios autores como
degradador de HC (Koshlaf y Ball, 2017; Varjani, 2017) ha presentado secuencias en una
comunidad aislada de suelo patagdnico que fue capaz de degradar diesel en distintas

concentraciones de sal (Riis y col., 2003).

Dado el potencial degradador observado en la comunidad tanto a nivel cultivable
como por secuenciacidon masiva, sumado al alto porcentaje de PAH biodisponibles, se

decidié en consecuencia agregar a los microcosmos el fertilizante NPK con el fin de

evaluar una posible limitacion de nutrientes. Los sistemas de suelo consisten en
complejas matrices tanto por las distintas condiciones fisicoquimicas que pueden
presentar como por la diversidad biolégica, factores que influyen en la disponibilidad de
nutrientes y, en consecuencia, sobre la efectividad de los procesos de biorremediacién.
Por esta razon, la relacién C:N:P 6ptima deberia testearse cada vez que se considere el
desarrollo de un proceso de biorremediacién (Martinez Alvarez y col., 2015). En el
presente trabajo de tesis se eligié la relacion C:N:P de 100:10:1, utilizada en muchos
trabajos como valor guia para el crecimiento de la mayoria de los microorganismos y
para la sintesis de biomasa a partir de HC (Martinez Alvarez y col., 2015). Luego de la
incubacién durante 28 dias con el fertilizante, el microcosmos m-C evidencié un estimulo
en la degradacién de PAH con respecto a lo registrado al dia 21 de incubacidn, sugiriendo
que los nutrientes habrian sido una limitante para el proceso de biodegradacion. El
agregado de nutrientes generé cambios en la comunidad bacteriana en m-C,
disminuyendo los indices de riqueza, equitatividad y diversidad. Se evidencié un
aumento de Actinobacteria y Proteobacteria a expensas principalmente de la
disminucion en Firmicutes y Bacteroidetes, Los géneros que llevaron al aumento de

Actinobacteria fueron principalmente Brevibacterium y Janibacter.

A los 180 dias de incubacidn, el sistema m-AM se diferencié del control en la
eliminaciéon de PAH (43%) (Figura V.6), mientras que los restantes microcosmos no se
diferenciaron significativamente de m-C. Dentro de los PAH analizados, sélo la
concentracion de FEN fue significativamente menor con respecto a su valor inicial
(Figura V.7). La composicidon de la comunidad bacteriana en m-AM luego de 180 dias de

tratamiento a nivel de género fue comparable a la que se presentd en m-C y en los
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tratamientos de bioaumento con las cepas de Bacillus, tanto individuales como co-
inoculados con AM. Sin embargo, Sphingobium fue la principal diferencia hallada entre
las comunidades de m-C y m-AM con porcentajes de: 0,7% y 2% respectivamente.
Sphingobium spp. ademas de haberse reportado como género ubicuo degradador de
PAH en varias ocasiones (Waigi y col., 2015; Festa y col., 2016; Koshlaf y Ball, 2017) es el
taxon correspondiente a la cepa Sphingobium sp. AM inoculada en el microcosmos m-
AM, cuya eficiencia en degradacion de fenantreno ha sido probada en trabajos
anteriores (Festa y col., 2013). En el bioaumento con AM (m-AM) las evidencias de la
degradacion de FEN y de su supervivencia a través del analisis de secuenciacidn estarian
indicando que hasta esta instancia la cepa AM habria logrado establecerse, sin provocar

alteraciones en la composicion de la comunidad (Figura V.16).

Luego de la incubacién con NPK se observé una continuidad en la degradacion
de PAH en m-AM, alcanzando un 60% de degradacion significativamente superior a lo
registrado en m-C (Figura V.6). En esta instancia, la degradacién fue exclusivamente a
expensas de la eliminacion de FLU y FEN (Figura V.8). Como se sefialé en m-C, en m-AM
el agregado de nutrientes generd cambios en la comunidad disminuyendo los indices de
riqueza, equitatividad y diversidad (Tabla V.5). Una caida en la proporcidon de
Proteobacteria llevé al aumento del porcentaje de Actinobacteria. Los géneros que
llevaron al aumento de Actinobacteria fueron principalmente Brevibacterium y
Janibacter; Alcanivorax y Sphingobium fueron los que mayormente reflejaron la
disminucion en Proteobacteria en m-AM, aunque de todas formas Sphingobium aun se

mantuvo en mayor porcentaje (0,6%) con respecto a m-C (0,2%) (Figura V.17).

El efecto conocido como diversidad-invasién (Mallon y col., 2015b) establece que
la riqueza y equitatividad son factores que contribuyen a la resistencia a la invasién de
las comunidades microbianas nativas teniendo en cuenta que al ser mas altos dichos
parametros, habrd mayor cantidad de especies diferentes y en consecuencia abarcaran
mayor diversidad en habilidades para explotar diferentes tipos de recursos (Mallon y
col., 2015b); bloqueando asi el acceso del invasor a los recursos disponibles. Ante esta
situacion, un pulso de recursos podria llevar a que la oferta de los mismos supere su
utilizacion, provocando el desacople del efecto diversidad-invasién y aumentando la

probabilidad de la invasidn, facilitando la coexistencia entre la comunidad y el invasor
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(Mallon y col., 2015a). Los resultados obtenidos en los sistemas de microcosmos
estudiados en este capitulo sugieren que el pulso de PAH agregado al suelo en estudio
previamente al armado de los microcosmos, no habria formado parte de los recursos
utilizados por la comunidad, permitiendo asi la invasion del sistema por la cepa AM, que

habria subsistido a expensas del FEN.

En el microcosmos m-B srf+, si bien no se observaron diferencias significativas

con respecto a m-C en la degradacion de PAH totales, a los 180 dias de tratamiento se
registrd una concentracién remanente de FEN significativamente menor que la inicial,
aunque mayor que en m-AM (Figura V.7). Luego del agregado de NPK, no se observaron
cambios significativos en la degradaciéon de PAH con respecto a los datos de los 180 dias
de incubacion. La comunidad bacteriana de m-B srf+ fue similar a m-C, con excepcion
del género Bacillus, que se presenté con mayor abundancia relativa (Figura V.16). Estos
resultados podrian relacionarse con la capacidad comprobada de la surfactina de
potenciar la actividad degradadora (Tabla V.2) (Whang y col., 2008; de Franca y col.,
2015; Mnif y col., 2017), que podria haber favorecido la degradacién de FEN por
miembros de la comunidad o incluso por la misma cepa de Bacillus, ya que no se puede
descartar que pueda utilizar el FEN en conjuncién con otras fuentes de carbono y/o en

consorcios.

En el microcosmos m-AM+B srf+, donde se hubiera esperado un efecto sinérgico

sobre la degradacion de PAH, se registrd un efecto negativo con respecto a la
degradacion observada en m-AM y no mostrd diferencias con respecto a m-C (Figura
V.6). La composicidn de la comunidad bacteriana fue similar a la del microcosmos m-C a
lo largo del periodo de incubacién (Figuras V.16 y V.17). En este caso, el efecto de
competencia observado en los ensayos en cultivo liquido (Tabla V.2) podria haber

impedido el establecimiento de la cepa AM.

El microcosmos m-AM/T, hacia los 180 dias de incubacién no reflejé diferencias

significativas en la suma de PAH totales con respeto a m-C, aunque si mostré una menor
concentracion de FEN (significativamente menor que m-AM) y FLU con respecto a las
concentraciones iniciales respectivas (Figuras V.6 y V.7). Luego de 28 dias de incubacién
de los microcosmos con NPK, se observd una importante estimulacion en la degradacion

de PAH en el sistema m-AM/T, presentando un 77% de eliminacién siendo
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significativamente superior al control. Si bien este grado de degradacidn alcanzado no
fue significativamente diferente al de m-AM en el mismo momento, m-AM/T evidencio
la degradaciéon de cada uno de los PAH presentes, incluyendo de alto peso molecular

como el PIR (Figura V.8).

En m-AM/T el analisis de los datos de secuenciacién masiva permitio registrar la
supervivencia del género Sphingobium hasta el primer mes de incubacién (Figura V.17)
en simultaneo a grandes cambios en la comunidad bacteriana con respecto a m-Cy m-
AM (Figuras V.16 y V.17). A partir de los 85 dias de incubacidn se registrd una progresiva
disminucion en la proporcion de secuencias relacionadas a Sphingobium spp., y la
estructura de la comunidad continud diferenciandose de m-C hasta el final del
monitoreo (Figura V.16). Si bien no se analizé la secuenciacion del ADN total de suelo
del microcosmos m-T, impidiendo discriminar si los cambios en la comunidad se
debieron al impacto del surfactante o de AM, las diferencias en la degradacién en el
microcosmos m-T con respecto a lo observado en m-AM y en m-AM/T, sugirié que la
accion del Triton X-100 habria permitido el establecimiento e invasion de la cepa
degradadora. Cuando una comunidad es sometida a disturbios, la densidad y diversidad
tienden a disminuir, aumentando potencialmente los nichos disponibles o bien, en otras
palabras, disminuyendo temporalmente la competencia. El establecimiento del invasor
depende entonces de su habilidad para cubrir aquellos nichos en la comunidad afectada
(Kinnunen y col.,, 2016). El impacto del surfactante sintético en este caso pudo
evidenciarse en la disminucién observada de los indices de riqueza y diversidad
analizados (Tabla V.5). Asimismo, el efecto del Triton X-100 observado al momento de
la inoculacién de AM (Figura V.3) sobre la tension interfacial y superficial podria haber

significado una ventaja para el establecimiento de AM.

