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“Bosque interior”

Yolanda J. Ruiz (2020)

La obra fue inspirada en la pelicula Nausica del Valle del Viento?, si no la han visto
se las recomiendo. La misma narra la historia de un mundo devastado por la actividad
antropica y en guerra por los ultimos recursos naturales. He aqui un bosque oscuro y
contaminado, que alberga grandes insectos, plantas y hongos que liberan esporas
toxicas para los humanos. Sin saber que en realidad estdn detoxificando suelos, agua y
aire para dar paso nuevamente a la vida. La codicia e ignorancia del ser humano, y su
desconexion con la naturaleza lo hacen olvidar que alli estd solucion para remediar los
dafios ocasionados. La pelicula presenta las primeras ideas de la biorremediacion y el
importantisimo rol de los hongos como descomponedores, con su diversidad de formas
y colores, transforman la materia orgdnica muerta y los desechos generados por la

humanidad, en nuevos soportes para la vida.

1 Nausicai del Valle del Viento (Kaze no Tani no Naushika). Hayao Miyazaki (1984).



Hay un mundo debajo del mundo
¢Cudl de los dos es real?
Lo que no se nombra también existe y

tiene su andar, en el silencio vive...?

2 Adrian Berra. (2017). Mundo. En Mundo debajo del mundo. CD.
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I Introduccidn

.1 Probleméatica ambiental

La explotacion de hidrocarburos en la Argentina comenzd con el hallazgo de
petrdleo el 13 de diciembre de 1907 en la ciudad de Comodoro Rivadavia durante una
perforacién en busca de agua. A partir de alli comenzé la explotacidon petrolera en
nuestro pais. Después de 15 afios de su descubrimiento, el Poder Ejecutivo durante la
Presidencia de Hipdlito Yrigoyen, crea la Direccidon General de Yacimientos Petroliferos
Fiscales (YPF), a cargo del General Enrique Mosconi. Asi surgieron localidades referentes
de la actividad petrolera como Comodoro Rivadavia en la provincia de Chubut, Las

Heras, Cafladdn Seco, Caleta Olivia en la de Santa Cruz y Plaza Huincul en Neuquén.

Actualmente las reservas de petrdleo y gas se encuentran distribuidas en las
cuencas sedimentarias: Austral marina, Golfo San Jorge, Nirihuau, Neuquina, Cuyana,
Noreste, General Levalle, Los Bolsones y Cafiaddn asfalto. La Cuenca del Golfo San Jorge,
la cual se extiende desde el sur de la provincia de Chubut y norte de la provincia de Santa
Cruz, alberga muchos de los yacimientos de explotacién petrolera ubicados en la
Patagonia. Es una de las mds importantes del pais en la producciéon de petréleo y gas,
debido a su potencial crecimiento tanto en lo referente a recuperacién secundaria, y a
la explotacion de hidrocarburos no convencionales?. Sin embargo, la gran demanda de
hidrocarburos a nivel mundial y el desafio del autoabastecimiento han posicionado a
nuestro pais en el segundo puesto de la lista de paises poseedores de los mayores
recursos técnicamente recuperables en lo que hace al gas almacenado en las rocas
generadoras, también conocidas como shale (segin la Agencia de Informacion de
Energia de los Estados Unidos). Desde el 2010 a la fecha, se ha registrado una creciente
actividad petrolera en la Formacién Vaca Muerta (Cuenca Neuquina) con alrededor de

500 pozos (Lépez Anaddn, 2015), con las consecuencias ambientales que esta gran

3Los hidrocarburos "convencionales", que se han explotado tradicionalmente desde hace mas de
un siglo, son exactamente los mismos que los llamados no convencionales. La principal diferencia es la
forma en que se encuentran almacenados, tanto el gas como el petréleo. Cuando hablamos de "no
convencionales", nos referimos especificamente a dos tipos de hidrocarburos: los de las formaciones de
roca generadora impermeables “shale”, como por ejemplo Vaca Muerta, y los de las formaciones de baja
permeabilidad "tight", Las Lajas inferior. Fuente: Instituto Argentino del Petréleo y el Gas.
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actividad genera impactando tanto en suelo como en agua. Todas las actividades
involucradas en la exploracién y explotacion del petréleo provocan impactos
potencialmente negativos en suelos, agua y aire. La extraccidn, transporte vy
procesamiento de crudo generan grandes volimenes de residuos como ripios, lodos
petrolizados, agua de perforacidn y petréleo crudo. Asi mismo, las roturas de lineas de
conduccidn, la pérdida en las empaquetaduras de los pozos, las roturas en oleoductos,
poliductos de interconexion, los derrames en baterias y las pérdidas en los tanques de
almacenamiento (en tierra o en barcos) son algunas de las causas de derrame que llevan
a la contaminacién con hidrocarburos tanto del suelo como del agua. En nuestro pais, el
15 de enero de 1999 se produjo el derrame de hidrocarburos mas impactante en aguas
del Rio de La Plata tras la colisién de dos buques frente a las costas bonaerenses de
Magdalena, generando un volumen estimado en 5000m?3 de hidrocarburos (Leturia &

Nugoli, 2013).

Entre los residuos de petrdleo generados a lo largo de la industria petroquimica
durante la extraccion, el transporte, el almacenamiento (upstream) y el refinado
(downstream), se encuentran los barros oleosos que se depositan en los fondos de
tanques de almacenamiento, los provenientes de unidades de floculacién-flotacion,
flotacion por aire disuelto, separadores gravitacionales APl (American Petroleum
Institute), lodos de limpieza y exceso de lodo activado de la planta de tratamiento
bioldgico de aguas residuales en el sitio. Siendo los barros de fondo de tanques los mas

estudiados en la literatura (Hu et al., 2013).

Los barros constituyen una emulsion compleja de hidrocarburos del petrdéleo
(HP), agua, metales pesados y particulas sélidas. Los HP son generalmente clasificados
en alifaticos, aromaticos, heterociclos del N-S-O; resinas y asfaltenos (Mrayyan &
Battikhi, 2005). Las fracciones de hidrocarburos alifaticos y aromadticos incluyen
derivados alcanos, cicloalcanos, bencenos, toluenos, xilenos, fenoles y varios policiclicos
aromaticos (PAH). La fraccién de heterociclos del N-S-O contiene compuestos polares
como 4cidos nafténicos, tiofenos y piridinas. Las resinas son la fraccién del crudo
constituida por agregados de anillos poliaromaticos, soluble en n-heptano, a diferencia
de la fraccion de asfaltenos. Su estructura es similar a la de los asfaltenos, pero de menor

PM, y con una mayor proporcién de cadenas alifaticas/anillos aromaticos que los
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asfaltenos, constituyendo una interfase entre el nucleo de asfalteno y el resto de la
matriz del crudo, la cual tiene usualmente una relacion alta de parafinas/aromaticos.
Ambas fracciones son los responsables de la estabilidad de la emulsién debido a que sus
constituyentes contienen grupos funcionales pudiendo actuar como emulsificantes

lipofilicos (Lehmann & Rondon, 2006).

Los PAH estdn ampliamente distribuidos en el medio ambiente, desde volcanes,
incendios forestales, quema de vegetacion natural y combustibles fésiles (Bamforth &
Singleton, 2005), hasta los generados en actividades antropogénicas, como derrames de
petréleo y combustién de derivados (Meckenstock et al., 2004; Johnsen et al., 2005).
Estos compuestos y los derivados de su transformacién son potencialmente peligrosos
para todos los organismos vivos en términos de su distribucién dentro de la biosfera, sus
caracteristicas relacionadas con el riesgo y la capacidad de acumularse en el sueloy en
los tejidos animales y vegetales (Sverdrup et al., 2002). La Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) analiza y menciona 16 PAH como
contaminantes importantes (Tabla I. 1). Siete de ellos: DBA-dibenzo [a, h] antraceno,
BaA-benzo [a] antraceno, BaP-benzo [a] pireno, BbF-benzo [b] fluoranteno, BkF-benzo
[k] -fluoranteno, Cri-criseno e IP-indeno [123-c, d] pireno se priorizan debido a sus
caracteristicas teratogénicas, mutagénicas y carcinogenéticas (Samanta et al., 2002;

USEPA, 2008; Zhang et al., 2016; Wang et al., 2018).

Cuando los PAH se depositan en la superficie terrestre interactuan con las
particulas del suelo, siendo la adsorcion uno de los principales mecanismos
involucrados, cuya intensidad depende del tipo de PAH y de las propiedades del suelo,
como el contenido de materia orgdnica, su composicion y su estructura (Tsibart, 2013).
Durante su biodegradacion estos compuestos aromaticos son progresivamente
secuestrados en la matriz contaminada resultando menos disponibles para los
microorganismos (Puglisi et al., 2007). La reduccién de la biodisponibilidad de los PAH
con el tiempo representa uno de los mayores desafios en la biorremediacion de suelos

contaminados.
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Tabla I. 1. Caracteristicas de los 16 PAH incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la USEPA

(USEPA, 2008)(USEPA, 2008).

Solubilidad
Formula
PAH Estructura PM en agua FC
molecular
(ne/1)
Naftaleno CioHs 128,2  ~3,5x10? -
Acenafteno C12H1o 154,2 3,4 x103 -
Acenaftileno CizHs 152,2 ~4 x1073 -
Fluoreno CizHio 166,2 ~2x103 -
Fenantreno Ci4H1o 178,2 ~1x103 -
Antraceno Ci4H1o 178,2 4-7 x10° -
Fluoranteno CisH1o 202,2 2,7 x10* -
0,9-1,4 x10
Pireno C15H1o 202,2 . -
0,9-1,3x10
Benzo[a]antraceno CigH1z 228,3 . 2
Criseno CigH1z 2283 2-1,6x10° 1
Benzo[b]fluoranteno  CyoH1, 252,3 ~1,5x10° 3

28



Capitulo | Introduccion

Benzo[k]fluoranteno  CyHi, 252,3 ~1x10° -

1,4-3,8 x10°
Benzo[a]pireno CaoH12 252,3 . 4
Dibenzo[a,h]
CaoHia 278,3 ~1x10° 4
Antraceno
Benzo[g,h,i] 1,8-2,6 x10
CaoHin 276,3 -
Perileno !
Indeno[1,2,3,c,d]
C2H12 276,3 ~2 x107 2
Pireno

Datos tomados de Fingas (2018). PM: Peso molecular. FC: Factor carcinogénico humano.

.2 Marco legal

Desde el afo 1972, en que se desarrolld la primera reunion de la Conferencia de
las Naciones Unidas sobre el Medio Humano (Estocolmo, Suecia), y luego se creara el
Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), se han venido
celebrando y aprobando una serie de conferencias y tratados internacionales que
conforman lo que podemos denominar el derecho ambiental internacional. La Republica
Argentina ha colaborado en la elaboracién y es parte en un gran nimero de estos
tratados internacionales los cuales, al haber sido ratificados por leyes nacionales,
resultan de aplicacién a nivel interno (conf. art. 41 y art. 75, inc. 22 de la Constituciéon
Nacional). Gran parte de estos tratados han servido de antecedente juridico para la
elaboracidon de normas ambientales nacionales. En este sentido, podemos mencionar a

modo de ejemplo la Declaracién de Naciones Unidas de Rio 92 sobre Medio Ambiente
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y Desarrollo y su influencia sobre el texto de la Ley General del Ambiente, Ley Nacional
N° 25.675; y el Convenio Internacional de Basilea sobre Movimiento Transfronterizo de
Desechos Peligrosos (ratificado por Ley Nacional N° 23.922) y su recepcion en la Ley

Nacional de Residuos Peligrosos N° 24.051.

Tras la Declaracion de NU de Rio del 92, se produce una reforma de la
Constitucion Nacional en el afio 1994 y se incorpora a su texto, entre otras
modificaciones, el articulo 41, mediante el cual se recepta el derecho de todo habitante
a gozar de un ambiente sano y se establecen una serie de obligaciones y mandatos tanto
a nivel general, como especificamente en relacién con las autoridades. Ademas, se
adoptd un sistema de distribucion de competencias entre el Estado Nacional y los
Estados Provinciales. La Nacién, a partir de alli, tendria la facultad de dictar las
denominadas “normas de presupuestos minimos de proteccion ambiental” y las

provincias, la facultad de complementar dichas normas.

El concepto de normas de presupuestos minimos tiene como antecedente las
leyes de base del derecho espafiol y conforman, de acuerdo con la interpretacién de
parte de la doctrina con la que coincide un piso de regulacién (un minimo de proteccién
ambiental) de caracter uniforme para todo el pais, que debe ser aplicado por las
Provincias, que han delegado en el Congreso Nacional la potestad de dictar estas
normas, y se han reservado la potestad de complementarlas pudiendo ser mas exigentes
en post de la proteccidon ambiental, pero no menos que el minimo establecido a nivel

federal.

De esta manera, fueron sancionadas por el Congreso Nacional una serie de leyes
de presupuestos minimos (9 en total) desde el afio 2002 hasta la fecha. Estas son: la Ley
N° 25.612 Presupuestos Minimos para la Gestion Integral de los Residuos Industriales y
de Actividades de Servicio; la Ley N° 25.670 Presupuestos Minimos para la Gestion y
Eliminacién de PCBs; la Ley N° 25.675, Ley General del Ambiente; la Ley N° 25.688
Régimen de Gestion Ambiental de Aguas; la Ley N° 25.831 Informacion Publica
Ambiental; la Ley N° 25.916 Gestién de Residuos Domiciliarios; la Ley N° 26.331
Presupuestos Minimos de Proteccion Ambiental de los Bosques Nativos; la Ley N° 26.562

Presupuestos Minimos de Proteccion Ambiental para el Control de las Actividades de
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Quema y la Ley N° 26.639 Régimen de Presupuestos Minimos para la Preservacion de

los Glaciares y del Ambiente Periglacial.

El conjunto de estas leyes de presupuestos minimos y los decretos y resoluciones
nacionales que las han reglamentado parcialmente en el marco de las competencias del
Gobierno Federal, constituyen lo que podemos denominar normativa ambiental de

caracter nacional.

A partir de la publicacidn en el Boletin Oficial, la Ley Nacional N° 24.051 de
tratamiento de residuos peligrosos cambié radicalmente el modo de operar de las
empresas; por ejemplo, éstas han aplicado la metodologia de perforacion de pozos con
"locacion seca", sin pileta. Consiste en utilizar equipos especiales de tratamiento de
lodos que hacen un uso mas eficiente de los mismos al separar mejor la fase liquida de
la sélida, con lo cual el volumen final de esta ultima se reduce sustancialmente y facilita

el tratamiento y disposicion final de ambas fases.

Con el posterior decreto reglamentario N° 831/93 (Ley Nacional N° 24.051)
quedan establecidos los niveles guia de calidad de suelos para los hidrocarburos
alifaticos y PAH (mg/ kg suelo seco), segun el uso diferencial de los mismos (agricola,
residencial e industrial). Luego comenzaron a sucederse leyes, decretos reglamentarios,
disposiciones y resoluciones que obligaron a las empresas y a las provincias a ocuparse

del problema ambiental que ocasionaba la actividad hidrocarburifera.

Por su parte, los gobiernos provinciales adhieren a las leyes de presupuestos
minimos ambientales nacionales, estableciendo sus limites aceptables de PAH totales
en suelo y en residuo petrolero. Para el caso de las Provincias de Buenos Aires (Ley
Provincial N°11720. Decreto N° 806/97), de Santa Cruz (Ley Provincial N° 2567 Decreto
N° 712/02. ANEXO X), de Chubut (Ley Provincial N° 5439. Decreto N° 993/2007), y de
Neuquén (Ley Provincial N° 2863. Decreto N° 776/2017. Resolucion N° 052/11) este
valor es contemplado por las normas y procedimientos seguidos en la actividad de

exploracion y explotacion.

En cambio, los componentes mas complejos del crudo de petréleo, como las
resinas y asfaltenos, no han sido considerados como fracciones individuales en las

normas nacionales y provinciales para el establecimiento de niveles de concentracién
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guia. Probablemente la alta recalcitrancia de estos compuestos, la metodologia
requerida para su monitoreo y escasa evidencia cientifica de su biodegradacién hayan

sido motivo de la falta de definicién de los valores guia.

Dada la peligrosidad de la naturaleza e incrementada generacidon de estos
residuos con alto contenido en hidrocarburos, su impropia disposicidn o insuficiente
tratamiento puede significar una seria amenaza para la salud humana y para el

ambiente.

I.3 Tecnologias de remediacion

El término “tecnologia de tratamiento” implica cualquier operacidn unitaria o
serie de operaciones que altera la composicion de una sustancia peligrosa o
contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biolégicas de manera que
reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del material contaminado (USEPA, 2007).
Las tecnologias de remediacién representan una alternativa a la disposicion de desechos
peligrosos en tierra que no han sido previamente tratados, siendo la capacidad o
posibilidad de éxito ampliamente variable y dependiente de las condiciones especificas

bajo las cuales se realiza (Volke Sepulveda & Velasco Trejo, 2002).