Los cambios en la comunidad bacteriana generados por el agregado de la NPK en

m-AM/T, que ya se habia diferenciado de los restantes microcosmos en monitoreos
anteriores, difirieron de los observados en m-C y m-AM. En este caso, el indicador de
riqueza disminuyd y un leve aumento se observd en la diversidad (Tabla V.5). La
comunidad estuvo representada principalmente por el género Brevibacterium (25%)
gue fue seguido en menor medida por Galbibacter (10%, orden Flavobacteriales) e

Idiomarina (9%, orden Alteromonadales). Galbibacter no es un género muy estudiado
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hasta el presente; asi como otros miembros dentro del filo Bacteroidetes, ha sido
reportado en ambientes salinos (Liy col., 2013; He y col., 2015), aunque poco se conoce
sobre su relacidon con suelos contaminados con hidrocarburos. Se han reportado en
ambientes marinos contaminados cepas degradadoras de naftaleno asociadas al género
Idiomarina (Hassanshahian y Boroujeni, 2016) y adicionalmente se encontraron
secuencias relacionadas al mismo género en un consorcio haléfilo degradador de

fenantreno (Fathepure, 2014).

En los microcosmos inoculados con la cepa mutante m-B srf- y m-AM+B srf-, se

observé un efecto negativo sobre la actividad degradadora de FEN de la comunidad
nativa y de la cepa AM a lo largo de todo el periodo de incubacién, incluso luego del
agregado de NPK. Esto podria explicarse por el efecto de competencia observado en
medio liquido, donde se registré la inhibicion de la degradacion de FEN por la cepa AM
en MML/FEN suplementado con 0,3% de peptona. En este mismo medio, la co-
inoculaciéon de AM con B srf+ productora de surfactina habia llevado a alcanzar un grado

de degradacidn cercano al 100%.

Los cambios en la comunidad nativa y en la matriz del suelo en estudio generados
en m-AM/T a lo largo de la incubacion probablemente por accion del Triton X-100,
expusieron otro escenario para el establecimiento de la cepa AM y luego de la aplicacién
de nutrientes podrian haberse estimulado las interacciones entre esta cepa
degradadora y la comunidad posiblemente a partir de un aumento en la disponibilidad
de compuestos presentes en el sistema y/o a la utilizacién de Triton X-100 como fuente

de carbono alternativa.
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VI. Conclusiones generales

Los reportes bibliograficos de la aplicacion de surfactantes como estrategia de
bioestimulacién en suelos contaminados con PAH han arrojado resultados
contradictorios, evidenciandose tanto la estimulacion de la biodegradacion como

efectos nulos o negativos sobre este proceso.
En el presente trabajo de tesis, se ha demostrado:

La importancia del andlisis integral de los factores tanto fisicoquimicos como
bioldgicos para comprender a los suelos como sistemas complejos, donde la interaccién

de dichos factores podra llevar a diferentes resultados.

La aplicacion del surfactante no-iénico Triton X-100 en concentraciones por
debajo de la CMC en un suelo crénicamente contaminado logro acelerar el proceso de
biorremediacién al estimular la desorcion de los PAH sorbidos a la matriz del suelo en

tratamiento.

En un suelo crénicamente contaminado y contaminado artificialmente con PAH,
el tratamiento con el surfactante Triton X-100 en combinacién con el bioaumento con
la cepa degradadora de PAH Sphingobium sp. AM vy el suplemento de nutrientes,
permitid mejorar la eficiencia en la degradacidon de PAH con respecto a lo observado
para cada uno de los tres tratamientos aplicados de forma individual: el suplemento con

nutrientes, tratamiento con Triton X-100 y el bioaumento con AM.

Independientemente del tipo de suelo en estudio y de su historia de
contaminacién, logré demostrarse que el surfactante sintético Triton X-100 produce
cambios en la estructura y composicion de las comunidades bacterianas, que en
combinacidn con los factores fisicoquimicos de cada sistema pueden llevar a resultados
benéficos o perjudiciales para el proceso de biorremediacién. Estos cambios han
probado ser perjudiciales para la biorremediacion en el suelo estudiado en el Capitulo
IV cuando se aplicd el surfactante en la CMC, pero beneficiosos en las concentraciones
sub-CMC. En el Capitulo V, el tratamiento uUnicamente con Triton X-100 resultd

perjudicial para la biorremediacion pero al combinarse con el bioaumento con AM vy
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suplemento con nutrientes, los cambios que generé mejoraron la eficiencia del proceso

de biorremediacion.

El tratamiento con Triton X-100, independientemente del suelo en estudio,

acelerd la degradacion de los hidrocarburos alifaticos.

En cultivos en medio liquido, se confirmd la capacidad de la cepa Bacillus subtilis
NCIB3610 (B srf+) de producir y secretar el biosurfactante surfactina. Este bioproducto,
en la co-inoculacién de B srf+ con AM en medio mineral liquido con fenantreno (200
mg/L) suplementado con 0,3% de peptona, demostré mejorar el grado de degradacion

de dicho PAH por AM.

El bioaumento con B srf+ en un suelo crénicamente contaminado con PAH evité
el aumento de la fraccién sorbida de dichos hidrocarburos a la matriz del suelo de forma
comparable a lo observado en el mismo suelo tratado con el surfactante sintético Triton
X-100. El bioaumento mencionado, logré un grado de degradacion de fenantreno mayor
a lo registrado en el sistema control, aunque esto no se vio reflejado en el porcentaje de

degradacidn de la suma total de PAH.

El bioaumento con la cepa AM en combinacién con la cepa B srf+, a pesar de
haber impedido la sorcién de los PAH al suelo, no logré mejorar la efectividad del
proceso de biorremediacidon de PAH; por el contrario, provocd un efecto negativo en la

degradacidn de fenantreno debido probablemente a la competencia entre ambas cepas.

La biodisponibilidad de PAH en suelos cronicamente contaminados,

contrariamente a lo postulado, ha demostrado no ser el principal factor limitante de la
biodegradacion de estos hidrocarburos, pudiendo depender asimismo de la capacidad

degradadora de la comunidad microbiana nativa y de la disponibilidad de nutrientes.
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VIII.

Material suplementario

VIII.1. Figuras y tablas suplementarias al Capitulo IV.

Sefial (mV)

Control (C), dia 1
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Figura S2. Cromatogramas del extracto de hidrocarburos de las muestras Cy T-CMC al

dia 1 (GC-FID).
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Tabla S1. Abundancia relativa de filos bacterianos en cada microcosmos en el dia 1, 14

y 63 de tratamiento.

Filo Dial

C T-A T-B T-CMC
Gemmatimonadetes 0,25 0,34 1,18 0,48
Candidatus Saccharibacteria 0,00 0,00 0,00 0,00
Planctomycetes 0,00 0,26 0,07 0,00
Cyanobacteria 0,00 0,09 0,07 0,48
Deinococcus_Thermus 0,00 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,00 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 8,84 2,23 1,80 10,45
Bacteroidetes 0,67 2,48 5,20 0,86
Thaumarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,14 1,97 2,63 0,86
Actinobacteria 5,16 25,34 22,52 31,16
Ascomycota 0,04 0,00 0,00 0,19
Chloroflexi 0,95 5,48 4,50 6,04
Proteobacteria 83,48 61,13 61,54 48,13
Verrucomicrobia 0,49 0,68 0,49 1,34

Dia 14
Filo

C T-A T-B T-CMC
Gemmatimonadetes 0.39 1.15 0.73 0.40
Candidatus Saccharibacteria 0.02 0.07 0.00 0.03
Planctomycetes 0.10 0.08 0.38 0.18
Cyanobacteria 0.07 0.00 0.00 0.00
Deinococcus_Thermus 0.00 0.00 0.00 0.00
Nitrospirae 0.00 0.00 0.00 0.01
Firmicutes 0.81 0.90 0.70 0.79
Bacteroidetes 6.39 3.07 2.98 2.72
Thaumarchaeota 0.00 0.00 0.00 0.00
Acidobacteria 2.60 2.07 243 1.51
Actinobacteria 28.13 30.57 29.08 30.61
Ascomycota 0.00 0.00 0.00 0.00
Chloroflexi 8.91 8.96 7.60 12.01
Proteobacteria 40.92 49.71 50.28 46.46
Verrucomicrobia 11.66 3.44 5.82 5.27
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il Dia 63

C T-A T-B T-CMC
Gemmatimonadetes 0.00 4.60 4.97 1.13
Candidatus Saccharibacteria 0.00 0.03 0.05 0.05
Planctomycetes 0.00 0.34 0.14 0.10
Cyanobacteria 0.00 0.03 0.00 0.00
Deinococcus_Thermus 0.00 0.11 0.00 0.00
Nitrospirae 0.00 0.00 0.00 0.00
Firmicutes 9.02 0.85 0.57 1.38
Bacteroidetes 0.73 1.16 3.03 3.13
Thaumarchaeota 0.00 0.00 0.00 0.00
Acidobacteria 0.00 5.85 3.17 1.49
Actinobacteria 0.97 7.09 6.58 3.08
Ascomycota 0.24 0.00 0.00 0.00
Chloroflexi 0.36 8.81 2.13 1.44
Proteobacteria 88.56 66.41 76.63 87.39
Verrucomicrobia 0.12 4.72 2.74 0.82

Tabla S2. Abundancia relativa de drdenes bacterianos en cada microcosmos al dia 1, 14

y 63 de tratamiento.

Orden Dlal

C T-A T-B T-CMC
Acidobacteriales 0.11 1.38 2.09 0.87
Solibacterales 0.04 0.26 0.56 0.00
Holophagales 0.00 0.09 0.00 0.00
Solirubrobacterales 0.11 1.03 1.40 0.97
Thermoleophilales 0.04 0.09 0.00 0.00
Acidimicrobiales 2.21 7.75 6.98 9.07
Actinomycetales 2.77 16.61 14.18 21.33
Gaiellales 0.04 0.00 0.14 0.00
Rubrobacterales 0.00 0.00 0.00 0.00
Sphingobacteriales 0.21 0.43 0.35 0.00
Bacteroidales 0.11 0.09 0.07 0.19
Cytophagales 0.18 1.81 3.98 0.58
Flavobacteriales 0.18 0.17 0.84 0.10
Anaerolineales 0.00 0.43 0.49 0.48
Caldilineales 0.60 1.55 1.47 2.22
Kallotenuales 0.00 0.00 0.00 0.00
Chloroflexales 0.00 0.17 0.07 0.00
Dehalococcoidales 0.00 0.43 0.21 0.10
Sphaerobacterales 0.35 2.84 2.23 3.28
Thermomicrobiales 0.00 0.00 0.00 0.00
Nostocales 0.00 0.09 0.07 0.48

199



Capitulo VIIl. Material Suplementario

Oscillatoriales
Thermales
Bacillales
Clostridiales
Gemmatimonadales
Nitrospirales
Phycisphaerales
Planctomycetales
Parvularculales
Sphingomonadales
Rhodobacterales
Rhizobiales
Caulobacterales
Rickettsiales
Rhodospirillales
Burkholderiales
Nitrosomonadales
Hydrogenophilales
Rhodocyclales
Nitrosomonadales
Bdellovibrionales
Desulfuromonadales
Desulfovibrionales
Myxococcales
Syntrophobacterales
Desulfobacterales
Unclassified Deltaproteobacteria
Campylobacterales
Methylococcales
Xanthomonadales
Chromatiales
Alteromonadales
Oceanospirillales
Enterobacteriales
Cardiobacteriales
Legionellales
Pseudomonadales
Thiotrichales
Verrucomicrobiales
Opitutales
Chthoniobacteriales

0.00
0.00
8.81
0.04
0.25
0.00
0.00
0.00
0.07
0.95
0.07
1.37
1.37
0.00
1.05
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
0.04
0.00
0.18
0.35
0.04
0.00
0.00
0.74
0.11
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
77.02
0.00
0.46
0.04
0.00

0.00
0.00
1.72
0.52
0.34
0.00
0.00
0.26
0.17
9.29
0.43
10.84
7.83
0.00
9.64
1.38
0.09
0.43
0.26
0.09
0.00
1.29
0.00
0.95
1.12
1.29
0.52
0.00
0.00
3.96
0.86
0.00
0.00
0.09
0.17
0.09
10.41
0.09
0.69
0.00
0.00

0.00
0.00
1.47
0.35
1.19
0.00
0.00
0.07
0.14
10.13
0.42
11.66
12.36
0.00
6.49
0.77
0.00
0.07
0.56
0.00
0.00
0.07
0.00
0.00
0.49
0.14
0.35
0.00
0.00
4.40
1.68
0.00
0.00
0.00
0.07
0.00
11.52
0.00
0.42
0.07
0.00

0.00
0.00
8.20
2.32
0.48
0.00
0.00
0.00
0.29
4.34
0.77
9.17
6.76
0.00
5.69
0.39
0.00
0.00
0.10
0.00
0.00
0.10
0.00
0.19
1.74
0.00
0.29
0.00
0.00
1.54
0.39
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
16.22
0.00
1.16
0.00
0.19
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Sidler Dia 14

C T-A T-B T-CMC
Acidobacteriales 2.21 2.02 2.12 1.42
Solibacterales 0.12 0.03 0.30 0.07
Holophagales 0.27 0.02 0.03 0.01
Solirubrobacterales 2.70 2.76 4.94 4.83
Thermoleophilales 0.12 0.10 0.16 0.06
Acidimicrobiales 7.47 6.33 5.18 5.37
Actinomycetales 17.94 21.49 18.89 20.41
Gaiellales 0.00 0.06 0.00 0.04
Rubrobacterales 0.00 0.00 0.00 0.03
Sphingobacteriales 0.15 0.64 0.57 0.99
Bacteroidales 0.00 0.01 0.00 0.01
Cytophagales 6.27 2.40 2.36 1.69
Flavobacteriales 0.00 0.03 0.05 0.03
Anaerolineales 0.27 0.29 0.16 0.28
Caldilineales 0.61 0.67 0.49 0.82
Kallotenuales 0.00 0.00 0.00 0.00
Chloroflexales 3.88 3.43 3.88 4.68
Dehalococcoidales 1.06 0.70 0.62 0.93
Sphaerobacterales 2.90 3.84 2.44 5.29
Thermomicrobiales 0.00 0.03 0.03 0.01
Nostocales 0.00 0.00 0.00 0.00
Oscillatoriales 0.07 0.00 0.00 0.00
Thermales 0.00 0.00 0.00 0.00
Bacillales 0.17 0.32 0.24 0.28
Clostridiales 0.64 0.58 0.46 0.51
Gemmatimonadales 0.39 1.15 0.73 0.40
Nitrospirales 0.00 0.00 0.00 0.01
Phycisphaerales 0.07 0.00 0.00 0.00
Planctomycetales 0.02 0.08 0.38 0.18
Parvularculales 0.02 0.00 0.00 0.00
Sphingomonadales 6.68 10.75 10.66 9.28
Rhodobacterales 0.47 0.55 0.76 0.40
Rhizobiales 5.51 13.18 15.12 13.47
Caulobacterales 9.27 8.43 8.25 7.70
Rickettsiales 0.00 0.01 0.24 0.00
Rhodospirillales 2.80 3.41 3.34 3.01
Burkholderiales 0.74 1.73 1.63 1.53
Nitrosomonadales 0.05 0.07 0.03 0.01
Hydrogenophilales 0.05 0.13 0.14 0.13
Rhodocyclales 0.02 0.02 0.14 0.03
Nitrosomonadales 0.05 0.07 0.03 0.01
Bdellovibrionales 0.00 0.00 0.00 0.03
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Desulfuromonadales 0.27 0.41 0.22 0.54
Desulfovibrionales 0.02 0.01 0.00 0.00
Myxococcales 0.71 0.29 0.35 0.24
Syntrophobacterales 0.10 0.25 0.27 0.25
Desulfobacterales 0.22 0.08 0.22 0.01
Unclassified Deltaproteobacteria 1.18 1.15 1.68 3.13
Campylobacterales 0.07 0.00 0.00 0.00
Methylococcales 0.00 0.03 0.00 0.00
Xanthomonadales 8.53 3.68 3.34 1.32
Chromatiales 3.17 1.78 1.66 1.98
Alteromonadales 0.00 0.02 0.05 0.03
Oceanospirillales 0.00 0.20 0.00 0.00
Enterobacteriales 0.00 0.00 0.00 0.00
Cardiobacteriales 0.00 0.00 0.03 0.00
Legionellales 0.44 0.47 0.11 0.33
Pseudomonadales 0.57 2.78 1.87 2.83
Thiotrichales 0.00 0.01 0.00 0.01
Verrucomicrobiales 8.70 2.82 4.50 5.02
Opitutales 0.15 0.04 0.03 0.00
Chthoniobacteriales 2.85 0.59 1.30 0.27
Orden Dia 63

C T-A T-B T-CMC
Acidobacteriales 0.00 5.73 2.98 1.44
Solibacterales 0.00 0.06 0.19 0.00
Holophagales 0.00 0.06 0.00 0.00
Solirubrobacterales 0.00 0.48 0.33 0.05
Thermoleophilales 0.00 0.03 0.00 0.00
Acidimicrobiales 0.00 1.61 0.90 0.77
Actinomycetales 0.97 494 5.35 2.26
Gaiellales 0.00 0.03 0.00 0.00
Rubrobacterales 0.00 0.00 0.00 0.00
Sphingobacteriales 0.52 0.17 0.47 1.74
Bacteroidales 0.00 0.00 0.00 0.00
Cytophagales 0.20 0.99 2.51 1.38
Flavobacteriales 0.00 0.00 0.05 0.00
Anaerolineales 0.00 0.45 0.00 0.05
Caldilineales 0.08 1.89 0.52 0.41
Kallotenuales 0.12 0.00 0.00 0.00
Chloroflexales 0.04 4.35 0.99 0.67
Dehalococcoidales 0.00 0.54 0.05 0.00
Sphaerobacterales 0.12 1.55 0.57 0.31
Thermomicrobiales 0.00 0.00 0.00 0.00
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Nostocales
Oscillatoriales
Thermales
Bacillales
Clostridiales
Gemmatimonadales
Nitrospirales
Phycisphaerales
Planctomycetales
Parvularculales
Sphingomonadales
Rhodobacterales
Rhizobiales
Caulobacterales
Rickettsiales
Rhodospirillales
Burkholderiales
Nitrosomonadales
Hydrogenophilales
Rhodocyclales
Nitrosomonadales
Bdellovibrionales
Desulfuromonadales
Desulfovibrionales
Myxococcales
Syntrophobacterales
Desulfobacterales
Unclassified Deltaproteobacteria
Campylobacterales
Methylococcales
Xanthomonadales
Chromatiales
Alteromonadales
Oceanospirillales
Enterobacteriales
Cardiobacteriales
Legionellales
Pseudomonadales
Thiotrichales
Verrucomicrobiales
Opitutales

Chthoniobacteriales

0.00
0.00
0.00
9.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.12
0.00
0.08
0.00
0.00
0.00
0.16
0.04
0.00
0.04
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.08
0.00
0.00
0.00
0.08
0.00
0.00
88.13
0.00
0.12
0.00
0.00

0.03
0.00
0.11
0.25
0.59
4.60
0.00
0.00
0.34
0.00
26.89
0.48
11.80
6.30
0.00
2.97
1.72
0.11
0.08
0.08
0.11
0.00
0.93
0.00
0.00
0.37
0.28
0.51
0.00
0.11
5.37
0.96
0.00
0.79
0.00
0.03
0.56
5.96
0.06
3.56
0.42
0.73

0.00
0.00
0.00
0.24
0.33
4.97
0.00
0.00
0.14
0.00
34.56
0.33
15.72
5.78
0.00
3.55
1.66
0.09
0.05
0.14
0.09
0.00
0.19
0.00
0.19
0.38
0.24
0.76
0.00
0.00
4.31
1.33
0.05
1.52
0.05
0.00
0.24
5.45
0.00
2.23
0.43
0.09

0.00
0.00
0.00
1.18
0.21
1.13
0.00
0.00
0.10
0.00
19.44
0.15
5.49
2.72
0.00
1.69
0.41
0.05
0.00
0.00
0.05
0.00
0.10
0.00
0.00
0.21
0.05
0.21
0.00
0.00
36.62
0.36
0.00
0.41
0.00
0.00
0.21
19.13
0.21
0.51
0.00
0.31
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Tabla S3. Abundancia relativa de los principales géneros en cada microcosmos a los dias

1, 14y 63 de tratamiento; se muestran los géneros que se presentaron en un porcentaje

de mas del 1% en al menos uno de los microcosmos.