Las tecnologias de remediacién pueden clasificarse de diferentes maneras, con
base en los siguientes principios: (i) estrategia de remediacion; (ii) lugar en que se realiza

el proceso de remediacion, v (iii) tipo de tratamiento (Teefy, 1997; USEPA, 2007).

i- Estrategia de remediacién

Son tres estrategias basicas que pueden usarse separadas o en conjunto:

- Destruccidon o modificacion de los contaminantes. Este tipo de tecnologias busca

alterar la estructura quimica del contaminante.

- Extraccion o separacion. Los contaminantes se extraen y/o separan del medio
contaminado, aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas (volatilizacion,

solubilidad, carga eléctrica).
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- Aislamiento o inmovilizacion del contaminante. Los contaminantes son

estabilizados, solidificados o contenidos con el uso de métodos fisicos o quimicos.

ii- Lugar de realizacién del proceso de remediacion.

En general, se distinguen dos tipos de tecnologia:

- In situ. Son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado, o bien,
los contaminantes son removidos del mismo, sin necesidad de excavar el sitio. Es decir,

se realizan en el mismo sitio en donde se encuentra la contaminacion.

- Ex situ. La realizacidn de este tipo de tecnologias requiere de excavacion,
dragado o cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado y trasladarlo al
lugar donde serd tratado. Cuando el tratamiento de remediacidén se realiza en el mismo
predio/sitio se denomina on site (Ej.: biocelda construida en el predio del generador del

residuo), y si se realiza fuera de él se denomina off site (Ej.: tratamiento en bioreactor).

iii- Tipos de tratamiento:

- Tratamientos fisicoquimicos. Este tipo de tratamiento utiliza las propiedades
fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado para destruir,
separar o contener la contaminacién. Por ejemplo, extraccion con solventes, ventilacién

de suelo, ultrasonido, etc.

- Tratamientos quimicos. Incluyen por ejemplo, la aplicacion de corrientes
eléctricas y el uso de oxidantes quimicos fuertes (Lim et al., 2016). La electrocinética, es
una herramienta basada en la aplicacién de una corriente eléctrica al suelo, empleando
un anodo y un catodo, que promueve la migracidn del contaminante hacia el catodo
(Ranjan et al., 2006). Mientras que el uso de oxidantes quimicos se basa en su
caracteristica electrofilica, es decir su afinidad por dobles enlaces como los presentes en

los PAH.

- Tratamientos térmicos. Utilizan calor para incrementar la volatilizacién
(separacidén), combustidon, descomposicidon o inmovilizacidon los contaminantes en un

suelo u otra matriz sélida.
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- Tratamientos bioldgicos (biorremediacion). Aprovechan e incentivan los
procesos de biodegradacidn natural del suelo. Utilizan las actividades metabdlicas de
organismos especificos (plantas, hongos, bacterias) para degradar, transformar o

remover los contaminantes a productos metabdlicos inocuos.

1.3.1 Descripcion de las tecnologias aplicadas en esta Tesis

1.3.1.1 Tecnologia de remediacion basada en la oxidacién quimica

Las técnicas de oxidacidn quimica utilizan oxidantes fuertes para producir la
degradacidn de contaminantes recalcitrantes presentes en aguas o suelos lo que genera
especies quimicas menos téxicas o hasta incluso su mineralizacién. Entre los oxidantes
guimicos mas utilizados se encuentran el peréxido de hidrégeno (Gan, et al., 2013;
Pardo et al., 2015), el anién persulfato (Tsitonaki et al., 2010; Vicente et al., 2011;
Monrroy et al., 2006; Liao et al., 2014; Chen et al., 2015), el permanganato de potasio
(de Souza et al., 2009) y el ozono (Rivas et al., 2009; Rodriguez et al., 2014).

El anién persulfato es un oxidante fuerte con un potencial de reduccion (E°) de
+2,1 V. Puede presentarse en forma de sales en combinacién con cationes como sodio,
amonio y potasio, cuyas solubilidades (a 20 °C) son de 55,6 g/100ml, 58,2 g/100ml y
5,29 g/100ml, respectivamente. Si bien el anién persulfato presenta un potencial de

oxidacion alto, la velocidad de reaccion con contaminantes es lenta.

La velocidad de reaccidén se puede incrementar tras la utilizacién de activantes
generando el radical sulfato, SO4* (E°= +2,6 V). Ejemplo de activantes son el incremento
de la temperatura de reaccién (Mora et al., 2009), la exposicién a la luz UV (Lin & Lee,
2015), el pH alcalino (Furman et al., 2011), la suplementacién de metales de transicion
como hierro (Il) (Kolthoff & Miller, 1951; Peluffo et al., 2016). En respuesta al elevado
potencial de reduccién del radical sulfato, éste rdpidamente reacciona con compuestos

organicos e inorganicos conduciendo a una efectiva remediaciéon (Usman et al., 2012).

En general las técnicas de oxidacidn quimica requieren un relativamente corto

tiempo de tratamiento para degradar el contaminante, y sus productos de reaccidn son
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usualmente mds biodegradables que la matriz original (Jing et al., 2011). Sin embargo,
cuando se tratan grandes volimenes de la matriz contaminada (suelo/barro), la
oxidacion puede requerir una gran cantidad del agente oxidante, cuando no, un
equipamiento especial y considerable gasto energético lo que podria incrementar el

costo del tratamiento (Cui et al., 2009; Fujii et al., 2011).

1.3.1.2 Tecnologias de biorremediacion

Durante el proceso de biodegradacién, la transformacion del contaminante
puede ser impulsada por las necesidades energéticas de los microorganismos, o puede

ser de naturaleza fortuita, en el caso de cometabolismo.

Las rutas de biodegradacion de los contaminantes organicos varian en funcion
de la estructura quimica del compuesto y de las especies microbianas degradadoras. El
proceso de biorremediacién incluye reacciones de éxido-reduccién, procesos de sorcidn
a la materia organica (secuestramiento del contaminante), de intercambio idnico, e
incluso reacciones de complejamiento y quelacién que resultan en la inmovilizacién de

metales (Chukwunonso et al., 2020; Medina et al., 2020).

La estructura y la composicién del contaminante es uno de los factores mas
importantes que condicionan la estrategia de biorremediacién a aplicar, por lo que su

caracterizacion es el primer paso en la evaluacidon de la tratabilidad (Morellietal., 2001).

Por otro lado, factores fisicos como la temperatura, el pH, la disponibilidad de
oxigeno, la salinidad y la humedad deben ser considerados, ya que afectan directamente
las caracteristicas quimicas de los compuestos contaminantes, como su solubilidad en
agua, asi como a la fisiologia y diversidad de la microbiota autoctona del suelo (Das &

Chandran, 2011).

En suelos contaminados con hidrocarburos, donde la presencia de carbono
organico suele ser alta, otros nutrientes disponibles pueden agotarse rapidamente
(Breedveld & Sparrevik, 2000). Las proporciones molares de C:N:P descritas en la

bibliografia respecto al contenido de carbono a degradar son muy variadas. La EPA
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recomienda utilizar proporciones C:N de 100:10 a 1000:10 para la biodegradacién de

suelos contaminados con hidrocarburos (US-EPA, 1995).

Estda ampliamente aceptado que la biodisponibilidad de un contaminante
(compuesto libremente disponible para cruzar membrana del organismo, Semple et al.,
2004)) estd determinada por su sorcion y desorcidon en suelos, y controlados por
interacciones bioldgicas, quimicas y fisicas que resultaran diferentes segun el tipo de
suelo y biota asociada. Esta propiedad puede ser una limitante del éxito de un proceso
de biorremediacion (Bamforth & Singleton, 2005). Tanto los hidrocarburos alifaticos de
cadena larga como los PAH especialmente los de elevado peso molecular (HMW-PAH),
tienen una baja solubilidad en agua lo cual se asocia con una baja biodisponibilidad,

resultando resistentes a la degradacién (Semple et al., 2003).

Ademads, los hidrocarburos tienen tendencia a adsorberse rdpidamente a
superficies minerales, como las arcillas del suelo, y a la materia organica, como los acidos
humicos. Cuanto mayor sea el tiempo de contacto del hidrocarburo en suelo, mayor sera
su adsorcién y menor su extractabilidad, ya sea quimica o bioldgica. Este proceso es
conocido como envejecimiento o “ageing”, en inglés, y es uno de los principales
problemas a los que se enfrenta la tecnologia de la biorremediacién en suelos
crénicamente contaminados, ya que estd intimamente relacionado con la persistencia

de los contaminantes en el medio ambiente.

Aungque no todos los compuestos orgdnicos son susceptibles a la biodegradacién,
los procesos de biorremediacién se han usado con éxito para tratar suelos, lodos y
sedimentos contaminados con hidrocarburos del petréleo (HTP), solventes (benceno y
tolueno), explosivos (TNT), clorofenoles (PCP), plaguicidas (2,4-D), conservadores de
madera (creosota) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) (Semple et al., 2001;

Teefy, 1997).

Las estrategias de biorremediacidn descriptas a continuacién buscan estimular y
crear un ambiente favorable para el crecimiento microbiano y la degradacion del

contaminante.
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Bioestimulacion

La bioestimulacion implica el aporte de nutrientes (N, P, aporte de oxigeno,
entre otros) para estimular la actividad de los microorganismos autoctonos, y mejorar
asi la biodegradacion de contaminantes orgdnicos o bien, la inmovilizacién de
contaminantes inorganicos (metales pesados) in situ (Carberry & Wik, 2001). Sin
embargo, para mantener el control de una tasa de degradacion eficiente la formulacion
de nutrientes y estrategia de aplicacién deben adaptarse al sitio y contaminante

(Megharaj et al., 2011).

Bioaumento

Esta tecnologia se utiliza cuando se requiere el tratamiento inmediato de un sitio
contaminado, o cuando la microbiota autdctona es insuficiente en nimero o capacidad
degradadora para llevar a cabo la bioremediacidn. Consiste en la adicidon de organismos
con capacidad para degradar los contaminantes en cuestion y para promover su

biodegradacién o biotransformacion.

Los microorganismos son seleccionados en funcién de su capacidad de
colonizacién de la matriz y degradacién del contaminante. El inoculante puede ser una
sola cepa bacteriana o en un consorcio bacteriano con diferentes capacidades
metabdlicas (Festa et al., 2016). La colonizacién incluye la capacidad de hacer
biodisponible al contaminante. Entre las estrategias promotoras de la biodisponibilidad
se describen la capacidad de adhesion al sustrato (Wick et al., 2002), mayor afinidad
especifica por el sustrato (Johnsen et al., 2005) y la produccién de biosurfactantes
(Semple et al., 2007; Silva et al., 2014). La concentracién de inéculo a utilizar es
dependiente del area de la zona contaminada, la distribucidn de los contaminantes en

la matriz, y de la concentracién de microorganismos autéctonos (Riser-Roberts 1998).

La estrategia de bioaumento ha sido aplicada en suelos contaminados con
hidrocarburos utilizando inoculantes bacterianos, como cepa pura (Waigi et al., 2015) o
consorcio (Roy et al., 2014; Kumari et al., 2018), asi como también inoculantes fungicos
(Lladd, et al., 2013; Rhodes, 2014; Winquist et al., 2014; Covino et al., 2016; Al-Dhabaan,
2021). Sin embargo, de la revisién de articulos cientificos y patentes realizada por
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Quintella y colaboradores (2019), se aprecia que la estrategia de bioaumento utilizando

bacterias es la principal tecnologia de biorremediacion desarrollada hasta el momento.

Articulos Patentes
Enzimas Protozoos "
Plantas Enzimas
Plantas 11% 2%
8% Hongos 1% 3%
\ 17%
Hongos
Algas
0% SR 21%

Algas
3%

7

Protozoos
0% ~

Bacterias Bacterias
64% 70%

Figura I. 1. Agentes de biorremediacion utilizados en suelos contaminados con crudo en articulos

cientificos (izquierda) y patentes (derecha). Tomado de Quintella, 2019.

Considerando que el suelo contaminado con hidrocarburos fue la matriz mas
referenciada y que los hongos como agentes de biorremediacidon ocuparon el segundo
lugar tanto en articulos como patentes, los autores resaltaron el gran potencial
tecnolégico de los hongos en biorremediacién. Otra observacién muy interesante
realizada por Quintella y colaboradores (2019), es la tendencia actual de utilizar la
combinacién de hongos y bacterias en el mismo proceso de biorremediacion de suelo,

haciendo mas robusto el tratamiento .

Micorremediacion

La micorremediacion es otro aspecto de la biorremediacién, donde se utilizan a
los hongos como agentes de bioaumento. Como fue descrito mas arriba, aunque esta
técnica ha sido explorada por afios, no ha sido exhaustivamente analizada como para
alcanzar resultados eficientes en la remediacién de sitios contaminados con

hidrocarburos (Dickson et al., 2019; Quintella et al., 2019).

La capacidad metabdlica de hongos pertenecientes a diferentes grupos

ecofisioldgicos para transformar una gran variedad de compuestos organicos, e incluso
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mineralizarlos, ofrece una alternativa prometedora en estrategias de descontaminacion
de suelos y otros matrices sélidas. EI metabolismo flngico presenta varias ventajas
sobre el metabolismo bacteriano en respuesta a la habilidad distintiva de los hongos
para sintetizar sistemas extracelulares con accion en la detoxificacion de diferentes
contaminantes y su capacidad para mineralizar compuestos aromaticos recalcitrantes
como lignina, acidos himicos y PAH (Gadd, 2001; Harms, Schlosser, & Wick, 2011;
Morelli et al., 2013).

Los hongos nativos de suelo, taxondmicamente correspondientes
principalmente a los phylum Ascomycota y Mucoromycota, contribuyen en término
medio al 75% de la biomasa microbiana en suelos (Harms et al., 2011). Sin embargo,
tienen una limitada habilidad en la degradacién de PAH y otros contaminantes
recalcitrantes, comparado con otros hongos asociados a sustratos lefiosos como madera
y hojarasca y que tienen un potencial prometedor como agentes para la

biorremediacion.

Investigaciones recientes han demostrado que, en ciertas ocasiones, las
bacterias pueden aprovechar el crecimiento fungico para diseminarse a través del suelo
y acceder a nuevos habitats donde crecer a expensas de fuentes de carbono como
posibles contaminantes (Wick et al., 2007; Banitz et al., 2011). Los microhabitats del
suelo que rodean y se ven afectados por hifas y micelio de hongos se denominan
micosfera (Warmink et al., 2009), la cual juega un papel importante en la dispersiéon
bacteriana y la colonizacién de las interfaces y habitats del subsuelo. La red miceliar
puede actuar como “autopistas fungicas” conectando poros llenos de agua a través de
espacios del suelo lleno de aire e inaccesibles para las bacterias, que de otra forma
estarian restringidas en su movilidad (Figura I. 2 A). La dispersion de bacterias a lo largo
del micelio dependera de las caracteristicas de los hongos y las bacterias, asi como
también de las propiedades de las hifas, siendo la hidrofobicidad de éstas un factor
clave. En condiciones de laboratorio, Kohlmeier y colaboradores (2005) plantean la
hipdtesis que hifas con superficies mas hidroéfilas forman peliculas liquidas mas gruesas

alrededor de éstas que sirven como vias continuas para el movimiento bacteriano.

Posteriores estudios, demostraron que la dispersién puede estar impulsada por
la quimiotaxis hacia los puntos de contaminacidn, por crecimiento y posiblemente por
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un movimiento mediado por biofilm junto con las hifas en crecimiento (Warmink et al.,

2009; Furuno et al., 2010; Nazir et al., 2010).

Los procesos de transporte de recursos esenciales (agua y nutriente) e incluso
contaminantes a través de las hifas (tuberias fungicas) son muy relevantes para la
accesibilidad y biotransformacién de éstos para aquellas bacterias inactivas por
inanicion (Figura I. 2 B) , asi como también son claves para lograr la estabilidad funcional
de los ecosistemas microbianos (Worrich et al., 2018). Si bien la transformacién de
contaminantes por parte de los hongos tiene lugar fuera del micelio a través de la
secrecion de enzimas extracelulares, pueden acumular pasivamente contaminantes
organicos hidrofobos en vesiculas lipidicas en su micelio (Verdin et al., 2005). El
transporte de vesiculas enriquecidas con PAH en las hifas del oomiceto Pythium
ultimum, que no degrada estos hidrocarburos, condujo a una dispersidn espacial de los

mismos en sistemas contaminados (Furuno et al., 2012).

A B
Quimiotaxis
Dliplnibn\ ~ g —*
~@— |
y | Transporte de

Transferencia
horizontal de genes

Transporte de
nutrientes
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\
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Figura I. 2. Procesos de transporte y biotransformacion en la micosfera. A. Dispersion bacteriana a través
de las “autopistas fungicas” involucrando procesos de ecoldgicos como la dispersion por quimiotaxis,
transferencia horizontal de genes y predacion por bacterias. B. Transporte y translocaciéon de agua,
nutrientes y contaminantes a través del micelio como “tuberias fungicas”. Esto favorece a la
biodisponibilidad de nutrientes y contaminantes para las bacterias, mejorando la actividad bacteriana y

la biotransformacion de contaminantes. Tomado de Worrich y colaboradores (2018).