Dia 1l
Género
C T-A T-B T-CMC
Acidobacterium 0.11 1.37 2.01 0.85
llumatobacter 0.11 1.88 0.21 0.28
Agrococcus 0.07 0.17 0.49 0.85
Paenibacillus 0.00 0.00 0.00 0.95
Gemmatimonas 0.25 0.34 1.18 0.47
Sinorhizobium 0.04 0.43 0.49 0.19
Kaistobacter 0.35 1.88 2.49 1.23
Anaeromyxobacter 0.00 0.94 0.00 0.09
Desulfocaldus 0.04 0.51 0.35 0.28
Pseudomonas 0.28 0.60 1.94 1.70
Lysobacter 0.00 0.26 0.35 0.09
Dongia 0.11 0.86 0.07 0.09
Cupriavidus 0.00 0.77 0.49 0.09
Actinomadura 0.04 0.86 0.62 0.38
Rhodoligotrophos 0.04 0.00 0.76 0.00
Pseudonocardia 0.14 1.28 0.90 1.04
Geobacillus 1.37 0.09 0.07 0.00
Cryptanaerobacter 0.00 0.00 0.00 1.04
Methyloligella 0.00 0.51 0.55 0.57
Stenotrophomonas 0.04 0.00 0.00 0.00
Rhodopseudomonas 0.00 0.00 0.21 0.00
Novosphingobium 0.11 1.46 0.55 0.28
Luteolibacter 0.32 0.60 0.35 0.85
Oceanibaculum 0.28 4.11 2.70 1.51
Salinibacillus 0.00 0.00 0.00 1.42
Tistlia 0.00 0.00 0.00 0.00
Nitrobacter 0.00 0.00 0.49 0.00
Olivibacter 0.00 0.00 0.28 0.00
Desulfomonile 0.00 0.00 0.00 0.00
Chloroflexus 0.00 0.17 0.07 0.00
Brevundimonas 1.26 7.62 11.85 6.34
Rhodoplanes 0.14 1.28 0.76 1.32
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Shimazuella
Bradyrhizobium
Vasilyevaea
Sphingomonas
Sphingobium
Porphyrobacter
Marmoricola
Thauera

Orientia
Sphingopyxis
Ohtaekwangia
Flavobacterium
Streptoalloteichus
Roseimicrobium
Opitutus
Myceligenerans
Thioalkalivibrio
Arcobacter
Acinetobacter
Blastococcus
Caryophanon
Microlunatus
Candidatus Microthrix
Sphingosinicella
Conexibacter
Mycobacterium
Steroidobacter
Erythrobacter
Desulfococcus
Azospirillum
Syntrophobacter
Rhodomicrobium
Bacillus
Alcanivorax
Thiohalophilus
Chthoniobacter
Geobacter

Nitrosovibrio

0.00
0.00
0.00
0.25
0.14
0.00
0.04
0.00
0.00
0.04
0.18
0.18
0.00
0.00
0.04
0.07
0.00
0.00
76.74
0.21
0.00
0.04
0.70
0.04
0.11
0.11
0.07
0.04
0.35
0.49
0.11
0.00
7.44
0.00
0.07
0.00
0.07
0.00

0.00
0.77
0.00
4.28
0.09
0.17
0.51
0.26
0.00
0.09
1.80
0.09
0.09
0.00
0.00
0.68
0.00
0.00
9.76
0.51
0.00
0.17
3.08
0.60
0.94
0.43
0.51
0.68
0.17
231
0.60
0.09
1.28
0.00
0.77
0.00
1.28
0.00

0.00
1.46
0.14
3.81
0.21
0.83
0.97
0.49
0.00
1.87
3.95
0.76
0.00
0.00
0.07
0.42
0.62
0.00
9.49
0.35
0.00
0.00
2.01
0.00
1.39
0.21
1.11
0.07
0.14
1.80
0.49
1.46
1.39
0.00
0.42
0.00
0.07
0.00

0.00
0.28
0.00
1.32
0.47
0.38
0.76
0.09
0.00
0.28
0.57
0.09
0.00
0.00
0.00
0.19
0.00
0.00
14.10
1.04
1.61
0.66
3.50
0.19
0.95
0.19
0.57
0.00
0.00
2.55
1.70
0.00
5.58
0.00
0.19
0.19
0.09
0.00
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Sphaerobacter 0.35 2.83 2.22 3.22
Skermanella 0.00 1.03 0.28 0.38
Georgenia 0.14 0.77 1.11 1.14
Verrucomicrobium 0.14 0.09 0.07 0.19
Nocardioides 1.30 7.19 7.21 9.93
Desulfobulbus 0.00 1.11 0.00 0.00
Fulvimonas 0.00 0.00 0.00 0.00
Mesorhizobium 0.25 2.57 1.18 2.37
Ardenticatena 0.00 0.00 0.00 0.00
Rhizobium 0.60 2.65 2.29 2.27
Thermoflavimicrobium 0.00 0.00 0.00 0.00
Caldilinea 0.60 1.54 1.46 2.18
Pelagibius 0.00 0.09 0.14 0.00
Ferrithrix 0.18 0.94 1.11 1.14
lamia 1.16 1.63 3.60 3.97
Wolinella 0.00 0.00 0.00 0.00
Xanthomonas 0.49 2.74 2.77 0.66
Otros 2.28 14.81 10.40 13.06
Dia 14
Género
C T-A T-B T-CMC
Acidobacterium 2.18 1.96 2.11 1.40
llumatobacter 0.44 0.33 0.65 0.15
Agrococcus 0.59 0.48 0.54 0.46
Paenibacillus 0.02 0.03 0.00 0.00
Gemmatimonas 0.39 1.15 0.73 0.40
Sinorhizobium 0.10 0.21 0.03 0.07
Kaistobacter 1.91 3.09 2.30 3.37
Anaeromyxobacter 0.02 0.12 0.19 0.09
Desulfocaldus 1.15 1.11 1.65 3.12
Pseudomonas 0.51 2.57 1.84 2.21
Lysobacter 0.51 0.31 0.30 0.18
Dongia 0.15 0.04 0.16 0.03
Cupriavidus 0.02 0.04 0.03 0.04
Actinomadura 1.44 1.68 0.97 1.55
Rhodoligotrophos 0.12 0.07 0.22 0.13
Pseudonocardia 0.71 0.83 0.70 0.81
Geobacillus 0.00 0.00 0.00 0.00
Cryptanaerobacter 0.00 0.00 0.00 0.00
Methyloligella 0.10 0.19 0.14 0.12
Stenotrophomonas 0.00 0.00 0.00 0.06
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Rhodopseudomonas

Novosphingobium
Luteolibacter
Oceanibaculum
Salinibacillus
Tistlia
Nitrobacter
Olivibacter
Desulfomonile
Chloroflexus
Brevundimonas
Rhodoplanes
Shimazuella
Bradyrhizobium
Vasilyevaea
Sphingomonas
Sphingobium
Porphyrobacter
Marmoricola
Thauera
Orientia
Sphingopyxis
Ohtaekwangia
Flavobacterium
Streptoalloteichus
Roseimicrobium
Opitutus
Myceligenerans
Thioalkalivibrio
Arcobacter
Acinetobacter
Blastococcus
Caryophanon

Microlunatus

Candidatus Microthrix

Sphingosinicella
Conexibacter
Mycobacterium
Steroidobacter
Erythrobacter
Desulfococcus
Azospirillum
Syntrophobacter
Rhodomicrobium
Bacillus

Alcanivorax

0.02
0.34
4.06
1.10
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
3.87
8.96
0.95
0.00
0.05
0.22
3.92
0.07
0.20
0.02
0.02
0.00
0.02
5.56
0.00
0.00
1.74
0.15
2.20
0.00
0.00
0.00
0.95
0.00
0.00
3.84
0.17
2.67
1.52
0.34
0.00
0.12
0.73
0.07
0.00
0.12
0.00

1.09
0.56
1.27
1.40
0.00
0.00
3.90
0.53
0.00
3.41
7.52
1.43
0.01
0.64
0.07
3.20
0.06
0.23
0.03
0.00
0.00
3.28
2.25
0.03
0.00
0.87
0.04
3.52
0.00
0.00
0.13
1.41
0.00
0.00
3.09
0.26
2.70
1.67
0.23
0.00
0.07
1.18
0.18
0.03
0.22
0.18

2.84
0.43
1.97
1.00
0.00
0.00
3.98
0.41
0.00
3.87
7.71
141
0.00
1.81
0.08
4.79
0.00
0.11
0.05
0.00
0.00
2.73
2.30
0.05
0.00
143
0.03
3.16
0.00
0.00
0.00
0.92
0.00
0.00
2.22
0.24
4.84
1.87
0.19
0.03
0.22
1.49
0.27
0.05
0.16
0.00

1.00
0.39
3.88
0.85
0.00
0.00
3.36
0.94
0.00
4.66
7.34
1.28
0.00
1.00
0.07
3.25
0.07
0.10
0.01
0.00
0.00
1.69
1.58
0.01
0.01
0.81
0.00
1.85
0.00
0.00
0.52
1.27
0.00
0.00
1.76
0.36
4.76
3.25
0.13
0.00
0.01
1.36
0.22
0.03
0.21
0.00
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Thiohalophilus 2.94 1.65 1.46 1.87
Chthoniobacter 2.84 0.59 1.30 0.27
Geobacter 0.15 0.31 0.11 0.51
Nitrosovibrio 0.00 0.00 0.00 0.00
Sphaerobacter 2.89 3.81 2.43 5.27
Skermanella 0.02 0.11 0.14 0.33
Georgenia 2.33 3.39 2.60 3.51
Verrucomicrobium 2.69 0.57 0.92 0.28
Nocardioides 5.38 443 4.16 3.48
Desulfobulbus 0.00 0.00 0.00 0.00
Fulvimonas 0.00 0.00 0.00 0.00
Mesorhizobium 0.95 1.37 1.62 2.27
Ardenticatena 0.00 0.00 0.00 0.00
Rhizobium 1.52 2.41 1.16 1.45
Thermoflavimicrobium 0.05 0.01 0.00 0.00
Caldilinea 0.61 0.67 0.49 0.82
Pelagibius 0.02 0.08 0.08 0.03
Ferrithrix 0.07 0.13 0.08 0.18
lamia 2.81 2.59 2.06 3.13
Wolinella 0.00 0.00 0.00 0.00
Xanthomonas 7.46 2.90 2.81 0.75
Otros 12.85 14.04 13.39 13.59
Dia 63
Género