Los alcances de las distintas estrategias de biorremediacidn antes descriptas

pueden presentar varias limitaciones, como la incapacidad de los microorganismos
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aléctonos degradadores para competir con la microbiota autdctona, actividad
microbiana insuficiente, reducida biodisponibilidad del contaminante, la presencia de
inhibidores o de compuestos téxicos en la mezcla contaminante, las que podrian ser
superadas por la combinacién con otras tecnologias de remediacién

(Medina et al., 2020).

1.3.1.3 Combinacion de técnicas de oxidacién quimica y procesos de biorremediacion

Investigaciones recientes han demostrado que la combinacién de técnicas de
oxidacion quimica seguido de biorremediacion no solamente es factible, sino que
provee una mayor eficiencia y eliminacién de los contaminantes (Mora et al., 2014;
Martinez-Pascual et al., 2015; Medina et al., 2018; Medina et al., 2020). La aplicacién de
un pre-tratamiento con oxidantes quimicos parece mejorar la eficiencia de la
degradacion a partir de: (i) disminuir la concentracién de los contaminantes a niveles
gue no sean toxicos para los microorganismos (Chapelle et al., 2005), (ii) mejorar la
biodisponibilidad de los contaminantes, como en el caso de promover el
desecuestramiento de los PAH de la matriz de suelo (Kulik et al., 2006), (iii) generar
intermediarios reactivos que estan disponibles a la biodegradaciéon (Nam et al., 2001),
(iv) incrementar la alteracion de la estructura de la matriz y asi propiciar el flujo de
oxigeno necesario para la degradacién biolégica de los contaminantes (Kulik et al.,
2006), o (v) degradar PAH de alto peso molecular, los cuales son dificilmente removidos

en los procedimientos de biorremediacion (Qiao et al., 2016).

La accion del oxidante quimico también afectard a la microbiota autdctona del
suelo (Sutton et al., 2014). Sin embargo, trabajos recientes indican que, si se controlan
el tipo y concentracién del oxidante, se puede influir en la recuperacion del suelo y la
resiliencia por parte de los microrganismos enddégenos para poder continuar con éxito
la biorremediacion (Medina et al., 2018). La aplicacion de una estrategia de
biorremediacién posterior a la oxidacion quimica de un suelo artificialmente
contaminado con PAH, resulté favorable al mejorar la degradacién del hidrocarburo,

disminuyendo la toxicidad generada por la aplicacién oxidante, permitiendo alcanzar la
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posterior revegetacion del suelo (Palmroth et al., 2006; Sirguey et al., 2008). Diferentes
estrategias como la bioestimulacion (Valderrama et al., 2009; Venny et al., 2012), el
bioaumento (Xie & Barcelona, 2003) y compostaje (Medina et al., 2020) han sido
acopladas luego del pre-tratamiento quimico de suelos crénicamente contaminados

logrando un éxito variable.

Comparativamente, ha sido menos explorada la combinacidn de estrategias para
el tratamiento de matrices mas complejas y recalcitrantes como los barros
petroquimicos. La posibilidad de un tratamiento quimico mas drastico y
reacondicionamiento posterior mediante estrategias de bioestimulacién y bioaumento

podria favorecer los procesos de transformacién de la matriz contaminada.

I.4  Hongos saprétrofos descomponedores de sustratos lignoceluldésicos como

agentes de bioaumento

En la naturaleza existen diferentes hongos saprétrofos que se alimentan de
materia organica muerta, principalmente de polisacaridos de la pared celular de plantas
(celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina) y hongos (quitina), y de reserva (almidén), asi
como también de proteinas. Entre los hongos saprétrofos se pueden destacar cinco
grupos segln su ecofisiologia: los hongos que colonizan madera y que pueden ser
causantes de pudriciones |) blancas, Il) castafias (pardas) o lll) blandas; IV) los hongos
descomponedores de hojarasca y V) los hongos copréfilos crecen sobre estiércol animal

(Boddy, 2008).

Los hongos que colonizan la madera atacan arboles en pie, tocones o restos
lefiosos involucrando diferentes estrategias segin mecanismo de accién, patrones
especificos de degradacion y el espectro de polimeros que ellos atacan, lo que permite
distinguir los diferentes tipos de pudriciones (Tabla I. 2). Los hongos de hojarasca y
coprofilos estan asociados a la superficie de los suelos (Blanchette, 1995; Dix & Webster,

1995; Hatakka & Hammel, 2010; Sutherland & Crawford, 1981).
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Los hongos que causan pudricion blanca (HPB) son los mas frecuentes dentro de
los hongos de pudricion de la madera. Son los Unicos que tienen la habilidad de degradar
y mineralizar la celulosa, hemicelulosa y lignina, siendo la degradacién extensiva de esta
ultima la caracteristica mas apreciable, lo cual le da un aspecto de blanqueamiento a la
madera. Atacan tanto maderas blandas como duras y este tipo de pudricién es
caracteristico de hongos pertenecientes al phylum Basidiomycota, aunque también
algunos representantes del phylym Ascomycota de las familias Diatrypaceae vy
Xylariaceae fueron reportados como agentes también causales de pudriciéon blanca
(Eriksson et al., 1990; Pointing et al., 2003). Estos hongos ligninoliticos, a través de la
sintesis de complejos enzimaticos oxidativos y la produccién de radical hidroxilo, son
capaces de degradar la lignina, un polimero aromatico presente en la pared vegetal, y
otros aromaticos como los PAH (Martinez et al., 2005; Saparrat et al., 2010). La actividad
inespecifica de estos sistemas ligninoliticos amplia el potencial de estos hongos y sus
enzimas (lacasas y peroxidasas) en la transformacién y detoxificacién de contaminantes
organicos de suelos y aguas (Morelli et al., 2013). Aunque éstos no utilizan la lignina
como fuente de carbono y energia, sino que la degradacion de este polimero es un
proceso cometabdlico, se interpreta que su habilidad ligninolitica estd relacionada con

el acceso a los polisacaridos de los materiales lefiosos (Hammel, 1995).

Se pueden distinguir dos patrones generales de pudriciones blancas que se
diferencian en el tipo de ataque y velocidad relativa de degradacién de los diferentes
polimeros de la madera: (i) delignificacidn simultanea y (ii) delignificacion selectiva. No
obstante, es variable el tipo de pudricién blanca que un hongo puede producir, siendo

dependiente del tipo de sustrato y de las condiciones ambientales.

Los hongos causantes de pudricion castafia o parda (HPP) también corresponden
al phylum Basidiomycota y atacan principalmente maderas blandas de coniferas y sélo
degradan la celulosa y la hemicelulosa. No son capaces de despolimerizar la lignina,
aunque algunas especies pueden modificarla por medio de reacciones de demetilacion
(Eriksson et al., 1990). Ellos representan solo el 7% de las especies de basidiomicetes
gue generan pudriciéon sobre madera (Gilbertson, 1980), entre los que se incluyen
representantes del Orden Gloeophyllales. Estos hongos originan un ataque inicial de la

madera despolimerizando oxidativamente a la celulosa, seguido de la completa
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degradacion de todos los polisacdridos (incluyendo hemicelulosa). Como resultado de
este proceso, la madera remanente consiste casi enteramente de lignina oxidada, la cual
tiene una coloracidn marrdn rojiza, y suele partirse en piezas con forma cubica. En este
sentido, la actividad de los hongos de pudricién parda se ha relacionado a su rol en la

formacion de humus (Lundell et al., 2010).

La pudricién blanda es caracteristica de hongos pertenecientes al phylum
Ascomycota, que generan una degradacion localizada de partes periféricas de la pared
celular vegetal pobres en lignina e involucrando microhifas especializadas (0,3-0,4 um)
gue colonizan sectores de la pared secundaria. Las Unicas enzimas sintetizadas por este
grupo de hongos son celulasas y hemicelulasas (Kubicek, 2012). Luego de ser colonizada
y degradada, la madera adquiere una apariencia blanda, la superficie del material
resultante tiene una textura esponjosa. Aunqgue existen trabajos donde afirman que este
tipo de pudricién sélo se produce en ambientes humedos, actualmente se sabe que

también puede ocurrir en ambientes secos.

La habilidad para descomponer la madera y los tipos de pudricién ocasionada
por los hongos depende no sélo de su capacidad para sintetizar diferentes enzimas y
especies reactivas sino también de la estructura de la madera y de las dimensiones de
la maquinaria implicada en su degradacién (Baldrian, 2008). La actividad de las enzimas
extracelulares de estos hongos esta limitada al lumen celular vegetal y a los espacios
generados durante el proceso de degradacidn. Se sugiere que compuestos de bajo peso
molecular son los que inician el ataque ya que limitaciones de exclusién molecular de
las enzimas fungicas por tamaio impiden su rol en la trama de la pared celular (Hammel
etal., 2002; Reading et al.,2003). Debido a esto, y a que muchas de estas enzimas estan
asociadas a la pared de las hifas, la mayoria de las reacciones de degradacién estdn
restringidas en torno a las hifas, tal como es revelado en la consecuente erosién de las
células de la madera atacada en cercania a las hifas, que resulta en un adelgazamiento

gradual de la pared vegetal.

La seleccion de los sustratos lignoceluldsicos es clave para estimular la
produccidon de enzimas ligninoliticas, el crecimiento de hongos y la degradacion de
contaminantes (Walter et al., 2004; Boran & Yesilada, 2011) . El rastrojo de trigo es uno
de los sustratos mas utilizados para la aplicacién de los hongos de pudricién blanca en
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estrategias de bioaumento para la remediacion de suelos contaminados con PAH

(Lladé et al., 2013).

Estos hongos tienen baja habilidad competitiva en suelo, comparado a los hongos
nativos del suelo (Saparrat & Hammer, 2006) y pueden limitar su crecimiento al
interactuar con las poblaciones microbianas autdctonas. Se ha descrito que los hongos
de pudricién blanca pueden inhibir a las poblaciones autdctonas aunque también

pueden resultar inhibidos por ellas (Boddy, 2008).

Tabla I. 2. Caracteristicas estructurales y quimicas de los diferentes tipos de pudricion de la madera

(Baldrian, 2008).

Pudricién B

Pudricién Castai: Pudricién Blanda

Marrén, seca, quebradiza, polvorienta,
fragil, ruptura en forma de cubos.
Pérdida drastica de la fuerza en

Consistencia suave en ambientes

Apariencia de blanqueado, coloracién mis dara que la madera sana, himeda, himedos. En ambientes secos, marrén

Propiedades de la madera Suave, &5 Pé
, esponjosa. Pérdida de fuerza en estadios avanzados Qquebradizo. General
atacada estadios iniciales. Ontogenia del y " '.d' ‘:H L“?;:fr:ﬂ u;u
decaimiento de la madera muy ontogenia unfforme ento
wniforme de la madera
Fractura por fragilidad Aspecto fibroso
Generalmente angiospermas
N . Gimnospermas, casi nunca (gimnospermas muy levemente
® Angiospermas INOSperma:
(Tipo de madera) gimnospermas ® yom g angiospermas degradadas), ecosistemas boscosos,
maderas anegadas
Celulosa y hemicelulosa, lignina poco
Ataque inicial selectivo de modificada, en algunos casos una . _—
Componentes " [
celular “l ”l ed Celulosa, lignina y hemicelulosa hemicelulosas y lignina, mas tarde extendida descomposicion de la Cdul:n;‘h::;ﬂ:):ou , lgnina
también celulosa madera de angiospermas (incluyendo 5
laminilla media)
Descomposicion comienza desde Pared celular atacada en la proximidad
laminilla media y pared secundaria. Descomposicion a una gran distancia de las hifas empezando por el lumen,
= P lar at; I < g o 3
Caracteristicas ‘r:;d:r::“: ::‘d:”st :);::m Laminilla media degradada por de las hifas (difusion), pared celular cavidades cilindricas longitudinales en
anatomicas erosidn cercancs a las hifas mecanismos de difusién (no en entera atacada ripidamente, con pared secundaria (tipo 1) o pared
contacto con las hifas). Cavidades grietasy i d desde el lumen
radiales en la pared celular (tipo 2)
Mayormente ascomicetes (ej.
Basidiomicetes (ej. Trometes & 3 Choetomium globosum, Ustuling
Basidi 2 ch mente (ej. B
versicolor, Irpex locteus, Basidiomicetes (ej. Ganoderma 6 m'c:i l:j::p:s‘l:mpor:iq deusto) y algunas bacterias. Los
" Phonerochoete chrysosporium, oustrale, Phiebio tremelioso, sk ¢ P i betuling basidiomicetes causan pudricién
\pentes Heterobasidion annosum) y algunos Ceriporiopsis subvermisporo, Pleurotus iphureus, Piptop issaieiad blanda facultativamente (e]. el hongo

ascomicetes xylariales (ej. Xylorio
hypoxylon)

3pp., Phellinus pini)

Postic plocenta, Serpulo locrymons,
Coniophoro puteana)

de pudricion blanca Inonotus hispidus
y el de pudricion castana Rigidoporus
crocotus).

El sistema ligninolitico fungico

La degradacioén de la lignina se ha descrito también en otros microorganismos

que no son los hongos de pudricion blanca, tales como procariotas y hongos
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ascomicetos, aunque su capacidad parece limitada (Zimmermann, 1990; Tian et al.,

2014).

La lignina es el segundo polimero mas abundante después de la celulosa presente
en la pared celular de la mayoria de las plantas vasculares (Boudet, 1998), formando una
matriz compleja que se incrusta sobre las fibras de celulosa y hemicelulosa, confiriendo
rigidez a la pared y por lo tanto protegiendo las células del ambiente externo, incluido
el ataque microbiano y aportando hidrofobicidad. Su polimerizacién es al azar y su
estructura es heterogénea e irregular, produciendo una macromolécula altamente

compleja, amorfa e insoluble en agua (Figura I. 3) (Leonowicz et al., 1999).

Figura I. 3. Estructura de la lignina (Anderson et al., 2019)

Los hongos causantes de pudricidn blanca sintetizan principalmente dos tipos de
enzimas ligninoliticas, las lacasas y las peroxidasas, de las cuales la lignina peroxidasa
(LiP) y la manganeso peroxidasa (MnP) son las mds importantes. La principal diferencia
entre las lacasas y las peroxidasas recae en la naturaleza del aceptor electrénico, ya que
las lacasas utilizan O, mientras que las peroxidasas necesitan H;0,. Otras enzimas
producidas por los mismos hongos, como la aril-alcoholoxidasa y glioxal oxidasa, son las
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encargadas de generar el H,O2 requerido para las peroxidasas y las reacciones en cadena

gue llevan al ataque oxidativo.

La produccién de enzimas ligninoliticas se ha asociado mayoritariamente con el
metabolismo secundario y se ha descrito que puede estar afectada tanto por el Mn?*
como el Cu?* que actlan como factores transcripcionales, asi como activadores
enzimaticos y mediadores de reaccion (Dittmer et al., 1997; Scheel et al., 2000; Galhaup
et al., 2002) . Aunque hay variaciones segun las condiciones de cultivo, cada especie de
hongo estd caracterizado por un espectro de enzimas que ha sido aprovechado para
establecer diferentes grupos de hongos segun las enzimas ligninoliticas que producen

(Hatakka, 2001).

La lacasa (bencenodiol: oxigeno oxidorreductasa) es la enzima ligninolitica mas
descrita y conocida y que se encuentra mas ampliamente distribuida entre los hongos.
En general, se expresa en forma de diferentes isoenzimas, que pueden ser constitutivas
y/o inducibles, con una masa molecular tipica de entre 60 y 80 kDa. La lacasa contiene
cuatro atomos de cobre por molécula y éstos se encuentran directamente implicados

en el ciclo catalitico de la enzima (Leonowicz et al., 1999).

Lacasa c . ’ .Peréxidc_)
reducida ¢ u 0, HO_O_Cu intermedio
+ + { 2+ 2+
Cu-,-Cu S Cu’,-Cu
H H i
* H +
Cu Cu
H,0
4A H,0
4 AH
2+ 2+
Cu Cu
H-0 H-0
2+ 2+ \ 2+ 2+
Cu.,-Cu’ «——— Cu.,.Cu
! [
Erzig S g & guz' Intermedio
reposo . nativo

Figura I. 4. Ciclo catalitico de la lacasa (Wesenberg et al., 2003).
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Las lacasas son, caracteristicamente, enzimas con baja especificidad de sustrato
y mediante su ciclo catalitico pueden oxidar diferentes compuestos como sustrato
reductor, por ejemplo, fenoles, polifenoles, aminas aromaticas, asi como compuestos
organicos no fendlicos, generando radicales altamente reactivos que pueden conducir a

nuevas oxidaciones, ya sean espontaneas o por via enzimatica (Thurston, 1994).

Las lacasas, ademads de la degradacién de la lignina, pueden estar involucradas
en otros procesos fungicos que no estan necesariamente relacionados con la lignindlisis
como la morfogénesis, sintesis de pigmentos, reacciones de detoxificacidn, eventos de
patogenicidad y humificacion (Leonowicz et al., 2001), incluso existiendo también
formas intracelulares. Ademas, su expresion se puede inducir con la adicién de Cu?*, que
regula su expresion a nivel transcripcional (Saparrat et al., 2002), o incluso con otros

compuestos como el alcohol veratrilico y guaiacol (Quaratino et al., 2007).

La lignina peroxidasa (diarilpropano: peréxido de hidrogeno oxidorreductasa)
fue la primera peroxidasa descubierta implicada en la degradacidn de la lignina (Tien &
Kirk, 1988) y su masa molecular es de entre 40-45 kDa. LiP se caracteriza por un alto
potencial redox que permite la oxidacién compuestos aromaticos no fendlicos
dificilmente biodegradables, como alcohol veratrilico y bencenos metoxilados

(Camarero et al., 1999).

La manganeso peroxidasa (Mn(ll):peréxido de hidrogeno oxidorreductasa, EC
1.11.1.13) es una peroxidasa extracelular, normalmente producida en varias isoformas
diferentes con un peso molecular de entre 45-55 kDa. Estas isoformas se diferencian en
el punto isoeléctrico, normalmente en rango acido (pH 3-4) (Ha et al., 2001). La
expresion de la MnP en hongos esta regulada a nivel transcripcional por peréxido de
hidrégeno, asi como otros compuestos quimicos y por las concentraciones de Mn?*

(Li et al., 1995; Scheel et al., 2000).

La peroxidasa versatil (VP, EC 1.11.1. 16) es un tercer tipo de peroxidasa
ligninolitica que combina las propiedades cataliticas de las LiP y MnP para oxidar
compuestos fendlicos (Martinez et al., 1996; Ruiz-Duefias et al., 2009). A diferencia de

estas dos enzimas, también es capaz de oxidar hidroquinonas y colorantes de potencial
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redox alto y bajo, debido a una arquitectura molecular hibrida que involucra multiples

sitios de union para sustratos.

Ademas, existen otras peroxidasa denominadas peroxidasas decolorizantes de
tintes (DyPs, EC 1.11.1.19; (Kim & Kim, 1995; Liers et al., 2011)). Dicha denominacién se
debe a su capacidad de oxidar colorantes sintéticos de alto potencial redox del tipo
antraquindnico (Kubicek, 2012), ademas de todos los sustratos tipicos de peroxidasas.
Si bien su funcidn fisioldgica no ha sido completamente elucidada, se cree que serian
importantes en la bioconversion y detoxificacién de compuestos orgdnicos con los que
se encuentran los hongos en su héabitat natural (Liers et al., 2011). Numerosas especies
causantes de la pudricion blanca han sido ampliamente estudiadas en la degradacion de
xenobidticos, como por ejemplo Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta (Camarero et al., 1999; Baldrian, 2003; Valentin
etal., 2007; Anastasi et al., 2010; S. Lladé et al., 2012; Winquist et al., 2014; Ariste et al.,
2020).

Corioslopsis rigida LPSC 232 y Grammothele subargentea LPSC 436 han revelado
potencial en la degradacién de compuestos aromaticos (Saparrat et al., 2008; Diaz et al.,

2010; Saparrat et al., 2010).

Coriolopsis rigida es un hongo modelo en el estudio de la habilidad de los hongos
causantes de pudricidon blanca en procesos de aplicacion como la biorremediacion
(Saparrat et al., 2014). La cepa LPSC 232, aislada de la selva subtropical de Misiones,
Argentina, pertenece a la coleccion del Instituto Spegazzini de La Plata y se encuentra
intimamente relacionada con el género Trametes, otro hongo modelo en
biorremediacién de suelos contaminados. En el afio 2013, Zmitr & Malysheva, lo
renombran con el nombre de Funalia floccosa, aungque en la presente tesis se decidié

continuar con el sinénimo Coriolopsis rigida.

A diferencia de la mayoria de los hongos de pudricién blanca, que utilizan
diferentes enzimas extracelulares para la degradacién de lignina, C. rigida presenta dos
lacasas extracelulares como Unica y principal maquinaria ligninolitica
(Saparrat et al., 2011) para degradar lignina a partir de sustratos lignocelulésicos, como

el rastrojo de trigo o avena, e incluso una gran variedad de desechos agroindustriales
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(Gémez et al., 2005; Troncozo et al., 2019) como hidrocarburos alifaticos y aromaticos
provenientes del petréleo o suelos contaminados (Colombo et al., 1996), convirtiéndola

en una especie prometedora para la biorremediacion.

La sintesis y actividad de este complejo enzimatico depende de una serie de
factores que incluyen la composicidon del medio de cultivo, como la fuente de nitrégeno
y / o carbono y si el organismo se cultiva en sistemas de estado sélido o en fase liquida
(fermentacién sumergida), que también estan relacionados con el oxigeno
disponibilidad, pH y temperatura (Strong, 2011). El sistema enzimatico estd compuesto
por dos isoenzimas Lac | y Lac Il, ambas monoméricas que comparten el mismo punto
isoeléctrico (Pl) que varia entre 3.3 y 3.9 de acuerdo con las condiciones de cultivo,
codificadas por el gen de lacasa Icc1 (nimero de acceso del Gen-Bank GQ377839). Una
de las caracteristicas mds importantes de estas lacasas es la amplia gama de sustratos
reductores que pueden degradar, convirtiéndose en herramientas bioldgicas para tratar
desechos industriales, pudiendo reemplazar procesos convencionales para remediar

areas contaminadas y reducir costos, a través de procesos biotecnolégicos sostenibles.

I.5 Metabolismo microbiano de hidrocarburos

La transformacidon microbiana de los compuestos orgdnicos va ligada a dos
procesos principales, el crecimiento y el cometabolismo. La utilizacién de un sustrato
para el crecimiento por parte de catabolismo microbiano siempre implica el mismo
principio basico: una degradacién gradual de la molécula para formar al final uno o mas
fragmentos capaces de pasar a metabolismo central. Durante el proceso conocido como
mineralizacidn, una parte de los elementos que constituyen la materia organica son
convertidos en productos inorganicos como CO; o H,0. En algunos casos, sélo una parte
del sustrato es degradado, mientras que el resto del compuesto persiste en forma
parcialmente oxidada. Por su parte, el cometabolismo se basa en la transformacién o
metabolizacién de un compuesto organico por un microrganismo que no es capaz de
utilizarlo como fuente de carbono y energia. De hecho, la mayoria de las

transformaciones cometabdlicas y las de degradacidn parcial son producto de la baja
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especificidad de algunas enzimas presentes en las rutas metabdlicas de degradacion.
Recientemente, nuevas rutas de biodegradacién anaerdbica, por bacterias sulfato
reductoras, han sido propuestas para el fluoreno y el fenantreno (Tsai et al., 2009). En
cambio, las rutas aerdbicas para hidrocarburos alifaticos y PAH de hasta tres anillos
estdn bien caracterizadas. En presencia de oxigeno, las reacciones clave para la
biodegradacion de hidrocarburos estan catalizadas por oxigenasas tanto en hongos
como en bacterias, que actuan incorporando atomos de oxigeno, procedentes de
oxigeno molecular (03), al sustrato. Las monooxigenasas incorporan un solo atomo de
oxigeno vy el otro es reducido a agua, mientras que las dioxigenasas incorporan ambos
atomos de oxigeno. Como consecuencia, se entiende que los microrganismos
degradadores de hidrocarburos, en condiciones aerdbicas, requieren la presencia de
oxigeno tanto para realizar la oxidacién inicial del sustrato como al final de la cadena

respiratoria, donde su papel es de aceptor final de electrones.

Degradacidon de PAH

En general, los compuestos aromaticos se degradan con mas dificultad respecto
a los hidrocarburos alifaticos, debido a la mayor estabilidad de los enlaces entre
carbonos presentes en su estructura. Como en los alcanos, la degradabilidad de los
aromaticos disminuye al aumentar el nimero de carbonos o anillos aromaticos
(Prince et al., 2003). A pesar de su elevada estabilidad, la capacidad de degradar
compuestos aromaticos se ha descrito en una gran variedad de microrganismos, entre
ellos, bacterias y hongos capaces de degradar compuestos de entre 1 y 5 anillos
aromaticos (Cerniglia, 1992; Kanaly & Harayama, 2000). Estos hidrocarburos mono y

poliaromaticos, son estructuralmente similares a la lignina (Dagley, 1981).

Para desestabilizar el anillo aromdtico, los microrganismos han desarrollado una
estrategia comun que consiste en la activacion mediante la introduccién de uno o dos
grupos hidroxilo, mediante reacciones catalizadas por mono- o dioxigenasas,
respectivamente (Harayama& Rekik, 1989). Las diferentes estrategias existentes en la

naturaleza pueden observarse en la Figura l. 5
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Figura I. 5. Primeras reacciones de la degradacién y/o transformacién de los hidrocarburos aromdticos

por bacterias y hongos (Tomado de Cerniglia & Sutherland, 2010).

I.5.1 Biodegradacion bacteriana de PAH

Actualmente, numerosos géneros bacterianos han sido descritos como
degradadores de PAH. Una gran diversidad bacteriana es capaz de degradar los PAH de
bajo peso molecular y unos cuantos géneros (Ejemplos: Rhodococcus, Mycobacterium,
Alcaligenes, Pseudomonas, Arthrobacter y Nocardia, entre otros) han sido catalogados

como degradadores de PAH de elevado peso molecular.

El principal mecanismo, que presentan la mayoria de las bacterias, para degradar
PAH de forma aerdbica consiste en la oxidacién del anillo bencénico por parte de
dioxigenasas para formar cis-dihidrodiol, como se puede observar en la Figura l. 5. Estos
dihidrodioles son dehidrogenados, formando intermediarios dihidroxilados, que pueden
ser metabolizados via catecoles, después de entrar a metabolismo central, hasta CO; y
agua. Por su parte, algunas bacterias pueden catalizar la degradacién de PAH a trans-
dihidrodioles, mediante la accién del enzima citocromo Pasp monooxigenasa, como
Mycobacterium sp. (Kelley et al., 1990). Durante las dos Ultimas décadas, se han descrito

géneros bacterianos (Pseudomonas, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
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Sphingomonas, Rhodococcus, Mycobacterium y Flavobacterium) capaces incluso de
degradar benzo[a]pireno (Aitken et al., 1998) y se han propuesto rutas metabdlicas
donde las dioxigenasas tienen un papel principal (Schneider et al.,1996). Finalmente, se
ha descrito también que ciertas cepas bacterianas pueden degradar benzo[a]pireno de

forma cometabdlica, cuando crecen a partir de otra fuente de carbono (Ye et al., 1995).

I.5.2 Biodegradacidn fungica de PAH

Aunque se ha avanzado mucho durante los Ultimos veinte afios, el conocimiento
actual sobre el metabolismo fungico de PAH es mucho menor que el referente al
metabolismo bacteriano. Sin embargo, los hongos son tan importantes como las

bacterias en la biorremediacién de PAH en ambientes acudticos y en suelos.

En general, los hongos son mas lentos y menos eficientes que las bacterias en la
degradacion de PAH. Por el contrario, la mayoria de las cepas bacterianas no son capaces
de degradar de forma eficiente PAH de 4 o mas anillos bencénicos, mientras que los
hongos pueden incluso mineralizar PAH de mds de 4 anillos aromaticos. El papel de los
hongos en ecologia es muy importante, ya que los metabolitos fungicos formados, mas
polares y reactivos que los productos parentales, pueden ser mineralizados o

detoxificados por la poblacién autéctona bacteriana del suelo.

Se ha demostrado que varias especies flingicas pueden metabolizar PAH, como
Cunninghamella elegans (Mucoromycota), Aspergillus niger y Penicillium sp.
(Ascomycota) (Casillas et al., 1996; Cerniglia & Sutherland, 2010), y los representantes
cuasantes de pudricién blanca del phylum Basidiomycota: Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus vy Irpex lacteus

(Sutherland et al., 1991; Bezalel et al., 1996; Sack et al., 1997; Cajthaml et al., 2002).

En general, los hongos filamentosos y las levaduras forman trans-dihidrodioles,
dihidrodiol epdxidos, quinonas y fenoles, a la vez que productos de conjugacién que se
forman a partir del fenol (Figura I. 5).Estos productos no son mutagénicos, mientras que
los productos oxidados son téxicos y bioactivos. Las rutas metabdlicas de degradacion
de PAH por hongos involucran diversos sistemas enzimdaticos, como el citocromo
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intracelular Psso y los extracelulares lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa,
de las cuales se ha hablado con mas detalle en la seccién anterior de esta introduccién.
La formaciéon de metabolitos hidroxilados es muy importante para la biorremediacion,

ya que incrementa la mineralizacién de dichos compuestos.
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.1

1.2

.3

Hipdtesis y objetivos

Hipdtesis

> Coriolopsis rigida genera cambios en la microbiota asociada a
matrices contaminadas con barro de fondo de pileta APl y promueve una activa
degradacion de hidrocarburos.

> El tratamiento con un oxidante quimico, previo a la inoculacion con

Coriolopsis rigida, incrementa la eficiencia del bioaumento.

Objetivo general

- Remediar matrices sélidas complejas contaminadas con residuos
petroquimicos utilizando procesos combinados de oxidacién quimica y

bioaumento con un hongo ligninolitico.

Obijetivos especificos

1. Evaluar la habilidad de hongos ligninoliticos, incluyendo a
Coriolopsis rigida LPSC 232 como modelo de estudio, para degradar y detoxificar
hidrocarburos del petréleo en diferentes sistemas de cultivo, incluyendo unos

conteniendo matrices sélidas complejas.
2. Analizar la contribucion de la inoculacién con hongos
ligninoliticos en matrices complejas como estrategia de bioaumento, luego de un

proceso quimico de oxidacion con persulfato de amonio.

3. Estudiar el impacto de la inoculacidn fungica sobre la microbiota

de un residuo petroquimico expuesto a remediacion.
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[l Materiales y métodos

1.1 Materiales utilizados

I11.1.1 Cepas fungicas

Los hongos utilizados en la presente tesis pertenecen al phylum Basidiomycota,
aislados de diferentes habitats de Argentina y Finlandia, pertenecientes a la Coleccién
de cultivos del Instituto Spegazzini de la ciudad de La Plata (LPSC) y a la Coleccién de
Cultivos de Biotecnologia Fungica (Fungal Biotechnology Culture Collection, FBCC) del
Departamento de Quimica Aplicada y Microbiologia de la Universidad de Helsinki en
Finlandia, respectivamente. Las cepas se mantuvieron a 4 °C en agar inclinados con

extracto de malta al 2% suplementado con extracto de levadura al 0,1%.

Tabla lll. 1. Cepas fungicas utilizadas en esta tesis.

Ne de Sustrato/habitat y sitio de

., Ubicacion taxondmica
cepa recoleccion

Especie de hongo

Hongos causantes de pudricion blanca (HPB)

Coriolopsis rigida LPSC 232 Madera en putrefaccion de Fungi, Dikarya, Basidiomycota,
selvas tropicales. Garupa, Agaricomycotina, Agaricomycetes,
Misiones, Argentina. Polyporales, Polyporaceae
Gelatoporia FBCC 313 Fungi, Dikarya, Basidiomycota,
subvermispora ND Agaricomycotina, Agaricomycetes,

Polyporales, Meruliaceae

Grammothele LPSC 436 Tronco vivo de Fungi, Dikarya, Basidiomycota,
subargentea Angiosperma. Garupa, Agaricomycotina, Agaricomycetes,
Misiones, Argentina. Polyporales, Polyporaceae
Peniophora LPSC 285 Madera en descomposicidn Fungi, Dikarya, Basidiomycota,
albobadia de las selvas subtropicales. Agaricomycotina, Agaricomycetes,
Santa Ana, Misiones, Russulales, Peniophoraceae
Argentina.

Hongos causantes de pudricion parda (HPP)

Fungi, Dikarya, Basidiomycota,
Agaricomycotina, Agaricomycetes,
Gloeophyllales,
Gloeophyllaceae

Gloeophyllum LPSC 735 Madera en servicio
sepiarium
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111.1.2 Medios de cultivo

Para cada medio de cultivo se indica la composicion en g/l de agua destilada. En

cada caso se ajusté el pH hasta el valor correspondiente con solucién de NaOH o HCI

10%. Se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Medio Mineral Liguido (MML) (Vecchioli et al., 1990)

5 g NaCl

1 g K2HPO,

1 g (NHa) H2PO4
1 g (NH4)2504
0,2 g MgS04

3 g KNO3

pH=7,2

Medio Mineral Sélido (MMS)

Se agregan 15 g.I"! de agar (Difco) al MML.

Caldo R2 (Reasoner & Geldreich, 1985)
0,5 g Extracto de levadura

0,5 g Proteasa peptona

0,5 g Acido casamino

0,5 g Glucosa

0,5 g Almidén

0,3 g Acido Piruvico
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0,3 g K2HPO4
0,05 g MgSOa4

pH=7,2

R2A

Se agregan 15 g.I'! de agar (Difco) al medio de cultivo caldo R2.

Agar Rosa de Bengala (RB) (Vecchioli et al., 1990).

5 g Peptona

10 g Glucosa

0,5 g MgS04

1 KH2(POa)3

0,035 g Rosa de Bengala
15 g agar

El pH se ajusté en 6,0. Una vez esterilizado, dejar templar y adicionar estreptomicina,

0,25 mg.I"%.