C T-A T-B T-CMC
Acidobacterium 0.00 5.72 2.93 1.44
llumatobacter 0.00 0.06 0.09 0.10
Agrococcus 0.00 0.17 0.47 0.15
Paenibacillus 0.08 0.00 0.00 0.00
Gemmatimonas 0.00 4.62 4.97 1.13
Sinorhizobium 0.00 0.11 1.32 0.10
Kaistobacter 0.00 3.68 2.65 3.02
Anaeromyxobacter 0.00 0.00 0.05 0.00
Desulfocaldus 0.00 0.51 0.76 0.21
Pseudomonas 0.00 2.32 1.99 1.33
Lysobacter 0.00 0.65 0.38 0.26
Dongia 0.00 0.17 0.47 0.00
Cupriavidus 0.00 0.20 0.38 0.05
Actinomadura 0.00 0.14 0.38 0.15
Rhodoligotrophos 0.00 0.14 0.47 0.05
Pseudonocardia 0.00 0.00 0.47 0.21
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Geobacillus
Cryptanaerobacter
Methyloligella

Stenotrophomonas

Rhodopseudomonas

Novosphingobium
Luteolibacter
Oceanibaculum
Salinibacillus
Tistlia
Nitrobacter
Olivibacter
Desulfomonile
Chloroflexus
Brevundimonas
Rhodoplanes
Shimazuella
Bradyrhizobium
Vasilyevaea
Sphingomonas
Sphingobium
Porphyrobacter
Marmoricola
Thauera
Orientia
Sphingopyxis
Ohtaekwangia
Flavobacterium
Streptoalloteichus
Roseimicrobium
Opitutus
Myceligenerans
Thioalkalivibrio
Arcobacter
Acinetobacter
Blastococcus
Caryophanon

Microlunatus

1.49
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.12
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.20
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
88.17
0.85
0.00
0.00

0.06
0.20
0.03
0.25
0.57
7.39
0.99
0.88
0.00
0.00
2.95
0.08
0.00
4.36
5.04
0.23
0.00
1.56
0.00
9.83
0.74
0.42
0.06
0.00
0.00
4.84
0.96
0.00
0.00
1.56
0.42
0.88
0.00
0.00
3.46
0.28
0.00
0.11

0.05
0.00
0.14
0.00
0.47
13.67
0.66
0.76
0.00
0.00
2.98
0.38
0.00
0.99
4.78
0.33
0.00
3.36
0.09
10.79
0.43
0.71
0.00
0.09
0.00
6.15
2.32
0.05
0.00
0.90
0.43
0.57
0.00
0.00
3.41
0.28
0.00
0.00

0.21
0.00
0.10
35.32
0.26
6.87
0.15
0.31
0.00
0.00
1.44
1.69
0.00
0.67
2.26
0.05
0.00
1.79
0.00
4.36
0.26
0.62
0.00
0.00
0.00
4.15
1.38
0.00
0.00
0.15
0.00
0.31
0.00
0.00
17.79
0.10
0.00
0.00
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Candidatus Microthrix
Sphingosinicella
Conexibacter
Mycobacterium
Steroidobacter
Erythrobacter
Desulfococcus
Azospirillum
Syntrophobacter
Rhodomicrobium
Bacillus
Alcanivorax
Thiohalophilus
Chthoniobacter
Geobacter
Nitrosovibrio
Sphaerobacter
Skermanella
Georgenia
Verrucomicrobium
Nocardioides
Desulfobulbus
Fulvimonas
Mesorhizobium
Ardenticatena
Rhizobium
Thermoflavimicrobium
Caldilinea
Pelagibius
Ferrithrix

lamia

Wolinella
Xanthomonas

Otros

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
7.47
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.12
0.00
0.04
0.12
0.04
0.00
0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.08
0.00
0.00
0.00
0.00
0.04
1.01

0.59
0.00
0.48
0.59
0.37
0.03
0.28
1.08
0.17
0.03
0.00
0.79
0.76
0.74
0.65
0.00
1.56
0.14
0.59
0.76
0.74
0.00
0.00
2.24
0.00
3.17
0.00
1.90
0.11
0.06
0.88
0.00
3.99
10.65

0.43
0.09
0.33
0.52
0.43
0.00
0.24
0.95
0.28
0.14
0.19
151
0.99
0.09
0.14
0.00
0.57
0.05
0.47
0.52
0.76
0.00
0.00
1.80
0.00
3.83
0.00
0.52
0.14
0.05
0.28
0.00
3.22
8.89

0.36
0.10
0.05
0.51
0.15
0.05
0.00
0.97
0.21
0.05
0.97
0.41
0.31
0.31
0.10
0.00
0.31
0.10
0.05
0.15
0.36
0.05
0.00
0.72
0.00
0.26
0.00
0.41
0.15
0.05
0.26
0.00
0.72
3.43
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VII.2. Figuras y tablas suplementarias al Capitulo V.
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Figura S2. Determinacion de la concentracidon micelar critica en suelo MTC.
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Figura S3. Cromatogramas del extracto de hidrocarburos de las muestras m-C, m-Ty m-AM/T

al dia 1 (GC-FID).
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Tabla S4. Abundancia relativa de filos bacterianos en los microcosmos m-C, m-AM, m-B
srf+, m-AM+B srf+ y m-AM/T en el dia 1, 28, 85, 180 y 203 (NPK) de tratamiento. (C:

Candidatus).

Filo Dia1
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Fibrobacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Thermodesulfobacteria 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01
Gemmatimonadetes 0,31 0,35 0,35 0,31 0,23
C Saccharibacteria 0,04 0,06 0,05 0,05 0,03
Actinobacteria 35,23 34,61 27,95 32,33 29,63
Synergistetes 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Deferribacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Planctomycetes 1,39 2,15 2,16 1,40 0,95
Chlamydiae 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03
Deinococcus_Thermus 0,14 0,15 0,12 0,15 0,11
Tenericutes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02
Cloacimonetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 9,11 8,54 19,30 12,59 9,60
Bacteroidetes 4,62 3,82 5,23 4,81 5,09
Cyanobacteria 0,01 0,03 0,02 0,02 0,02
Chlorobi 0,18 0,28 0,22 0,21 0,20
Dictyoglomi 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,59 0,83 0,68 0,53 0,46
Ignavibacteriae 0,05 0,11 0,08 0,05 0,05
Aquificae 0,02 0,03 0,03 0,03 0,01
Fusobacteria 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Spirochaetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chloroflexi 2,45 2,83 2,39 2,27 1,73
Proteobacteria 45,28 45,51 40,65 44,61 51,49
Thermotogae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobia 0,27 0,48 0,39 0,24 0,15
Caldiserica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Euryarchaeota 0,15 0,09 0,24 0,27 0,14
Thaumarchaeota 0,04 0,04 0,06 0,05 0,04
Crenarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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o Dia 28
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Fibrobacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Thermodesulfobacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Gemmatimonadetes 0,27 0,43 0,39 0,30 0,22
C Saccharibacteria 0,06 0,06 0,04 0,07 0,04
Actinobacteria 38,10 39,53 29,87 33,79 22,66
Synergistetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Deferribacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Planctomycetes 1,59 1,23 1,71 1,17 1,15
Chlamydiae 0,04 0,04 0,05 0,03 0,04
Deinococcus_Thermus 0,14 0,16 0,14 0,13 0,12
Tenericutes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02
Cloacimonetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 8,88 8,92 23,34 11,93 5,12
Bacteroidetes 4,51 3,27 3,77 4,89 3,22
Cyanobacteria 0,01 0,03 0,02 0,01 0,02
Chlorobi 0,14 0,17 0,20 0,13 0,18
Dictyoglomi 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,56 0,75 0,69 0,53 0,48
Ignavibacteriae 0,05 0,05 0,08 0,07 0,06
Aquificae 0,02 0,02 0,03 0,01 0,03
Fusobacteria 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01
Spirochaetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chloroflexi 2,74 2,93 2,37 2,55 1,77
Proteobacteria 42,25 41,53 36,64 43,63 64,54
Thermotogae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobia 0,27 0,50 0,49 0,26 0,18
Caldiserica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Euryarchaeota 0,29 0,26 0,07 0,43 0,11
Thaumarchaeota 0,03 0,07 0,05 0,04 0,03
Crenarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
e Dia 85
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T

Fibrobacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Thermodesulfobacteria 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01

Gemmatimonadetes 0,35 0,34 0,36 0,20 0,24

C Saccharibacteria 0,05 0,03 0,04 0,04 0,06

Actinobacteria 39,51 42,05 30,40 37,98 40,79

Synergistetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Deferribacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Planctomycetes 1,10 1,32 1,91 0,83 1,76

Chlamydiae 0,04 0,04 0,03 0,03 0,10
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Deinococcus_Thermus 0,14 0,15 0,12 0,11 0,08
Tenericutes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01
Cloacimonetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 9,68 9,72 24,66 10,58 4,71
Bacteroidetes 3,98 2,80 3,33 2,90 0,77
Cyanobacteria 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01
Chlorobi 0,15 0,14 0,16 0,10 0,14
Dictyoglomi 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,54 0,57 0,69 0,38 0,51
Ignavibacteriae 0,04 0,03 0,06 0,04 0,03
Aquificae 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
Fusobacteria 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
Spirochaetes 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Chloroflexi 2,94 2,88 2,45 1,69 2,26
Proteobacteria 40,64 39,20 35,02 44,70 48,24
Thermotogae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobia 0,23 0,32 0,46 0,17 0,16
Caldiserica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Euryarchaeota 0,48 0,29 0,20 0,16 0,06
Thaumarchaeota 0,04 0,05 0,05 0,03 0,03
Crenarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
o Dia 180
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T

Fibrobacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Thermodesulfobacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gemmatimonadetes 0,31 0,31 0,29 0,22 0,09

C Saccharibacteria 0,03 0,05 0,03 0,03 0,03
Actinobacteria 43,41 44,76 41,03 39,86 39,84
Synergistetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Deferribacteres 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Planctomycetes 1,33 0,49 1,01 0,76 1,06
Chlamydiae 0,04 0,02 0,03 0,04 0,15
Deinococcus_Thermus 0,13 0,09 0,08 0,10 0,02
Tenericutes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
Cloacimonetes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 8,97 7,93 15,32 10,94 3,36
Bacteroidetes 2,35 2,30 2,92 2,54 2,68
Cyanobacteria 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00
Chlorobi 0,13 0,10 0,16 0,07 0,05
Dictyoglomi 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,61 0,49 0,62 0,36 0,17
Ignavibacteriae 0,05 0,03 0,06 0,03 0,00
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Aquificae 0,01 0,01 0,01

Fusobacteria 0,00 0,00 0,01

Spirochaetes 0,00 0,00 0,00

Chloroflexi 2,87 2,44 2,52

Proteobacteria 39,11 40,25 35,42

Thermotogae 0,00 0,00 0,00

Verrucomicrobia 0,30 0,27 0,28

Caldiserica 0,00 0,00 0,00

Euryarchaeota 0,26 0,38 0,09

Thaumarchaeota 0,03 0,05 0,05

Crenarchaeota 0,00 0,00 0,00

Dia 208 (NPK)
Filo
C m-AM m-AM/T

Fibrobacteres 0,00 0,00 0,00
Thermodesulfobacteria 0,00 0,00 0,00
Gemmatimonadetes 0,19 0,24 0,06
C Saccharibacteria 0,13 0,04 0,02
Actinobacteria 47,07 59,17 43,11
Synergistetes 0,00 0,00 0,00
Deferribacteres 0,00 0,00 0,00
Planctomycetes 0,74 0,66 0,56
Chlamydiae 0,04 0,03 0,09
Deinococcus_Thermus 0,08 0,09 0,00
Tenericutes 0,00 0,00 0,00
Nitrospirae 0,02 0,02 0,00
Cloacimonetes 0,00 0,00 0,00
Firmicutes 4,16 4,56 3,24
Bacteroidetes 1,63 0,86 10,10
Cyanobacteria 0,01 0,01 0,01
Chlorobi 0,11 0,05 0,01
Dictyoglomi 0,00 0,00 0,00
Acidobacteria 0,44 0,43 0,14
Ignavibacteriae 0,03 0,01 0,00
Aquificae 0,02 0,01 0,01
Fusobacteria 0,00 0,00 0,00
Spirochaetes 0,00 0,00 0,00
Chloroflexi 2,15 2,21 1,04
Proteobacteria 42,85 31,33 41,53
Thermotogae 0,00 0,00 0,00
Verrucomicrobia 0,14 0,15 0,04
Caldiserica 0,00 0,00 0,00
Euryarchaeota 0,14 0,09 0,03
Thaumarchaeota 0,03 0,03 0,01
Crenarchaeota 0,00 0,00 0,00

0,01
0,00
0,00
1,85
42,85
0,00
0,13
0,00
0,14
0,04
0,00

0,06
0,00
0,00
0,75
51,54
0,00
0,09
0,00
0,05
0,01
0,00
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Tabla S5. Abundancia relativa de érdenes bacterianos en los microcosmos m-C, m-AM,
m-B srf+, m-AM+B srf+ y m-AM/T en el dia 1, 28, 85, 180 y 203 (NPK) de tratamiento. Se
muestran los drdenes que se presentaron en un porcentaje mayor al 0,3% en al menos

uno de los microcosmos.

Orden Plal
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Acidobacteriales 0,49 0,70 0,57 0,45 0,39
Acidimicrobiales 1,08 1,15 1,12 1,03 0,65
Actinomycetales 32,59 31,56 25,41 30,08 28,05
Gaiellales 0,31 0,37 0,26 0,19 0,18
Solirubrobacterales 0,83 1,07 0,85 0,69 0,51
Bacteroidales 0,84 1,14 1,53 0,86 0,79
Flavobacteriales 2,64 1,54 2,69 2,82 2,97
Sphingobacteriales 0,90 0,90 0,80 0,89 1,06
Anaerolineales 0,62 0,76 0,70 0,51 0,42
Sphaerobacterales 1,41 1,51 1,25 1,36 1,04
Halobacteriales 0,10 0,07 0,16 0,21 0,11
Bacillales 6,76 6,14 16,48 10,46 7,83
Lactobacillales 0,38 0,23 0,29 0,32 0,35
Clostridiales 1,92 2,13 2,48 1,77 1,38
Gemmatimonadales 0,31 0,35 0,35 0,31 0,23
Phycisphaerales 0,24 0,38 0,43 0,27 0,17
Planctomycetales 1,15 1,77 1,73 1,13 0,78
Caulobacterales 0,70 0,70 0,73 0,65 0,72
Rhizobiales 5,88 7,29 7,46 5,81 4,23
Rhodobacterales 0,96 1,17 1,14 1,01 0,69
Rhodospirillales 2,43 3,36 3,31 2,40 1,78
Sphingomonadales 2,18 4,50 1,79 3,22 10,09
Burkholderiales 2,51 2,62 2,70 2,13 2,53
Desulfobacterales 0,25 0,45 0,42 0,34 0,30
Desulfovibrionales 0,67 1,17 1,03 0,71 0,60
Alteromonadales 1,17 1,11 0,97 0,94 1,09
Chromatiales 0,96 1,16 1,08 0,94 0,89
Gammaproteobacteria 0,96 1,65 1,27 1,00 0,55
Legionellales 0,33 0,83 0,65 0,41 0,24
Nevskiales 0,25 0,27 0,25 0,20 0,18
Oceanospirillales 20,86 13,92 12,90 20,04 22,93
Pseudomonadales 1,65 1,28 1,11 1,54 1,55
Salinisphaerales 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Xanthomonadales 2,21 2,33 2,25 1,91 2,00
Hydrogenophilales 0,31 0,35 0,30 0,25 0,21
Verrucomicrobiales 0,26 0,44 0,36 0,22 0,14
Otros 2,89 3,64 3,20 2,93 2,37
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Orden Dia 28
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Acidobacteriales 0,47 0,60 0,58 0,43 0,39
Acidimicrobiales 1,13 1,27 0,95 0,98 0,76
Actinomycetales 35,55 36,19 27,17 31,49 20,87
Gaiellales 0,28 0,40 0,34 0,25 0,20
Solirubrobacterales 0,76 1,17 0,98 0,73 0,57
Bacteroidales 0,79 0,65 0,91 0,77 0,70
Flavobacteriales 2,72 1,42 1,80 2,99 1,78
Sphingobacteriales 0,78 0,95 0,84 0,88 0,57
Anaerolineales 0,62 0,58 0,62 0,55 0,52
Sphaerobacterales 1,64 1,79 1,32 1,53 0,85
Halobacteriales 0,23 0,21 0,05 0,33 0,05
Bacillales 6,94 7,07 21,29 9,96 3,61
Lactobacillales 0,31 0,29 0,21 0,30 0,31
Clostridiales 1,58 1,51 1,81 1,64 1,16
Gemmatimonadales 0,27 0,43 0,39 0,30 0,22
Phycisphaerales 0,25 0,20 0,30 0,21 0,23
Planctomycetales 1,34 1,03 1,40 0,96 0,92
Caulobacterales 0,78 0,82 0,66 0,64 0,59
Rhizobiales 5,79 5,70 5,96 5,18 3,96
Rhodobacterales 0,99 1,08 0,95 0,93 0,77
Rhodospirillales 2,38 2,25 2,41 1,86 1,81
Sphingomonadales 2,09 5,18 2,06 3,28 4,03
Burkholderiales 2,22 2,27 2,14 2,50 1,62
Desulfobacterales 0,28 0,26 0,33 0,25 0,27
Desulfovibrionales 0,63 0,58 0,71 0,59 0,62
Alteromonadales 1,04 1,36 1,01 0,80 0,54
Chromatiales 0,89 0,99 1,01 0,76 0,83
Gammaproteobacteria 0,73 0,72 1,04 0,78 0,79
Legionellales 0,32 0,28 0,46 0,28 0,28
Nevskiales 0,22 0,26 0,23 0,19 0,17
Oceanospirillales 19,03 14,79 13,02 21,01 44,57
Pseudomonadales 1,49 1,32 1,13 1,51 0,99
Salinisphaerales 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
Xanthomonadales 2,05 2,37 2,17 1,87 1,56
Hydrogenophilales 0,19 0,27 0,27 0,22 0,20
Verrucomicrobiales 0,25 0,48 0,46 0,24 0,17
Otros 2,95 3,25 3,02 2,80 2,51
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Orden Dia 85
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Acidobacteriales 0,45 0,46 0,54 0,31 0,42
Acidimicrobiales 1,05 1,23 1,12 0,73 1,14
Actinomycetales 36,90 38,79 27,29 36,15 37,68
Gaiellales 0,29 0,40 0,41 0,18 0,46
Solirubrobacterales 0,84 1,14 1,16 0,60 1,20
Bacteroidales 0,60 0,54 0,88 0,41 0,26
Flavobacteriales 2,26 1,27 1,48 1,78 0,29
Sphingobacteriales 0,88 0,80 0,73 0,56 0,14
Anaerolineales 0,49 0,55 0,64 0,33 0,43
Sphaerobacterales 1,94 1,78 1,34 0,97 1,49
Halobacteriales 0,37 0,24 0,16 0,12 0,02
Bacillales 7,72 7,79 22,67 9,19 2,74
Lactobacillales 0,25 0,22 0,24 0,19 0,30
Clostridiales 1,67 1,67 1,70 1,19 1,62
Gemmatimonadales 0,35 0,34 0,36 0,20 0,24
Phycisphaerales 0,19 0,21 0,29 0,13 0,22
Planctomycetales 0,91 1,10 1,62 0,70 1,54
Caulobacterales 0,76 0,78 0,74 0,48 0,26
Rhizobiales 5,05 5,99 6,69 3,87 7,10
Rhodobacterales 0,89 0,99 0,94 0,66 0,45
Rhodospirillales 1,86 2,19 2,49 1,49 1,99
Sphingomonadales 2,13 4,93 2,00 2,66 1,06
Burkholderiales 1,95 2,23 2,15 1,34 0,91
Desulfobacterales 0,25 0,25 0,31 0,16 0,31
Desulfovibrionales 0,55 0,59 0,78 0,33 0,71
Alteromonadales 1,09 1,14 0,91 0,69 0,18
Chromatiales 0,87 0,73 0,94 0,63 1,17
Gammaproteobacteria 0,66 0,74 0,97 0,51 0,48
Legionellales 0,29 0,32 0,44 0,23 0,13
Nevskiales 0,20 0,24 0,32 0,17 0,13
Oceanospirillales 19,77 13,79 11,12 28,13 30,28
Pseudomonadales 1,23 0,94 0,91 1,05 0,70
Salinisphaerales 0,00 0,01 0,00 0,00 0,29
Xanthomonadales 1,93 2,20 2,12 1,51 1,24
Hydrogenophilales 0,22 0,24 0,29 0,14 0,09
Verrucomicrobiales 0,21 0,29 0,44 0,15 0,14
Otros 2,94 2,90 2,83 2,09 2,18
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N Dia 180
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Acidobacteriales 0,50 0,37 0,51 0,30 0,14
Acidimicrobiales 1,18 1,07 1,17 0,85 0,57
Actinomycetales 40,15 41,82 37,96 37,81 38,05
Gaiellales 0,47 0,39 0,41 0,21 0,27
Solirubrobacterales 1,19 1,06 1,07 0,64 0,75
Bacteroidales 0,47 0,36 0,76 0,28 0,16
Flavobacteriales 1,11 1,20 1,40 1,68 1,52
Sphingobacteriales 0,61 0,56 0,58 0,46 0,99
Anaerolineales 0,58 0,47 0,55 0,33 0,11
Sphaerobacterales 1,76 1,48 1,47 1,15 0,50
Halobacteriales 0,22 0,34 0,07 0,12 0,01
Bacillales 6,98 6,19 12,91 9,36 2,20
Lactobacillales 0,24 0,24 0,38 0,27 0,18
Clostridiales 1,71 1,48 1,98 1,28 0,96
Gemmatimonadales 0,31 0,31 0,29 0,22 0,09
Phycisphaerales 0,21 0,10 0,14 0,13 0,05
Planctomycetales 1,11 0,39 0,87 0,63 1,01
Caulobacterales 0,61 0,65 0,58 0,40 0,06
Rhizobiales 5,27 4,42 5,46 3,74 4,81
Rhodobacterales 0,84 0,77 0,86 0,62 0,37
Rhodospirillales 2,01 1,53 2,22 1,34 3,42
Sphingomonadales 2,22 3,55 1,82 2,01 18,06
Burkholderiales 1,72 1,52 1,60 1,37 7,45
Desulfobacterales 0,21 0,15 0,26 0,16 0,17
Desulfovibrionales 0,54 0,32 0,51 0,33 0,25
Alteromonadales 0,79 0,72 0,78 0,69 1,23
Chromatiales 0,98 0,72 1,01 0,65 0,64
Gammaproteobacteria 0,65 0,36 0,77 0,44 0,03
Legionellales 0,31 0,16 0,42 0,20 0,03
Nevskiales 0,22 0,17 0,24 0,15 0,05
Oceanospirillales 18,64 21,92 14,73 27,65 13,53
Pseudomonadales 1,00 0,68 1,06 0,88 0,19
Salinisphaerales 0,00 0,01 0,00 0,01 0,39
Xanthomonadales 1,91 1,68 1,88 1,42 0,46
Hydrogenophilales 0,17 0,15 0,20 0,13 0,02
Verrucomicrobiales 0,28 0,24 0,26 0,11 0,09
Otros 2,80 2,46 2,80 2,02 1,19
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Dia 208(NPK)