Caldo ME
20 g extracto de malta

1 g extracto de levadura

MyA2

Se agregan 20 g.I"! de agar (Difco) al medio de cultivo caldo ME.
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Medio para recuento de bacterias sulfato reductoras

0,5 g KH2PO4

1 g NH4Cl

1,26 g CaS04.2H,0

0,98 g MgS0s

5 ml Lactato de Sodio 50%

1 g Extracto de Levadura

0,5 g FeS04.7H,0

0,1 g Acido ascérbico

100 pl Acido tioglicélico 80%

pH=7-7,5

I1.1.3 Buffers y soluciones

Solucion fisioldgica

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

Solucion mezcla de hidrocarburos policiclicos aromaticos

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

refrigerada.
0,5 g Antraceno (99%, Carlo Erba)
0,5 g Dibenzotiofeno (98%, Aldrich Chemical Company)

1 g Fenantreno (99,5%, Carlo Erba)
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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)
pH=7,4.

Para preparar buffer TAE 1X, 25 ml de buffer 40X se llevan a 1 litro con agua

destilada.

Solucion de agarosa 1,5%

Se prepara una solucion 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)

En la Tabla Ill. 2 se describe la composicion de las soluciones empleadas para

Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante.

Tabla lll. 2. Composicion de las soluciones para DGGE.

Componentes Solucién 0% Solucién 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
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I1.1.4 Hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH)

En la presente tesis se trabajé con distintos PAH, siendo el fenantreno modelo
de hidrocarburo de bajo peso molecular (LMWH), el pireno modelo de hidrocarburo de

alto peso molecular (HMWH) y el dibenzotiofeno un PAH con un heterociclo sulfurado.

Tabla lll. 3. Caracteristicas de los hidrocarburos policiclicos aromadticos estudiados en esta tesis.

Caracteristicas  Naftaleno Fluoreno Fenantreno Antraceno Pireno D',b enzo-
tiofeno
o . 2+
N° de ?n.lllos 2 3 3 3 4 Heterociclo
aromaticos
Sulfurado
Peso
Molecular 128,2 166,2 178 178 202 184,26
(g/mol)
Solubilidad
en agua 31,9 1,8 1,0 0,07 0,16 0,0015
(mg/l)a25°C
Log 3,50 4,28 4,45 4,46 5,32 4,80
Kow
Punto 218 295 332 340 393 333
Ebulliciéon (°C)
P.u’ntoo 80 116 101 216 156 100
Fusién (°C)
Densidad 1,14 1,20 1,28 0,98 1,27 1,25
(g/cm?)
Factor

L 0,001 0,001 0,001 0,01 0,001 -
carcinogénico

*(Nisbet & LaGoy, 1992)

[11.1.5 Sustrato lignoceluldsico

Como sustrato lignoceluldsico para la preparacién de los inéculos fungicos se
utilizé rastrojo de trigo (SL) proveniente del residuo de cosecha de la Estacidon
Experimental Julio Hirschhorn, localizada en Los Hornos, dependiente de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata. El rastrojo de trigo
es comunmente utilizado en las estrategias de bioestimulacién y bioaumento (Baldrian,

2008; Covino et al., 2010). La composicion de nutrientes del mismo es de 18,11 kg.ha™
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de nitrégeno, 3,5 kg.ha* de fosforo, 3,52 kg.ha' de potasioy 1,51 kg.ha! de azufre fue
determinada por la FCA y F (Voisin, 2016).

[11.1.6 Suelo de zona industrial

Para los ensayos con microcosmos de suelo contaminado artificialmente se
recolecto suelo aledafio a la refineria La Plata sobre el Camino Vergara (34°53'13.051"S,
57° 55' 50.923"0). Por su ubicacién geografica, el suelo se clasifica en franco, a

continuacion la Tabla Ill. 4, detalla sus caracteristicas edafolédgicas y quimicas.

Tabla lll. 4. Caracterizacion edafolégica y quimica del suelo aledafo a la zona industrial.

Propiedades Suelo

Textura Franco

Carbono orgdnico [%] 2.40+0.303.78
Materia orgdnica [%] 4.15

Nitrégeno total [%] 0.24 £0.03
Fésforo disponible [mg/Kg] 3.67 £0.58
Sulfatos [mg/Kg] 9+1
Capacidad de retencion de agua [%] 35.22

El suelo recolectado se secé y tamizd con mallas de 4 y 2 mm con el objetivo de
homogeneizar la muestra. Una vez acondicionado fue almacenado en caja plastica

hermeética a 4 °C en oscuridad.
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Figura lll. 1. Zona industrial. Sitio donde se recolectd el suelo en la ciudad de Ensenada.

I11.1.7 Barro de fondo de pileta API

Para el armado de microcosmos con residuo petroquimico se utilizé un barro del
fondo de piletas o separadores de aceite API (American Petroleum Institute) generados
durante proceso downstream en una refineria de la zona industrial La Plata. En el

Capitulo IV se muestran los resultados del analisis fisico-quimico y bioldgico del mismo.

Figura lll. 2. Piletas o separadores API. Instalaciones donde se separan los aceites y sélidos en suspension

de las aguas residuales (efluentes) provenientes de la refinacion del crudo de petrdleo.
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[1l.2 Metodologias para cultivos flngicos

[11.2.1 Produccidén de biomasa fungica

Condiciones de cultivo

Cada hongo se cultivé por duplicado en medio de cultivo agarizado MyA2 a 25 °C

y oscuridad durante 7 dias para su posterior inoculacién en los distintos ensayos.

En medio liquido

A partir de placas de MyA2 con micelio activo de 7 dias, se inocularon 8 discos de
micelio de 5mm de didmetro en 100 ml de caldo- extracto de malta al 2% suplementado
con extracto de levadura al 0,1% en matraz Erlenmeyer de 500 ml. Se incubé a 25 °C en
oscuridad durante 15 dias. Transcurrido dicho tiempo, el micelio desarrollado fue
separado y triturado en matraz Erlenmeyer plastico de 400 ml con 10 bolitas de vidrio,
se llevd a un volumen de 350 ml con agua destilada estéril para obtener la suspension

miceliar para ser utilizada como indculo en los ensayos de bioaumento.

I11.2.2 Screening del potencial degradador de los hongos saprétrofos

1.2.2.1 Potencial degradador de PAH de los hongos ligninoliticos

Para determina el potencial degradativo de cada cepa flungica en presencia de
carboximetilcelulosa se utilizé el protocolo modificado de Bogardt & Hemmimgsen

(1992). Se plantearon 3 tratamientos:

- Control: MMS (MML+ 15 g/l agar) + carboximetilcelulosa (CMC) 1%
- CMC+ PAH
- PAH

Se utilizaron 20 ml de medio mineral sélido (MMS) como base de la placa de

Petri. Luego se prepararon tubos con 5 ml de agarosa 0,8%, suplementada con
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carboximetilcelulosa al 1 % para el tratamiento control y el tratamiento CMC+PAH. Se
adicionaron 200 pl de la solucidn etandlica de una mezcla de PAH (0,073 g fenantreno
(FEN), 0,037 g fluoreno (FLU)/antraceno (ANT)/dibenzotiofeno (DBT)) a los tubos de
agarosa y agarosa suplementada con CMC 1%, previamente fundidos y mantenidos a
40 °C, y se mezclé con vortex. Luego se volcé sobre la placa de Petri con base de MMS.
Cada tratamiento se realizé por triplicado. Las placas fueron inoculadas con un disco de
micelio activo de 5 mm de diametro ubicado en el centro de la placa para cada hongo
individualmente. Seincubd a 25 °Cy en oscuridad monitoreando dia a dia su crecimiento
y presencia de halo. A los 5 dias de incubacidn se midié el didametro de las colonias y la

presencia/ausencia de halo de degradacién.

MMS con agarosa al MB con PAHs MB con CMC al 1%y
0,8% (MB) (30mg%) PAHs (30mg%)
suplementado con 5 diasde incubacion
cMC

a25°C
halo
v

Figura lll. 3 Esquema de la metodologia empleada para evaluar el potencial de degradacion de PAH en

presencia de CMC como fuente de carbono adicional.

1.2.2.2 Capacidad celulolitica

Sobre las placas inoculadas del ensayo anterior, se midié la capacidad celulolitica
a través del revelado del halo celulolitico con una solucién de rojo Congo 0,5g/| hasta

cubrir toda la superficie de la placa durante 10 minutos. Luego se enjuagd 3 veces con
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solucién de NaCl (40g/1) y se dejé 10 minutos para estabilizarse (Magnelli & Forchiassin,
1999). Finalmente se enjuagd con acido acético al 5% para acentuar el contraste.
Finalmente se midid el diametro de la colonia y la presencia/ausencia de halo. En caso
de no observarse halo mas alla del micelio desarrollado, con ayuda de un escarpelo se

retiré el mismo y se corrobord la solubilizacién de la CMC.

1.2.2.3 Co-inoculacién de hongos con capacidad degradadora de PAH

En medio agarizado MyA2 suplementado con 1 mM de guayacol se inocularon
los siguientes pares de hongos que crecieron en presencia de una mezcla de PAH (para
corroborar la actividad oxidativa de los HPB). Los discos de micelio fueron inoculados

con 4 cm de distancia entre ellos.

Tabla lll. 5. Descripcion de los tratamientos de co-inoculacion.

Hongos Tratamiento
LPSC 735+LPSC 232 cMC
LPSC 735+LPSC 285 CMC+PAHs
LPSC 735+LPSC 436 PAHs

1.2.2.4 Potencial degradador de PAH de LPSC 232 y LPSC 436 como Unica fuente de

carbono

Se prepararon placas de Petri con MMS como base y sobre cada una se colocé 5
ml de agarosa al 0,8% fundida (402C) con 250 pl de una solucién etandlica del PAH (8,5
mg/ml) (PIR, FEN o DBT). Una vez solidificada la superficie del medio de cultivo con el
PAH como Unica fuente de carbono y energia, se inoculé en el centro un disco de micelio
activo de 5 mm de didmetro. Se realizaron los correspondientes controles sin PAH, por
triplicado. Las placas se incubaron a 25 °C y en oscuridad, monitoreando dia a dia su

crecimientoy presencia de halo transparente de solubilizacién del PAH correspondiente.
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[11.2.3 Tolerancia a hidrocarburos

11.2.3.1 Tolerancia a una mezcla de PAH

Se evalué la tolerancia de los 5 hongos a una mezcla de PAH, como fue descripto
en laseccién 111.2.2.1. A partir de los didmetros de las colonias en ausencia (Tratamiento
Control) y presencia de PAH, se calculd la tasa de tolerancia a PAH segun la siguiente

ecuacion (ECIII. 1) (Lee et al., 2014).

Diametro de crecimiento fungico en presencia de PAH

Tolerancia = ( ) *100 ECIII. 1

Didmetro de crecimiento del control

1.2.3.2 Tolerancia a PAH especificos

Se evalud la tolerancia de C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 a 6 PAH
(NAF, FEN, ANT, PIR, FLU, DBT) sobre placas con medio mineral sélido suplementado con
glucosa al 1% (MMS+G) y extracto de malta al 2% (MMS+EM) independientemente
(Figura lll. 4). Se colocaron ~100 mg de cristales del PAH (esterilizados por UV) en forma
de anillo a 2 cm del centro. Luego se inoculd en el centro de la placa un disco de micelio
activo de 5 mm de didmetro. Se realizaron los correspondientes controles sin PAH en
cada condicidn. Las placas se incubaron a 25 °C y en oscuridad. Luego de 7 dias de
incubacién se midieron los didmetros de las colonias (n=10). Todos los tratamientos

fueron realizados por triplicado.
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MMS+Glucosa 1% MMS+ Extracto de malta 2%

Figura lll. 4. Esquema del ensayo de tolerancia a cristales de PAH en medio mineral sdlido. El anillo

punteado representa los cristales de PAH a 2 cm de distancia del indculo central.

1.2.3.3 Tolerancia al barro FP antes y después del tratamiento de oxidacidon quimica

A partir de los extractos acuosos del barro FP y del barro luego del tratamiento
oxidativo, FP+PSA, se prepararon medios agarizados al 0.8% conteniendo los extractos
al 25,50y 100%. El control se realizd con agua destilada. Estos medios se aplicaron sobre
placa de MyA2 suplementada con 1 ml de soluciéon antibiética de cloranfenicol 0,25 g/l
y estreptomicina 0,5 g/l. Se inoculd un disco de micelio activo, e incubd a 25 °C en
oscuridad por 5 dias donde se registré el diametro de la colonia (mm). Todos los

tratamientos se realizaron por triplicados.

1.2.3.4 Tolerancia al barro FP+PSA pos neutralizacion del pH

Ensayos de neutralizacion

Con el fin de ajustar el pH acido tras la oxidacién con PSA, se ensayaron 2 agentes
neutralizantes: NaHCO3 (pH=8,17) y una mezcla de conchilla molida (pH=8,77) con arena

(pH=7,56).

1- Sobre ~ 5 g FP+PSA (pH ~ 2) se adicionaron distintos volumenes de NaHCOs
(0,5M) (1; 2; 2.5 y 5 ml) y agitd durante 24 horas en shaker (140 rpm). Finalmente se
registro el pH.

2- Se ensayaron 4 proporciones conchilla: arena (Tabla lll. 6) sobre ~ 5 g
FP+PSA. Luego de 24 horas se determind el pH de las mezclas.
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Sobre los extractos acuosos del barro FP+PSA con NaHCOs (0,5M) y las distintas
proporciones conchilla:arena se realizé el ensayo de tolerancia como se detallé en la

seccion anterior.

Tabla lll. 6. Proporciones para la prueba de alcalinizacion con conchilla y arena

Proporcion Conchilla (g) Arena (g)
1 1 14
2 5 10
3 7,5 7,5
4 15 0

[1.2.4 Efecto de PAH seleccionados sobre el perfil de FAME en hongos seleccionados y la

relacién isotdpica *3C/*2C de &cidos grasos especificos utilizando glucosa 13C

Condiciones de cultivo

Sobre placas con MMS suplementado con D-glucosa natural '2C (1g/l) o D-
glucosa marcada 3C (U-13C6, 99% Cambridge Isotope Laboratory Inc.) al 20%, se agregd
5 ml de agarosa al 1% fundida con 200 pl de solucion de acetona y PAH seleccionado
(PIR, DBT, PIR+DBT) (8,5 mg/ml). Se inoculd un disco de micelio activo de LPSC 232 y
LPSC 436 independiente, e incubd a 25 °C en oscuridad hasta que la placa se cubra de

micelio.

Extraccion y andlisis de los ésteres metilicos de dcidos grasos (FAME)

El micelio desarrollado en cada tratamiento (control; PIR, DBT, PIR+DBT) vy
condicién de cultivo (*?C o 3C 20%) se retird con espatula de metal previamente
esterilizada. A partir del micelio obtenido en cada condicidn se realizé la extraccién de
los acidos grasos segun el protocolo de Bligh & Dyer (1959) y su derivatizacion a FAME

con fluoruro de boro en metanol (Morrison & Smith, 1964). Se utilizd como estandar

73



Capitulo 11l Materiales y Métodos

interno al FAME 19:0. El perfil de la fraccién FAME se analizé por cromatografia de gases
(GC Hewlett-Packard 6890) acoplado a un espectrometro de masas (Hewlett-Packard

5973) e identificados a través de la biblioteca MIDI (version 4.0 TBSA40).

Andlisis de isotopos de carbono por GC - combustion — IRMS

La determinacién de la composicién isotdpica de carbono de los FAME se realizé
por cromatografia de gases, combustion y espectrometria de masas (IRM-GC-C-MS)
(Feisthauer et al., 2008). La composicidn isotdpica se reportd en notacion 6 en relacion
con el estandar internacional Vienna Pee Dee Belemnite (V-PDB) segln la ecuacion
EC lll. 2 (Slater et al., 2001). Los valores de 63C de los FAME se ajustaron segun
(Silfer et al., 1991).

S13¢C = (M) ¥1000 %o ECIIL 2

Ry_ppB

Donde:

83C = composicidn isotdpica es la diferencia relativa en partes por mil (%o) entre una
proporcion de isétopos de muestra y la proporcién de isétopos del estdndar

internacional.
Rm = relacién isotdpica 13C /*2C de la muestra

Rv-pps = relacion isotdpica *3C /*2C del estandar V-PDB
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I1.2.5 Efecto del pireno y el barro FP en el crecimiento de Coriolopsis rigida LPSC 232 y

Grammothele subargentea LPSC 436 en diferentes medios de cultivo

Preparacion de los cultivos liquidos

En condiciones de esterilidad se colocaron 50 ml de medio de cultivo en un
Erlenmeyer de 250 ml con pireno 500 mg/| (previamente esterilizado por UV durante 10
minutos) y otro con barro FP liofilizado 1 g/I. En la Tabla Ill. 7 se detallan los diferentes
tratamientos ensayados. A excepcion de los tratamientos abiéticos, todos se inocularon
con 5 discos de micelio activo de LPSC 232 y LPSC 436 individualmente. Se incubaron a
28 °C en agitacion (50 rpm) y oscuridad durante 14 dias. Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado. Transcurrido el tiempo, el micelio desarrollado junto con el
caldo de cultivo remanente se triturd con una procesador Ultraturax T5 (525/N/18G) a

9500 rpm durante 40-60 segundos hasta que sea solucién homogénea.

Tabla lll. 7. Tratamientos en cultivos liquidos suplementados con PIR y barro FP inoculados con LPSC 232

y LPSC 436.