Orden
m-C m-AM m-AM/T
Acidobacteriales 0,36 0,34 0,12
Acidimicrobiales 0,95 0,97 0,66
Actinomycetales 44,81 56,61 41,08
Gaiellales 0,27 0,35 0,27
Solirubrobacterales 0,77 0,96 0,85
Bacteroidales 0,29 0,15 0,03
Flavobacteriales 1,01 0,45 9,93
Sphingobacteriales 0,21 0,17 0,13
Anaerolineales 0,44 0,41 0,07
Sphaerobacterales 1,30 1,38 0,88
Halobacteriales 0,09 0,06 0,01
Bacillales 2,53 3,24 2,22
Lactobacillales 0,16 0,15 0,20
Clostridiales 1,45 1,14 0,78
Gemmatimonadales 0,19 0,24 0,06
Phycisphaerales 0,14 0,09 0,01
Planctomycetales 0,61 0,57 0,55
Caulobacterales 0,38 0,32 0,04
Rhizobiales 5,07 4,16 6,64
Rhodobacterales 0,70 0,58 0,26
Rhodospirillales 1,95 1,37 2,92
Sphingomonadales 1,35 1,91 2,30
Burkholderiales 0,69 0,58 6,50
Desulfobacterales 0,22 0,13 0,16
Desulfovibrionales 0,52 0,23 0,13
Alteromonadales 0,32 0,35 8,72
Chromatiales 0,70 0,59 0,43
Gammaproteobacteria 0,50 0,25 0,01
Legionellales 0,17 0,13 0,02
Nevskiales 0,14 0,10 0,02
Oceanospirillales 25,02 17,49 10,10
Pseudomonadales 3,25 1,50 1,82
Salinisphaerales 0,07 0,03 0,71
Xanthomonadales 1,06 0,91 0,38
Hydrogenophilales 0,13 0,09 0,01
Verrucomicrobiales 0,13 0,14 0,04
Otros 2,06 1,86 0,94

220



Capitulo VIIl. Material Suplementario

Tabla S6. Abundancia relativa de géneros bacterianos en los microcosmos m-C, m-AM,
m-B srf+, m-AM+B srf+ y m-AM/T en el dia 1, 28, 85, 180 y 203 (NPK) de tratamiento.
(C: Candidatus). Se muestran los érdenes que se presentaron en un porcentaje mayor

al 1% en al menos uno de los microcosmos.