PIRENO

BARRO FP

TRATAMIENTOS

Control abiotico MML+PIR

Control abiotico MML+FP

Hongo+ MML+PIR

Hongo+ MML+FP

Hongo+ MML+glucosa 1%

Hongo+ MML+glucosa 1%

Hongo+ MML+glucosa 1%+PIR

Hongo+ MML+glucosa 1%+FP

Control abidtico ME+PIR

Control abiotico ME+FP

Control bidtico:Hongo+ ME

Hongo+ ME

Hongo+ ME+PIR

Hongo+ ME+FP

Estimacion de biomasa fungica por peso seco

Se colocé un filtro de papel (Whatman N°1 @ 55mm) en una placa de Petri de
vidrio y se secd a 80 °C durante 1 hora en estufa. Luego se colocé en el desecador y
registré el peso en balanza analitica. Se tomd 2 ml de micelio triturado sobre el filtro

seco y filtré al vacio. Se enjuagd con agua destilada para limpiar resto del medio de

75



Capitulo 11l Materiales y Métodos

cultivo. La biomasa fungica se secé a 80 °C durante 24 h. Luego se colocé en el desecador

y registré el peso final.

Estimacion de biomasa fungica por ergosterol

Se colocaron 2 g de KOH, 20 ml metanol p.a. y 5 ml etanol absoluto en
Erlenmeyer de 100 ml. Luego se adicionaron 2 ml de micelio triturado y se tapd con
papel de aluminio. Se incubd en bafio a 70 °C por 30 minutos, agitando manualmente
cada 10 minutos. Posteriormente se dejo enfriar y se tapd con tapdn de vidrio con anillo
de tefldn. En tubo falcon 15 ml se colocé 5 ml muestra con 5 ml n-hexano y se agité
horizontalmente en shaker por 20 minutos. Se transfirié el extracto a tubos vidrios y
evapord con Nj. Luego se resuspendid en metanol HPLC por sonicacién durante 5
minutos. Finalmente centrifugar a 16000 g, 4 °C por 5 minutos y midié por HPLC.
(Shimadzu. Columna: Nucleosil 100-5 C18. 250 x 4 mm. TA: 9,6 min, eluyente: Metanol
al 100%. Detector: PDA 278 nm)(Barajas-Aceves et al., 2002).

Tabla Ill. 8. Curva de Calibracién para ergosterol a partir de una solucion madre de 100 mg/I.

Concentracidn tedrica (mg/l) Solucion Madre (ml)
0.1 0.01
1 0.1
5 0.5
10 1
50 5

[1.2.6 Habilidad de C. rigida LPSC 232 en la remocidn de pireno en cultivo liquido

Preparacion de los cultivos

Con el fin de corroborar la capacidad de C. rigida LPSC 232 en remover pireno
por cometabolismo, se colocé 100 pul de una solucién de pireno en acetona en frasco de

vidrio de penicilina (120 ml). Se dejé evaporary colocé 20 ml de caldo extracto de malta
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al 2% y extracto de levadura al 0,1% resultando en una concentracion final de 50 mg/I.
Se inoculd con 2 discos de micelio activo bajo esterilidad. Se realizé un control biético
sin PIR. Con el fin de evaluar la posible adsorcion del PAH en el micelio, se prepararon 2
sets de triplicados que se esterilizaron en autoclave por 30 minutos a 1 atm. Un set se

contaminé con PIR y el otro se consideré como control abiético (Tabla lll. 9).

Tabla lll. 9. Resumen tratamientos con LPSC 232 y pireno.

LPSC 232+ ME2+PIR t0

LPSC 232+ ME2 t14

TRATAMIENTOS LPSC 232+ ME2 +PIR t14

LPSC 232autoclavadot ME2 t14

LPSC 232 autoclavado + M E2+PIR t14

Todos los tratamientos se incubaron en oscuridad a 28 °C durante 14 dias. Al final
del monitoreo se separd la biomasa del medio de cultivo con pinza metalica y colocé en

tubo falcon de 50 ml.

Extraccion del pireno

Sobre la biomasa se realizaron 3 extracciones sucesivas con 5 ml de acetato de
etilo cada una en bafio ultrasénico (Teslab Ultrasonic TBO4TA, 40 kHz, 160 W) por 15
minutos. Luego se centrifugd a 5000 g por 5 minutos para separar la fase acuosa
remanente retenida por el micelio. Los extractivos se reservaron en frascos de vidrio

caramelo.

Sobre el remanente de medio liquido se realizaron 3 extracciones sucesivas con
10 ml de acetato de etilo por agitaciéon horizontal 150-200 rpm durante 30 minutos.
Luego se pasaron a tubos falcon de 50 ml y centrifugé a 5000 g por 5 minutos
aproximadamente para romper la emulsion y separar la fase acuosa. Los extractivos se

reservaron en frascos de vidrio caramelo.
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Finalmente los extractivos obtenidos de la biomasa fungica y del medio de
liquido se filtraron con membrana de nylon de 0,45 um y guardaron en viales caramelo

para su determinacion por HPLC-UV.

[1.2.7 Ensayo de mineralizacidn en sistemas biometers (Bartha & Pramer, 1965)

Preparacion del inoculo

Se inocularon los hongos C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 en medio
agarizado MyA2 y se incubaron en oscuridad a 28 °C durante 7 dias. Bajo flujo laminar,
se cortaron con pipeta Pasteur de vidrio estéril 8 discos (5 mm de diametro) de micelio
e inocularon en matraz Erlenmeyer con 250 ml caldo-extracto de malta 2% y extracto de
levadura 0,1 %. Estos se incubaron en oscuridad a 28 °C durante 14 dias. El micelio
desarrollado fue procesado siguiendo el protocolo de Saparrat y colaboradores (2002)

para obtener una suspensién de micelio homogénea.

Preparacion de los biometers

El sistema biometer consiste en un matraz Erlenmeyer con un tubo de ensayo
adosado el cual contiene una trampa de KOH que secuestra el CO; producido por los
microorganismos cuando mineralizan las fuentes de carbono presentes en la matriz de

estudio (Figura lll. 5). Se prepararon soluciones de HCI 0,5 M y KOH 0,5 M.

Se prepararon matraces biométricos para los siguientes tratamientos (por
triplicado) en condicién axénica (A) con el barro FP estéril y en condicidn no estéril (NE)

independientemente:

- Control positivo: Rastrojo de trigo inoculado con el hongo ligninolitico
(LPSC 232 o LPSC 436).

- Control negativo (abidtico): Rastrojo de trigo + barro FP /arena.

- Bioaumento fungico LPSC 232 o LPSC 436: Rastrojo de trigo + barro

FP/arena + hongo ligninolitico.
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Figura Ill. 5. Sistema biometer para el monitoreo de CO: producido por los microorganismos. Esquema
(izquierda) A: Tapon de goma. B: Jeringa metdlica. C: Tubo de 50 ml. D: Solucién de KOH. E: Tubo de
polietileno. G: Llave robinete. F: Columna de ascarita. H: Erlenmeyer de 250 ml. I: matriz de estudio

(derecha).

Bajo campana de gases, se prepard un stock del barro FP con arena, previamente
calcinada en estufa de 400 °C, en proporcidn 1:3 respectivamente. Luego, se fracciond
180 g de la mezcla en cada matraz de los tratamientos (Il) y (Ill). Se agregaron 2 g de

rastrojo estéril en cada uno de los tres biometer.

Para la condicién axénica, los matraces biométricos conteniendo rastrojo y la

mezcla barro FP/arena se esterilizaron dos veces en autoclave a 1 atm por 30 minutos.

Para la condicién NE, se colocaron 2 g rastrojo de trigo en todos los matraces
(humedad 70%), se esterilizaron (2 veces a 1 atm por 30 minutos) y luego se ainadié la

mezcla de barro FP/arena (FP NE).

Finalmente, los tratamientos | y Il se inocularon con 2 ml de la suspensién
miceliar. Se sellaron los matraces con sus tapones y se colocé en los tubos laterales 10

ml de la solucion de KOH 0,5 M. Se incubaron en oscuridad a 28 °C durante 60 dias.

Monitoreo del CO; producido durante la incubacion
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La frecuencia del monitoreo varié de una a tres veces por semana segun los
niveles observados de la actividad respiratoria de los organismos en las condiciones E y
NE. Para realizar la medida, se trasvaso el volumen de solucion de KOH del tubo lateral
a un nuevo Erlenmeyer conteniendo Ba(OH)2. Inmediatamente se repuso el volumen de

KOH 0,5 M del tubo lateral y se continud la incubacién.

El volumen retirado se tituld con una solucion de HClI 0,5 M utilizando
fenolftaleina como indicador del punto final. La cantidad de CO; producido se calculé

mediante la siguiente ecuacion:

(((Vol KOH [KOH])) ~ (((Vol HCL * [HCl]))
1000 1000

2 x10°

Donde:

[CO2] = concentracion molar de CO; (umol/ml)
[KOH] = concentracion molar de KOH (M)
[HCI] = concentracién molar de HCI (M)

Vol = volumen en ml

[1.2.8 Preparacién de microcosmos

111.2.8.1 Microcosmos con suelo contaminado artificialmente con fenantreno

Se prepararon microcosmos en condicién axénica (A) y condicidn no estéril (NE).

La tierra utilizada en los microcosmos en condicién A fue esterilizada a 1 atm en
autoclave durante dos ciclos de 30 minutos. Sobre bandejas plasticas estériles (240 x
170 x 40 mm) se dispusieron 350 g de tierra estéril para los microcosmos en la condicién

Ay 350 g de tierra no estéril para los microcosmos en la condicién NE.

Bajo flujo laminar, se contamind con una solucion de FEN en acetona p.a de modo

de obtener una concentracién final en suelo de 2500 mg.kg™. La solucidn de distribuyé
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con pipeta en pequenfias alicuotas de 20 pl sobre la tierra. Se dejé evaporar la acetona

p.ay luego se homogeneizo manualmente con guantes de nitrilo (Figura Ill. 6).

Figura lll. 6. Preparacion de los microcosmos con suelo contaminado artificialmente con fenantreno.

- Sobre el suelo contaminado se colocé rastrojo de trigo inoculado con cada
hongo. Se envolvieron con doble bolsas plasticas estériles. Se incubaron durante 120
dias a 28 °C en oscuridad. Los tratamientos en la condicién E se realizaron segun el
siguiente detalle.

- Control A: Microcosmos con suelo estéril contaminado con 2500 mg.kg™* de
FEN y rastrojo de trigo estéril no inoculado humedecido al 70%.

- LPSC 232 A: Microcosmos con suelo estéril contaminado con
2500 mg.kg! de FEN vy rastrojo de trigo estéril inoculado con Coriolopsis rigida (LPSC
232).

- LPSC 436 A: Microcosmos con suelo estéril contaminado con
2500 mg.kg* de FEN y rastrojo de trigo estéril inoculado con Grammothele subargentea
(LPSC 436).

- LPSC 735 A: Microcosmos con suelo estéril contaminado con
2500 mg.kg™* de FEN y rastrojo de trigo estéril inoculado con Gloeophyllum sepiarium
(LPSC 735).

- LPSC 436/735 A: Microcosmos con suelo estéril contaminado con
2500 mg.kg™* de FEN y rastrojo de trigo estéril inoculado con Grammothele subargentea

(LPSC 436) y Gloeophyllum sepiarium (LPSC 735) en una proporcién 50:50.
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Los tratamientos en la condicion NE fueron realizados en microcosmos con tierra
no esterilizada previamente y contaminada con FEN. Todos los tratamientos fueron

realizados por triplicado.

Figura Ill. 7. Microcosmos en condicion axénica al inicio del tratamiento con G. subargentea LPSC 436

(a), G. sepiarium LPSC 735 (b) y con el cultivo dual de ambos hongos.

1.2.8.2 Microcosmos con suelo contaminado artificialmente con barro de fondo de

pileta API (FP)

Los microcosmos fueron preparados con tierra no estéril, previamente tamizada
y contaminada con 10% de barro FP. Se homogeneizé manualmente con guantes de
nitrilo cuidadosamente bajo campana y fracciondé 350 g de la mezcla en bandejas
plasticas estériles (240 x 170 x 40 mm). En esterilidad se colocaron sobre la tierra 400g
aproximadamente de rastrojo de trigo previamente inoculado con Coriolopsis rigida
LPSC 232 6 Grammothele subargentea LPSC 436 con 15 dias de incubacion. Las bandejas
se envolvieron con doble bolsas pldsticas estériles. Se incubaron durante 90 dias a 28 °C

en oscuridad. Todos los microcosmos se realizaron por triplicado.
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111.2.8.3 Microcosmos con barro de fondo de pileta API oxidado y sin oxidacidn previa

11.l2.8.3.1 Cdlculo de la dosis del persulfato de amonio

La concentracién de oxidante que se utiliza en el tratamiento de un suelo
contaminado es un pardmetro importante que se calcula teniendo en cuenta la cantidad
de contaminante presente. Se define como dosis a la cantidad estequiométrica de
oxidante necesaria para mineralizar por completo (a diéxido de carbono y agua) a los

contaminantes.

En el presente trabajo se utilizé persulfato de amonio (PSA)(Merck) como agente
oxidante en un 10% respecto de la cantidad de barro FP, activado con hierro Fe (ll) al
25% en solucién con agua destilada (Peluffo et al., 2016). La accién del catién tiene como
finalidad suplementar nitrégeno al sistema, resultando en un doble efecto: eliminacién

guimica del contaminante y fertilizacién del suelo.

La dosis de oxidante se definié sobre la minima cantidad de oxigeno necesaria

para oxidar un mol del compuesto, como se detalla en la Ecuacién ECIIL. 4.

2Zn+m

C.Hy, + >

0, »nCO0, + mH,0 ECIII. 4

El calculo de la dosis de PSA se realizé considerando que por cada mol de oxigeno
intervienen 4 moles de electrones. Sabiendo que por cada mol de persulfato se ponen

en juego 2 moles de electrones.

Considerando que el PSA no solo reacciona con los PAH sino que también con la
materia organica presente en el suelo, se decidié aplicar 3 dosis de la solucion oxidante
por aspersidn con una diferencia de 48 hs en agitacion (250 rpm), llegando a un total de
30 g PSA kgss™. Luego se incubd a 30 °C en oscuridad y después de 20 dias se corroboré
la ausencia de persulfato residual por espectrofotometria (Liang, et al., 2008).
Considerando que los 30 g de PSA aportan 3,68 g de N kgss* al sistema, los microcosmos

iniciales tendran (0,368 + 0,20) g de N, es decir 0,57 %, aproximadamente.
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111.2.8.3.2 Preparacion de microcosmos

Bajo campana de gases, se prepararon 2 stocks: uno con arena calcinada y barro
FP (25%) sin oxidar (Figura lll. 8-B) y otro con arena calcinada y barro FP oxidado PSA
(25%). De cada mezcla se fraccionaron 20 g en frascos de vidrio (200 ml capacidad)
independientes por condicién (axénica y no estéril), tiempo (inicial, 30 y 60 dias) y
tratamiento (control, bioaumento LPSC 232, bioaumento LPSC 436). Para el armado de
los microcosmos en la condicion axénica se utilizd cada mezcla previamente esterilizada.
En todos los microcosmos se agregaron 2 g de rastrojo estéril (Figura Ill. 8-C), y

humedecieron con agua destilada al 70%.

La inoculacidn se realizé con 2 ml de micelio triturado segun los tratamientos
bioaumento con LPSC 232 (Figura lll. 8-A) y LPSC 436 e incubaron en oscuridad a 28 °C
por 30y 60 dias. Los tratamientos control no fueron inoculados. Todos los tratamientos
fueron realizados por triplicado. Se reservaron a -20 °C los microcosmos del tiempo

inicial para futuras determinaciones.

Transcurridos los tiempos de incubacidn, cada microcosmos se homogeneizd con
una multiprocesadora de mano (Philips 300W) previamente a las determinaciones

quimicas y bioldgicas (Figura lll. 8-D).

Figura Ill. 8. Preparacion de microcosmos barro FP en estrategias combinadas. A. Micelio de LPSC 232
luego de 15 dias de incubacion (izquierda) y suspension miceliar homogeneizada (derecha). B. Barro FP en

arena calcinada. C. Armado de microcosmo con rastrojo de trigo. D. Microcosmos procesado.
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[11.3 Determinaciones fisicas y quimicas

I11.3.1 Porcentaje de humedad del suelo

El contenido de agua de las muestras de suelo de los diferentes ensayos se
determind por gravimetria. Se pesaron ~4-5 g de suelo en una placa de Petri de vidrio y
seco en estufa a 105 + 5 °C durante 24 horas hasta obtener peso constante. Se enfrié en
desecador hasta llegar a temperatura ambiente para su posterior pesada. La diferencia

de peso respecto al suelo himedo se expresé como porcentaje de humedad (%H).

I11.3.2 Determinacién de humedad del residuo FP por destilacion azeotrdpica

Se colocaron ~10 g de residuo FP en un balén de 250 ml y se agregd tolueno
saturado en agua destilada hasta cubrir la muestra (~30 ml tolueno/agua). Se adapto
una trampa graduada de Dean-Stark (10 ml) y conecto al refrigerante para su destilacion.
Se utilizé una platina para calentar la mezcla a ebullicidn suave (Pe tolueno/agua 84 °C)
durante 2 horas. Transcurrido ese lapso, se dejo enfriar y efectto la lectura del agua

destilada

I11.3.3 Determinacién de pH y conductividad eléctrica

Las medidas de pH y conductividad eléctrica se realizaron a partir de 2 g de
muestra de tierra o residuo. Se colocaron en un tubo falcon de 50 ml con 20 ml de agua
destilada, se mezclaron con vortex y agitacién durante 10 minutos. Se dejo en reposo
durante 1 hora. Luego se sumergié el electrodo de vidrio Phoenix Electrode Company
en el sobrenadante (Método EPA-9045D). El electrodo de pH se calibré con buffer
comercial (Anedra) de pH 4, 7 y 10. El electrodo de conductividad se calibré con las

soluciones del equipo.
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[1.3.4 Determinacién de la concentracion residual de persulfato de amonio

En un tubo falcon de 15 ml se pesaron 5 g del barro oxidado (FP+PSA), se
agregaron 5 ml de agua bidestilada. Se mezclé con vortex y luego con agitador durante
5 minutos y se dejé en reposo durante una hora para que decante. Se tomd el
sobrenadante y se filtr6 con membrana de celulosa de 0,45 um. Del filtrado se tomaron
100 pl y se colocaron junto con 500 pl de solucién NaHCOs y KI (0,05 g + 1,0 g en 10 ml
de agua bidestilada) en un matraz de 10,00 ml enrasando con agua bidestilada y se
mezclo por inversién para homogenizar. Luego de 15 minutos de preparada la mezcla se
midié la absorbancia con un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 entre 200 y 500 nm
utilizando celdas de cuarzo de 1,0 cm de camino éptico. Para el célculo de la
concentracion de persulfato se construyd una curva de calibracion utilizando patrones
de PS realizados por pesada directa (y dilucién) y tomando el valor de la absorbancia a

350 nm (Liang et al., 2008)

[11.3.5 Determinacién de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) por FT-IR

A5 g de muestra, previamente secadas en estufa a 60 °C durante 24 horas, se le
adicionaron 20 ml de percloroetileno (Anedra. Para espectroscopia infrarroja) en vasos
de teflén aptos para microondas. Las extracciones se realizaron en microondas (Qlab
Pro Microwave Digestion System) a una temperatura de digestion de 60 °C, 18 minutos
de estabilizacion y 10 minutos de digestidn. Dejar enfriar las muestras. Bajo campana,
las muestras se filtraron en jeringas de pldstico, con un taponcito de algodén en la punta,
con 1 g de silica gel 60 (0,063 mm-0,200 mm; AppliChem GmbH). Finalmente, las
muestras se midieron en espectrofotdmetro de infrarrojo FT-IR (Thermo Scientific
Nicolet 200) con celda de cuarzo (1 cm de camino 6ptico) utilizando el Programa
EnCompass. Se definieron los limites de absorbancia entre 400-4000 cm?, considerando

la altura de pico a 2950 cm™ como la concentracién de HTP (USEPA 8440, 1996).

A partir de los microcosmos realizados con FP/ arena y rastrojo se tomaron de

5 g de muestra y realizd la extraccion por sonicacién (1 ciclo de 1hora) con 20 ml de
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percloroetileno. Las muestras se filtraron en jeringas de plastico con 1 g de silica gel 60

(0,063 mm-0,200 mm; AppliChem GmbH) para la posterior cuantificacién de HTP.

[11.3.6 Determinacién de hidrocarburos alifaticos (HA) y policiclicos aromaticos (PAH) por

GC-FID

A partir de 2,5 g de muestra se adicionaron 5 g de sulfato de sodio anhidro
(Na2S04, Merk) y realizé la extraccidén con 15 ml de una mezcla de solventes organicos
de hexano: acetona 1:1 (v/v) (Sayara et al., 2010) calidad cromatografica, mediante bafio
ultrasénico Teslab Ultrasonic TBO4TA, 40 kHz, 160 W (Song et al., 2007) durante 1 hora
(EPA 3550). Luego se centrifugd durante 10 minutos a 5000 g y los sobrenadantes se
recogieron en frascos de vidrio caramelo previamente enjuagados con acetona. El
procedimiento se realizo tres veces consecutivas (extraccion exhaustiva). Los extractos
se evaporaron y se solubilizdé en hexano calidad HPLC. Finalmente se filtré6 con

membrana de nylon de 0,45 um y guardaron en viales para GC.

A partir de los microcosmos FP/ arena y rastrojo se realizd la extraccion por
sonicacién (1 ciclo de 1 hora) de la fraccién de alifaticos y aromaticos mediante

hexano:acetona (1:1) a partir de 2,5 g de muestra.

[1.3.7 Determinacién de PAH por HPLC-UV

A partir de los microcosmos con suelo contaminado artificialmente con
fenantreno (2500 mg.kg?), se tomaron 3 g de muestra con 30 ml de acetato de etilo p.a.
Se sonicé en bafo ultrasénico (Teslab Ultrasonic TBO4TA, 40 kHz, 160 W) durante 1 hora.
Luego se centrifugd a 3000-4000 g en una centrifuga (Presac DSC-16-RV) por 15 miny

se filtré parte del extracto con membrana de nylon de 0,45 um.

A partir de los cultivos liquidos contaminados con pireno se realizé la extraccién
del PAH con acetato de etilo. Al volumen total de los cultivos se le agregd acetato de

etilo (1:2 acetato de etilo/cultivo), se agitd durante 30 minutos a 150 rpm y se conservo
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la fase organica. Este procedimiento se repitid 3 veces. Los extractos fueron filtrados

con membrana de nylon de 0,45 um y pasados a viales HPLC.

En ambos ensayos la concentracién de PAH se determind mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) en fase reversa utilizando un cromatégrafo
Waters® Espafia, con una columna Symmetry Waters® Espafia C18 (15 cm, 4.6 mm i.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 vy
posteriormente 20:80 hasta llegar a los 19 minutos de corrida) y un flujo de 1ml/min
(Coppotellietal., 2010). Los espectros se analizaron con el software Empower. Se realizé

una curva de calibracion de 7 puntos en acetato de etilo calidad HPLC.

[11.3.8 Fraccionamiento SARA del residuo FP

La separaciéon de las fracciones de hidrocarburos SARA (S: Saturados; A:
Aromiaticos; R: Resinas y A: Asfaltenos) se llevé a cabo bajo la norma 143-modificada
(Figura lll. 9). Aproximadamente 2 g de residuo liofilizado, se agité con n-pentano en
una relacién 1:40 durante toda la noche. Se filtré con filtro de papel (poro menor a 2
um) y se lavd 2 o 3 veces con pentano. Los maltenos recuperados (hidrocarburos
saturados y aromaticos) y resinas tipo |l forman parte de la fraccion soluble mientras
gue, los asfaltenos y las resinas tipo | quedan retenidos en el filtro. Luego las resinas tipo
| se separaron de los asfaltenos por reflujo continuo un equipo Sohxlet. El filtro de papel
se colocd en un cartucho de celulosa y se realizdé la extraccién con pentano en
temperatura de ebullicion (~36,1 °C) durante 3-4 horas. Quedaran las resinas tipo | en el
solvente y en el cartucho los asfaltenos y la tierra. Luego, la muestra seca se colocé en
vaso de precipitado con 60 ml de tolueno para solubilizar los asfaltenos, evidencidndose
un precipitado de tierra que fue separado por filtracidon con filtro de papel. Todos los
extractos se dividieron en dos y evaporaron y cuantificaron por gravimetria. Finalmente,
los extractos se resuspendieron en percloroetileno y fueron filtrados con jeringas con

silica gel (ver 111.3.5) para la determinacion de la concentracion de HTP en cada fraccién.
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tolueno

Asfaltenos
Tierra

Filtracion
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Asfaltenos
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precipitado

n-pentano

Figura lll. 9. Esquema del fraccionamiento SARA basado en la norma 143-modificada.

I11.3.9 Andlisis espectral FT-IR de la fraccién soluble en pentano

A partir de 1 g de muestra compuesta (por triplicados) se realizé la extraccion de
los hidrocarburos solubles en n-pentano (hidrocarburos saturados y aromaticos, resinas
I1) en una relacion 1:40 durante toda la noche. Luego se filtré con filtro de papel (poro
menor a 2 um) y dejo evaporar a temperatura ambiente. Del extracto sdlido se
confeccionaron pastillas con bromuro de potasio (KBr) a través de la técnica pellet
(Bava et al., 2019) y midieron con un espectrofotémetro infrarrojo (FT-IR) (Thermo
Scientific Nicolet 6700, detector DTGS) en el rango 4000 a 400 cm™ con una resolucién
de 0,5 cm™. Previo al anélisis cualitativo, los espectros se pre-procesaron de la siguiente
manera: (i) se calcularon las segundas derivadas sobre los espectros utilizando el
algoritmo de Savitzky-Golay (Savitzky & Golay, 1964) con un suavizado de 9 puntos para
aumentar el nimero de caracteristicas discriminantes dentro del conjunto de bandas
espectrales y minimizar los problemas con los cambios en la linea base; (ii) luego las
derivadas segundas de los espectros se normalizaron vectorialmente en todo el rango
para independizarse de la cantidad de muestra (Helm & Naumann, 1995; Naumann,
2000; Bosch et al., 2006). Los analisis de cluster jerdrquico se realizaron sobre las
regiones espectrales 2800-3000, 1590-1760 y 730-900 cm™ a través del método de
calculo “scaling to 1st range” y el dendrograma se construyé aplicando el algoritmo “av.

linkage". El andlisis factorial se realizé con la derivada segunda normalizada de los
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espectros en las regiones espectrales 2800-3000, 1590-1750, 1300-1530 vy
700-900 cm’?, por medio del método de factorizacidn. El pre-procesamiento y el analisis
de los espectros FT-IR se realizaron con el software OPUS (versién 7.0 Bruker Optics

Alemania; Naumann 2000).

1.4 Técnicas de recuentos bacterianos

[11.4.1 Recuento de bacterias heterdtrofas cultivables

Se tomaron 10 g de fondo de pileta APl y se resuspendieron en 90 ml de solucidn
fisiolégica previamente esterilizada por autoclave. Se agité en shaker a 250 rpm durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se dejé decantar durante 10 minutos y se
prepararon diluciones seriadas 1/10 en tubos Eppendorf® con solucidn fisioldgica estéril.
Se sembraron por duplicado 100 pl de cada una de las diluciones en placas con medio
de cultivo R2A. Se distribuyd la muestra cuidadosamente utilizando una espatula de
Drigalsky estéril. Las placas se incubaron a 2 °C durante 7 dias. Pasado ese tiempo se
realizo el recuento de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Las placas tomadas
como validas fueron aquellas que presentan entre 30 y 300 UFC. Se calculé el logaritmo

de las UFC por ml de muestra (Reasoner & Geldreich, 1985).

I1.4.2 Recuento de bacterias degradadoras de HA

A tubos de vidrio con 5 ml de MML estériles, suplementados con 50 pl de
hexadecano comercial (Merk), se adicionaron 100 pl de cada una de las diluciones
seriadas 1/10 anteriores por duplicado. Se incubaron a 25 °C durante 21 dias.
Transcurrido dicho periodo se observd la turbidez presente en cada dilucién y se

cuantifico por el método del Niumero mas probable (Wrenn & Venosa, 1996).
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[11.4.3 Recuento de bacterias degradadoras de PAH

Las bacterias degradadoras de PAH se cuantificaron en microplacas estériles de
96 pocillos con MMLy, como sustrato, una mezcla de PAH en pentano (Wrenn & Venosa,
1996). Una vez evaporado el pentano, dejando una fina capa de PAH en el fondo de cada
pocillo, se cargaron los pocillos con 180 ul de MMLy con 20 pl de las diluciones seriadas
(1/10) de la muestra por octuplicado. Las placas se incubaron a 22 = 2 °C durante 21
dias. Para enumerar las bacterias degradadoras se utilizé el método del Nimero Mas
Probable (NMP) tomando como pocillos positivos aquellos donde se observé una

coloracion amarilla/naranja luego del periodo de incubacion mencionado.

[11.4.4 Recuento de bacterias sulfato reductoras

Se realizé la técnica de dilucién por extincidn, la cual consiste en inocular un tubo
con medio de cultivo fresco, mezclar y volver a tomar una alicuota de ese tubo. Esta
alicuota se siembra con una dilucién 1/10 en otro tubo con medio de cultivo fresco y asi
sucesivamente. Se incubaron a 30 °C en oscuridad durante 21 dias en condiciones
anoxicas y al cabo de este tiempo se registraron como tubos positivos aquellos que

presentaron precipitado negro (Hungate, 1969).

[11.4.5 Recuento de hongos

A partir de las diluciones seriadas 1/10 anteriores, se tomaron 100 pl de cada
unay distribuyeron con una espatula de Drigalsky estéril sobre en placa de agar RB. Cada
dilucién se realizd por duplicado. Se incubaron a 24 °C durante 7 dias. Pasado ese tiempo
se realizd el recuento de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), siguiendo con el

mismo procedimiento que para el recuento de bacterias heterdtrofas cultivables.
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I11.5 Estudio de funcionalidad de los microcosmos

[11.5.1 Actividad enzimatica lacasa

Para evaluar la actividad fungica se procedié a determinar la actividad enzimatica
lacasa en suelo segln el protocolo de extraccién de Ruiz-Hidalgo y colaboradores (2014),
utilizando como sustrato de actividad oxidativa al ABTS [2,2"-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]. En tubos falcon de 50 ml se pesé 3 g de muestra
de suelo adicionando 30 ml de buffer acetato de sodio 200 mM a pH 5. Se agité en shaker
a 150 rpm durante 30 minutos. Luego se centrifugd a 4000 g por 15 minutos. Se retiré
el sobrenadante con ayuda de un filtro de papel y reservo en frascos de vidrio caramelo
para su posterior medida. En cubeta de plastico (Volumen final: 1000 pl) se preparé la

reaccion en el momento de la medicion como se detalla en la Tabla lll. 10.

Tabla Ill. 10. Actividad enzimatica lacasa. Preparacion de la reaccion. Tiempo de reaccion de 2 a 5 minutos

a temperatura ambiente.

Pasos Reactivos Volumen (pl)
1 Buffer acetato de sodio 500 mM pH 5,5 200
2 Agua destilada 500
3 Muestra 200
4 Sustrato ABTS 50 mM 100

Se utilizd un espectrofotdmetro para medir la absorbancia a A=436 nm. Se utilizé
el buffer de reaccién como blanco del equipo. La actividad se expresa en unidades
internacionales (U) por litro definiendo la unidad enzimatica como la cantidad de enzima
producida por pmol de sustrato consumido por minuto. En caso de muestras de suelo o

barro FP, los resultados se expresaron en mU por gramo de muestra seca.