Género Dlal
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Dietzia 1,26 0,70 0,60 1,35 1,00
Gordonia 1,68 1,51 1,26 1,29 0,83
Mycobacterium 2,36 2,27 2,04 2,04 1,81
Rhodococcus 0,89 1,07 0,89 0,73 0,73
Arthrobacter 2,47 2,31 2,06 2,73 2,40
Brachybacterium 1,17 0,84 0,68 1,38 1,17
Brevibacterium 0,06 0,06 0,04 0,09 0,07
Cellulomonas 1,30 1,21 1,01 1,30 1,15
Frigoribacterium 1,53 1,56 1,13 1,20 1,24
Georgenia 1,20 1,13 0,93 1,34 1,10
Janibacter 1,10 0,80 0,62 1,23 1,26
Microbacterium 0,78 0,83 0,63 0,75 0,67
Oryzihumus 0,32 0,23 0,18 0,30 0,29
Promicromonospora 5,68 5,74 4,26 4,94 6,04
Nocardioides 3,73 3,67 2,79 3,26 2,67
Pseudonocardia 0,22 0,29 0,23 0,16 0,23
Streptomyces 1,61 1,84 1,59 1,49 1,57
Galbibacter 0,04 0,06 0,02 0,05 0,06
Salinimicrobium 1,78 0,59 0,70 1,86 1,92
Sphaerobacter 1,41 1,51 1,25 1,36 1,04
Bacillus 4,03 3,82 14,53 7,81 4,54
Planomicrobium 0,89 0,58 0,41 0,80 1,07
Thalassobacillus 0,84 0,81 0,57 0,83 1,08
Clostridium 1,44 1,61 1,93 1,35 1,01
Hyphomicrobium 1,92 2,55 2,68 1,99 1,34
Parvibaculum 0,05 0,05 0,04 0,03 0,04
Inquilinus 0,07 0,08 0,06 0,05 0,06
Defluviicoccus 1,08 1,70 1,93 1,12 0,75
Altererythrobacter 0,05 0,03 0,03 0,05 0,03
Erythrobacter 0,59 0,60 0,47 0,49 0,63
Sphingobium 0,52 2,73 0,38 1,77 8,48
Alcaligenes 0,75 0,72 0,65 0,60 0,86
Bordetella 0,40 0,44 0,34 0,36 0,39
Pusillimonas 0,27 0,30 0,27 0,28 0,31
Idiomarina 0,03 0,01 0,01 0,03 0,02
Marinobacter 1,05 1,05 0,89 0,84 1,01
C Competibacter 0,94 1,62 1,25 0,99 0,53
Alcanivorax 18,50 11,74 11,17 17,96 19,81
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Halomonas 0,38 0,32 0,30 0,35 0,37
Salinicola 1,57 1,42 1,14 1,42 2,32
Pseudomonas 1,13 0,92 0,75 1,07 1,07
Otros 32,90 38,71 37,28 30,97 27,07
Género Dia 28
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Dietzia 1,60 0,87 0,74 1,42 0,91
Gordonia 1,60 1,53 1,20 1,31 1,18
Mycobacterium 2,26 2,17 1,92 1,90 2,12
Rhodococcus 0,88 0,98 0,84 0,82 0,60
Arthrobacter 2,87 2,44 1,98 2,94 1,18
Brachybacterium 2,22 1,25 0,98 1,74 0,80
Brevibacterium 0,14 0,08 0,05 0,09 0,18
Cellulomonas 1,56 1,61 1,13 1,45 0,95
Frigoribacterium 1,37 1,48 1,19 1,25 0,94
Georgenia 1,57 1,77 1,11 1,52 1,01
Janibacter 1,81 1,31 0,86 1,46 1,07
Microbacterium 0,83 0,89 0,66 0,91 0,58
Oryzihumus 0,45 0,35 0,24 0,31 0,25
Promicromonospora 5,49 6,79 4,63 4,74 2,54
Nocardioides 3,71 4,18 3,06 3,32 2,18
Pseudonocardia 0,19 0,35 0,28 0,19 0,16
Streptomyces 1,82 2,16 1,64 1,47 0,53
Galbibacter 0,05 0,05 0,03 0,06 0,02
Salinimicrobium 1,87 0,61 0,74 1,99 1,08
Sphaerobacter 1,64 1,78 1,31 1,52 0,85
Bacillus 3,91 4,37 19,05 7,22 2,14
Planomicrobium 1,09 0,72 0,39 0,92 0,75
Thalassobacillus 0,99 0,93 0,69 0,85 0,26
Clostridium 1,17 1,12 1,38 1,21 0,80
Hyphomicrobium 1,93 1,59 1,93 1,70 1,34
Parvibaculum 0,05 0,05 0,03 0,03 0,03
Inquilinus 0,07 0,09 0,07 0,07 0,05
Defluviicoccus 0,97 0,63 1,10 0,73 0,80
Altererythrobacter 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03
Erythrobacter 0,53 0,76 0,49 0,50 0,45
Sphingobium 0,51 3,12 0,56 1,67 2,74
Alcaligenes 0,60 0,67 0,53 0,72 0,45
Bordetella 0,39 0,45 0,36 0,41 0,27
Pusillimonas 0,27 0,27 0,25 0,35 0,17
Idiomarina 0,02 0,01 0,01 0,03 0,01
Marinobacter 0,94 1,29 0,94 0,71 0,49
C Competibacter 0,72 0,71 1,01 0,76 0,78
Alcanivorax 16,64 12,62 11,14 18,80 35,54
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Halomonas 0,37 0,36 0,33 0,36 0,79
Salinicola 1,66 1,38 1,19 1,48 7,89
Pseudomonas 1,05 1,00 0,84 0,94 0,74
Otros 32,15 35,16 33,12 30,08 24,32
Género Dia 85
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Dietzia 1,47 0,99 0,67 2,67 0,52
Gordonia 1,35 1,65 1,28 1,35 2,14
Mycobacterium 2,07 2,19 1,89 1,76 2,13
Rhodococcus 0,75 0,91 0,65 0,74 0,58
Arthrobacter 2,61 2,58 2,00 2,10 0,76
Brachybacterium 2,89 2,32 1,37 2,53 0,81
Brevibacterium 0,17 0,10 0,05 2,43 17,82
Cellulomonas 1,81 1,84 1,08 1,80 1,88
Frigoribacterium 1,39 1,56 1,16 1,08 0,35
Georgenia 1,89 1,87 1,17 1,69 0,89
Janibacter 2,46 2,12 1,09 2,96 1,28
Microbacterium 0,96 1,00 0,82 0,77 0,33
Oryzihumus 0,56 0,48 0,27 0,66 0,30
Promicromonospora 5,70 6,39 3,95 4,71 0,67
Nocardioides 4,08 4,75 3,29 3,45 1,88
Pseudonocardia 0,18 0,35 0,23 0,12 0,59
Streptomyces 1,40 1,70 1,37 0,87 0,66
Galbibacter 0,05 0,04 0,03 0,03 0,00
Salinimicrobium 1,45 0,55 0,79 1,31 0,15
Sphaerobacter 1,93 1,77 1,34 0,97 1,49
Bacillus 4,28 4,72 20,52 7,23 1,83
Planomicrobium 1,15 0,93 0,48 0,74 0,10
Thalassobacillus 1,23 1,15 0,69 0,59 0,20
Clostridium 1,21 1,24 1,25 0,89 1,05
Hyphomicrobium 1,52 1,96 2,40 1,23 3,72
Parvibaculum 0,05 0,06 0,03 0,05 0,04
Inquilinus 0,05 0,07 0,05 0,05 0,14
Defluviicoccus 0,65 0,84 1,14 0,50 0,97
Altererythrobacter 0,04 0,04 0,04 0,03 0,05
Erythrobacter 0,59 0,73 0,47 0,48 0,15
Sphingobium 0,55 3,03 0,53 1,42 0,27
Alcaligenes 0,56 0,66 0,65 0,39 0,09
Bordetella 0,36 0,43 0,34 0,22 0,42
Pusillimonas 0,27 0,24 0,24 0,16 0,05
Idiomarina 0,03 0,02 0,02 0,00 0,00
Marinobacter 0,99 1,07 0,83 0,62 0,16
C Competibacter 0,65 0,73 0,95 0,50 0,47
Alcanivorax 17,21 11,52 9,42 25,43 18,84
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Halomonas 0,36 0,36 0,29 0,37 2,66
Salinicola 1,79 1,51 1,11 1,98 8,26
Pseudomonas 0,86 0,68 0,66 0,77 0,47
Otros 30,43 32,90 33,36 22,37 24,84
Género Dia 180
m-C m-AM m-B srf+ m-AM+B srf+ m-AM/T
Dietzia 1,11 1,13 1,30 2,92 0,18
Gordonia 1,53 1,46 1,46 1,29 1,63
Mycobacterium 2,07 1,90 2,14 1,52 1,24
Rhodococcus 0,85 0,90 0,89 0,75 0,32
Arthrobacter 2,22 2,21 2,38 2,20 0,60
Brachybacterium 2,07 2,07 2,60 2,87 0,99
Brevibacterium 1,27 1,55 0,79 3,47 23,75
Cellulomonas 1,98 2,13 1,64 1,86 1,09
Frigoribacterium 1,31 1,22 1,31 1,11 0,15
Georgenia 2,22 2,39 2,14 1,87 0,65
Janibacter 4,41 5,25 3,84 3,05 2,36
Microbacterium 0,85 0,86 0,88 0,81 0,14
Oryzihumus 1,02 1,15 0,77 0,72 0,40
Promicromonospora 5,11 5,47 4,39 4,81 0,16
Nocardioides 4,02 4,20 3,94 2,99 0,66
Pseudonocardia 0,62 0,52 0,30 0,16 1,03
Streptomyces 0,96 0,89 1,11 0,82 0,46
Galbibacter 0,04 0,03 0,03 0,03 1,39
Salinimicrobium 0,66 0,68 0,76 1,28 0,04
Sphaerobacter 1,76 1,48 1,47 1,14 0,50
Bacillus 4,12 3,59 9,09 6,62 1,48
Planomicrobium 1,14 1,00 1,41 1,09 0,02
Thalassobacillus 0,90 0,85 1,31 0,76 0,16
Clostridium 1,27 1,07 1,41 0,94 0,55
Hyphomicrobium 1,78 1,31 1,84 1,18 2,76
Parvibaculum 0,04 0,05 0,04 0,03 0,01
Inquilinus 0,08 0,06 0,05 0,03 2,76
Defluviicoccus 0,78 0,51 0,92 0,50 0,29
Altererythrobacter 0,03 0,05 0,04 0,03 1,38
Erythrobacter 0,64 0,67 0,53 0,46 16,12
Sphingobium 0,66 1,98 0,41 0,90 0,10
Alcaligenes 0,47 0,43 0,47 0,36 0,88
Bordetella 0,31 0,29 0,26 0,25 1,72
Pusillimonas 0,20 0,17 0,19 0,16 4,50
Idiomarina 0,01 0,01 0,01 0,02 1,19
Marinobacter 0,72 0,68 0,71 0,60 0,02
C Competibacter 0,63 0,35 0,76 0,43 0,03
Alcanivorax 16,04 19,62 12,53 25,04 4,31
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Halomonas 0,35 0,37 0,33
Salinicola 1,91 1,59 1,56
Pseudomonas 0,68 0,50 0,79
Otros 31,15 27,39 31,22
Dia 208(NPK)
Género
m-C m-AM m-AM/T
Dietzia 0,62 0,56 0,14
Gordonia 1,28 1,49 2,27
Mycobacterium 1,64 1,46 1,34
Rhodococcus 0,58 0,53 0,30
Arthrobacter 1,15 1,07 0,21
Brachybacterium 1,53 1,34 0,89
Brevibacterium 16,60 19,23 25,30
Cellulomonas 1,21 1,41 0,61
Frigoribacterium 0,66 0,55 0,14
Georgenia 1,45 1,61 0,57
Janibacter 7,56 13,57 4,17
Microbacterium 0,47 0,39 0,16
Oryzihumus 1,70 3,08 0,74
Promicromonospora 1,17 1,53 0,14
Nocardioides 2,16 2,75 0,77
Pseudonocardia 0,23 0,41 0,68
Streptomyces 0,45 0,52 0,39
Galbibacter 0,02 0,01 9,77
Salinimicrobium 0,70 0,30 0,05
Sphaerobacter 1,30 1,37 0,88
Bacillus 1,46 1,88 1,52
Planomicrobium 0,53 0,62 0,01
Thalassobacillus 0,15 0,19 0,21
Clostridium 1,09 0,79 0,42
Hyphomicrobium 2,17 1,54 3,52
Parvibaculum 0,02 0,02 1,02
Inquilinus 0,05 0,04 2,38
Defluviicoccus 0,93 0,45 0,10
Altererythrobacter 0,02 0,03 0,20
Erythrobacter 0,43 0,44 1,67
Sphingobium 0,22 0,64 0,15
Alcaligenes 0,15 0,12 1,00
Bordetella 0,09 0,09 1,19
Pusillimonas 0,07 0,06 4,15
Idiomarina 0,01 0,01 8,69
Marinobacter 0,27 0,31 0,02
C Competibacter 0,49 0,25 0,01
Alcanivorax 22,95 16,20 4,58

0,44
1,87
0,65

21,94

5,68
3,28
0,12
14,91
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Halomonas
Salinicola
Pseudomonas
Otros

0,52 0,36 4,02
1,39 0,78 1,27
3,18 1,42 1,77
21,31 20,56 12,57
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