AA xV ECIIL 5

AF = ——
txexb=xv
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Donde:

- AE (U/ml): actividad enzimatica en unidades internacionales por mililitros

- AA: Absorbancia final- absorbancia inicial

- V: volumen total de la reaccién (ml)

-t: tiempo de reaccidén (minutos)

- £: coeficiente de extincién molar del ABTS oxidado a 436 nm: 29,3 mM-1cm!
- b: ancho de la cubeta (trayectoria éptica) =1 cm

- v: volumen de muestra (ml)

[11.5.2 Actividad deshidrogenasa (Thalmann, 1968)

A 2,5 g de muestra humeda, en frasco color caramelo 50 ml, se le adicionaron
2,5 ml de solucién de triclorofeniltetrazolio (TTF) al 1 % preparada en buffer Tris-HCI
100 mM pH 7,7. Se agit6 con vortex e incubé en oscuridad a 25 °C durante 24 horas. Para
detener la reaccion enzimatica se agregaron 20 ml de acetona (p.a). Cada frasco se agito
por intervalos de 30 minutos durante 2 horas, para maximizar la extraccion del producto
de reaccion. El contenido de cada frasco se filtré con papel de filtro y reservo en tubo
de vidrio limpio. Por ultimo, se realizé la medida de absorbancia a 546 nm utilizando un
espectrofotdmetro (Beckman DU 640 UV-Visible). Como blanco de reaccidn, para cada
triplicado, se utilizé 2,5 g de muestra con 2,5 ml del buffer Tris-HCI 100 mM pH 7,7, sin
sustrato. Como blanco del espectrofotémetro se utilizé acetona (p.a). Se prepard una
solucidn estandar de 500 mg.kg™* de trifenilformazan (TPF), producto de la oxidacién del
triclorofeniltetrazolio, en acetonay a partir de la misma se realizé la curva de calibracién
de 5 puntos (5, 10, 20, 30 y 40 mg.kg™). Los resultados se expresaron como pg de TPF

gms ! (gramo de muestra seca).
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I11.5.3 Actividad hidrolasas mediante hidrdlisis de diacetato de Fluoresceina (FDA)

(Schnilrer & Thomas, 1982)

La actividad hidrolasa se determind a través de la hidrolisis del diacetato de
fluoresceina (FDA) a fluoresceina, la cual es medida colorimétricamente. Se
homogeneizé 1 g de muestra con 20 ml de buffer fosfato de sodio (60 mM, pH 7,6) y el
agregado de 100 pl de una solucién de FDA (2 mg/ml de acetona). Luego se incubd a
20 °C en agitador rotatorio durante 2 horas a 150 rpm. Transcurrido dicho tiempo se
interrumpid la reaccidn con el agregado de 20 ml de acetona. Se centrifugd a 2000 g
durante 15 minutos y filtré el sobrenadante con papel de filtro. Se midié con celda de
vidrio en espectrofotometro (Beckman DU 640 UV-Visible) a una absorbancia de
490 nm. A partir de una solucidn patrén de 5000 mg.kg* se realizd una curva de
calibracion de 6 puntos (5; 2,5; 1; 0,5; 0,1; 0,05 mg/ml). Los resultados son expresados

como DOagonm /gseco-

[1.6 Estudios gendmicos

I1.6.1 Extraccion, purificacidn y cuantificacion de ADN fungico

Para la extraccion de ADN de los hongos ligninoliticos se procedié con el
Protocolo de extraccién de ADN vegetal CTAB de Doyle & Doyle (1990) modificado por
Bornet & Branchard (2001). Se tomé el micelio de 7 dias de incubacién en agar MyA2
cuidadosamente con una espatula, evitando arrastrar agar. Dicho tejido se colocé en
mortero donde se congeld con nitrégeno liquido y molié hasta obtener un polvo
homogéneo. A este se le adicionaron 800 pl de buffer CTAB suplementado con 200 pl
de CTAB 10X, 1 ul de B-mercaptoetanol y 1% PVPP, se homogeneizd la mezcla y se paso
a un tubo Eppendorf© de 2 ml que se incubd a 60 °C durante 30 minutos. Luego, se lavé
con un volumen de cloroformo-isoamilalcohol (12:1), se mezcld y se centrifugd 5 min a
10.000 g. El sobrenadante se paso a un tubo Eppendorf© de 2 ml en donde se procedid
a precipitar el ADN. Para esto se agregd un volumen de isopropanol y 10% del volumen

de acetato de sodio 3 M. La mezcla se mantuvo a -18 °C durante 1 hora. La suspensidn
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se centrifugd a 10.000 g durante 10 min para generar un pellet de ADN. Para su
purificacion se lavd el pellet tres veces con 300 pl etanol 70% durante 5 min de
centrifugacion a 11.000 g, finalmente se secé en estufa de 30 °C. El ADN se resuspendié
en 150 pl de buffer TE y se le agregd 1-2 pl de ARNasa (10 pg.pl-1), luego se incubd a

37 °C por espacio de 1 hora. La solucién de ADN final se mantuvo en freezer a -20 °C.

El ADN extraido se cuantific6 mediante espectrofotometria (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific). Se utilizé buffer TE como blanco y se consideré un indice de pureza
A260/A280 ~1.8 para determinar la calidad del ADN extraido. Los calculos de la
concentracion de ADN se basan en una variacion de la ecuacion de la ley de Beer

utilizando la absorbancia de acidos nucleicos corregido, y se expresaron en ng/ul.

111.6.2 Identificacién de los hongos aléctonos

Amplificacion de la region de Espacios Transcriptos Internos del ADN ribosomal (ITS:

Internal Transcribed Spacer) mediante técnicas de PCR para posterior secuenciacion.

La amplificacion de la regiéon ITS se llevd a cabo con los primers 1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) mediante el
servicio de amplificacién, purificacion y secuenciacién de Macrogen, Corea

(https://dna.macrogen.com/eng/). Las secuencias de nucleétidos fueron analizadas con

la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank

utilizando el programa BLAST.

[11.6.3 Extraccién de ADN de las comunidades microbianas presentes en los microcosmos

La extraccion de ADN de los microorganismos presentes en los microcosmos
contaminados con FP API se realizé con aproximadamente 1 g de muestra siguiendo los
pasos descriptos en el manual del Kit comercial E.Z.N.A TM Soil DNA (Omega Bio-tek,
Norcross, GA, USA). Los extractos de ADN obtenidos se colocaron en tubos estériles

adecuados y se guardaron en el freezer a -20 °C hasta el momento de la amplificacion.
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[11.6.4 Determinacion de la estructura microbiana

1.6.4.1 Amplificacion de segmentos de rADN bacteriano y fungico mediante técnicas

de PCR

A partir de las muestras de ADN obtenidas de los microcosmos, se realizé la
amplificacién de los segmentos hipervariables V3-V5 mediante el par de primers 341F
(5'- CCTACGGGAGGCAGCAG-3") y 907R (5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") del rDNA 16S
(Muyzer et al., 2004) para estudiar la diversidad bacteriana; y del transcripto interno
primario (ITS1) mediante el par de primers ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (White et al., 1990) para la diversidad fungica. La reaccién
de PCR (Polymerase Chain Reaction) contenia 1 - 2 ul de ADN, 0,12 ul de polimerasa
GoTaq (5Ul/ul), 6 ul de buffer 5X, 2,4 ul de dNTPs 2 mM, 3 ul de cada primer 5 uM,
0,6 pul de seroalbimina bovina (BSA) 10 mg/ml y agua bidestilada estéril completando
un volumen total de 30 uL de mezcla de reaccién. Las amplificaciones se realizd en un
termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf©, Hamburg, Germany). Para los
segmentos hipervariables V3-V5, el programa consistié en 1 ciclo de 4 min a 94 °C,
10 ciclos de 30sa 94 °C,45sa 62 °Cy 1 mina 72 °C; 25 ciclos de 30sa 94 °C, 45 s a
57 °Cy 1 min a 72 °C; finalmente, una extensidon de 10 min a 72 °C. Para la regién ITS1
se ejecutd con un inicio en 94 °C durante 5 min seguido de 25 ciclos de 94 °C durante
30's, 50 °C durante 30 s (la temperatura de hibridacion comenzé a 60 °C y se redujo en
1 °C en cada uno de los primeros 10 ciclos) y 72 ° C durante 45 s, con un paso de
elongacidn final de 5 min a 72 °C. Los productos de amplificacion se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa 1,5 % con TAE X1 como buffer de corridaa90Vy2A
durante 60 minutos. Posteriormente el gel se tifid con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y
los productos de amplificacion se visualizaron en un transiluminador UV (National

Labnet Company, Modelo TM-26).
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1.6.4.2 Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante DGGE

Se prepararon geles de 6% de poliacrilamida con diferentes gradientes
desnaturalizante de urea-formamida, 45-75% para bacterias y 50-65% para hongos. La
electroforesis se realizdé en buffer TAE 1X en un DGGE-2401 apparatus (C.B.S Scientific
Co., Del mar, CA, USA) a una temperatura de 60 °C. Se aplicé un voltaje constante de
100 V durante 16 h para la corrida. Luego de la electroforesis, el gel se tifié durante una
hora con SybrGold® (Invitrogen) al cual se fotografié con un sistema de documentacién
de imagenes (BioRad; Hercules, CA, USA). Una vez obtenido el gel de DGGE con las
muestras de cada sistema, el gel se digitalizé en una cdmara-CCD y se analizé utilizando
el software GelComparll (AppliedMaths, Kortrijk, Belgium). Se determinaron las
densidades dpticas de las bandas. Estos perfiles de densidad sirvieron como base para
calcular la matriz de similitud usando el coeficiente de Pearson y la posterior

construccion del dendrograma (UPGMA) (Sokal & Michener, 1958).

[11.6.5 Estudio de la diversidad microbiana

Para el estudio de la diversidad bacteriana y fungica se utilizé el servicio de
secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) de amplicones 16S rARN y 185 rARN (bTEFAP®
llumina) respectivamente, del laboratorio de investigacion molecular “Mr DNA”,

E.E.U.U (http://www.mrdnalab.com/). En la Tabla lll. 11 se detallan los primers

utilizados.
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Tabla lll. 11. Primers utilizados para la secuenciacion de amplicones 16S rARN y 18S rARN.

Nombre del Secuencia (5" a3’) Referencia
primer
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA (Caporaso et al., 2011)
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT (Caporaso et al., 2011)
euk1391F GTACACACCGCCCGTC (Amaral-Zettler, et al., 2009;

Stoeck et al., 2010)

EukB-Rev TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC  (Amaral-Zettler et al., 2009;
Stoeck et al., 2010)

El analisis de secuencias del gen 16S rARN se realizé con el protocolo 16S Bacteria
and Archaea Standard Operating Procedure (Comeau et al., 2017). Las secuencias de alta
calidad se agruparon en Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU) con el software
QIIME1 (v1.9.1)(Kuczynski et al., 2012) con un 97% de identidad y se clasificaron
taxondmicamente contra la base de datos GreenGenes (Mc Donald et al., 2011). A partir
del nimero minimo de lecturas por muestra (12.725) se normalizé la tabla de OTUs, la
cual se utilizd para realizar curvas de rarefaccién, calcular la diversidad alfa (indices de
Good, Shannon, Chaol e inversa de Simpson) y la diversidad beta ejecutando andlisis de
coordenadas principales (PCoA) en distancias UniFrac (Lozupone et al., 2011). Con el fin
de evaluar estadisticamente las diferencias entre las distancias ponderadas se utilizo el

test de similitud (ANOSIM).

Para las secuencias del gen 18S rARN se utilizé el andlisis taxondmico generado
por el laboratorio Mr DNA, a través del software QIIME1 y la base de datos GreenGenes.
Sobre la tabla de OTUs normalizada al nUmero minimo de lecturas por muestra (2089)
se realizaron las curvas de rarefaccion y el analisis de la diversidad alfa (indices de Good,
Shannon, Chaol, inversa Simpson) y diversidad beta (PCoA a partir de método Bray-
Curtis, test estadistico PERMANOVAR) a través de la herramienta MicrobiomeAnalyst
(Dhariwal et al., 2017).
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[11.6.6 Cuantificacion de poblaciones microbianas por PCR cuantitativa en tiempo real

(gPCR)

Mediante la técnica de gPCR se cuantificaron de forma absoluta los
genes 16S rARN para monitorear la comunidad bacteriana, e ITS Gram y lccl para
monitorear la permanencia de los hongos aléctonos LPSC 232 y LPSC 436 inoculados en
los distintos tratamientos. Los primers empleados se detallan en la Tabla Ill. 12. La
cuantificacién se llevé a cabo en base a curvas de calibracion realizadas a partir de
diluciones de plasmidos que contenian como inserto el gen target y se graficaron los
valores de C: (ciclo umbral, del inglés cycle threshold) en funcién del logaritmo del
numero de copias por pl. Los productos PCR de los genes ITS Gram y 16S rARN 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 comprobé la
presencia del producto PCR ligado al vector utilizando los mismos primers utilizados para
generar el producto PCR en el paso inicial. Particularmente la cuantificacién del gen /cc1
se realizé a partir de diluciones del producto de PCR. La especificidad y nimero de bases
del producto PCR se evidencid por secuenciacién (Macrogen). El vector recombinante
se cuantificé con Nanodrop TM (Thermo Scientific) y el nimero de copias de cada gen
por ul se calculé usando el tamafio del pldsmido recombinante y un promedio de masa

molecular de 650 Da por par de nucleétidos como se detalla en la ecuacién ECIIL. 6.

(ng/ul) *6,022x102%3
(longitud del inserto en pb + 3015) = 10° x 650

ECII. 6

N°copias/ul =

Los ensayos de real time PCR se realizaron en un volumen de reaccién de 10 pL
conteniendo 1x iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 0.4 uM de cada primer, 0,05 ng de
ADN molde o agua milliQ (control negativo). El ciclo de amplificacidon para el gen
16S rARN inicié con una temperatura de 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C
durante 30s, 53 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, con un paso de elongacion final de

5 min a 72 °C. Para el gen ITS Gram temperatura inicial de 94 °C por 5 min, seguido de
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30 ciclos de 94 °C durante 30 s, 62 °C durante 30 sy 72 °C durante 45 s, y elongacién
final de 5 min a 72 °C. Finalmente para el gen Icc1 la temperatura inicial fue de 95 °C por
10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 55°C durante 30 s y 72 °C durante

30 s, y temperatura de elongacion final de 72 °C por 10 min.

Tabla lll. 12. Primers utilizados para la determinacion del numero de copias de los genes target.

Secuencia Referencia

1055F: 5’-ATGGCTGTCGTCAGCT-3’
16S rARN (Harms et al., 2003)
1392R: 5’-AACGCGAAGAACCTTAC-3’

ITSGramF: 5'-GCAAGGAATCGAGCTAATGC-3" Disefiado con Primer3
ITS Gram
ITSGramR: 5’-GATCTCTTGGCTCTCGCATC-3’ https://primer3.org/

LCC1-F: 5’-GCACGTTGATGATGAATCC-3’
lecl (Saparrat et al., 2010)
LCC1-R: 5’-CGGTAGCGCTTGCCCTTC-3’

Disefio de primer especifico

Con el objetivo de monitorear la permanencia de los hongos inoculados LPSC 232
y LPSC 436 (familia Polyporaceae), se disefid el primer especifico ITS Gram a partir de la
secuencia MW295711 (GenBank) de Grammothele subargentea LPSC 436 con el
software Primer3. Dicha secuencia ITS ribosomal fue obtenida por la Dra. Sonia Wirth
(Laboratorio de Agrobiotecnologia, FCEN-UBA) a partir de primers genéricos para
Basidiomicetos (ITs1 5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’; ITS4B
5’-CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’), seguido de su clonacién con vector pGEM-T Easy

y secuenciacion con oligonucleétidos SP6 y T7.

[1l.7 Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa)

Para evaluar la fitotoxicidad de los compuestos generados durante los diferentes
ensayos de remediacién en suelo y del propio residuo FP, se realizé una prueba de

toxicidad aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa var: mantecosa) (Castillo
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Morales, 2004) utilizando los extractos acuosos de los mismos. Se colocé 30 g de
muestra con 30 ml de agua destilada en matraz de Erlemeyer de 250 ml y se agitd a
200 rpm en agitador horizontal durante 10 minutos. Luego se centrifugé a 4000 g
durante 10-15 minutos en tubo falcon de 50 ml. A partir del sobrenadante (100%) se
realizaron diluciones 50%, 25%, 10% y 5%. Se prepararon placas de Petri de 90mm de
didmetro con 2 discos de papel de filtro del mismo tamafio, que se saturaron con 5 ml
de cada dilucidn, evitando que se formen burbujas de aire. Finalmente, con ayuda de
una pinza metalica, se colocaron 20 semillas distribuidas homogéneamente en cada
placa. Se incubaron a 24 °C en oscuridad durante 5 dias. Transcurrido dicho tiempo se
registrd la cantidad de semillas germinadas y observé la presencia de hongos y/o pelos
secundarios en la radicula. Posteriormente, se procedié a congelar y descongelar todas
las placas de Petri, de esta manera el tejido vegetal se ablanda y facilita la medicién de
la radicula e hipocétilo. Las diluciones se realizaron por triplicado. Como control
negativo se utilizé agua destilada. Como control positivo se utilizé Zn(S04). Con los datos
obtenidos se calculé el indice de germinacion (IG%) y el indice de inhibicién de
elongacidn radicular e hipocétilo (IE%) (Visioli et al., 2014), como puntos finales de la

prueba.

G * 100

1G% =100 — (——
Ge

EC Ill. 7. indice de germinacion porcentual. Gc nimero de semillas germinadas en el control

negativo con agua destilada. Gm numero de semillas germinadas del extracto de la muestra.

LG, — LG,

0 =
B ( LG,

)*100

EC lll. 8. indice de inhibicion en la elongacion radicular o hipocétilo. LG: longitud de
radiculas/hipocdtilo desarrolladas en el control negativo con agua destilada. LGm longitud de

radiculas/hipocdtilo desarrolladas en el extracto de la muestra.
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I11.8 Analisis estadisticos

El analisis de los resultados experimentales se llevé a cabo mediante los
siguientes métodos estadisticos: correlaciéon lineal de Pearson entre variables,
comparacion entre medias (Prueba “t Student” bilateral), analisis de la varianza (ANOVA
unay dos vias) y analisis Post Hoc de ANOVA Test de Tukey (HSD) utilizando el software
estadistico InfoStat version 2008 (Di Rienzo et al., 2008).
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Como se menciond en el Capitulo I, los barros oleosos generados por la actividad
petrolera son considerados residuos peligrosos segln la normativa vigente (ver Seccién
1.2). La correcta caracterizacion fisicoquimica y bioldgica es fundamental para evaluar su
potencial riesgo hacia el ambiente; asi como también para la seleccion de tecnologias
de tratamiento previo a su disposicién final. Existen diferentes estrategias para el
tratamiento de barros oleosos, con sus ventajas y limitaciones (Hu et al., 2013). Entre
estas se encuentra la oxidaciéon quimica, capaz de oxidar los compuestos orgdnicos
presentes en los barros, a especies quimicas menos toéxicas, hasta incluso su
mineralizacidn. Una ventaja es que los oxidantes, como por ejemplo el anién persulfato,
pueden reaccionar sobre compuestos aromaticos de alto peso molecular,
descomponiéndolos en hidrocarburos simples que tienen mayor solubilidad vy
biodisponibilidad. Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto en las fracciones mas
complejas como son resinas y asfaltenos. Conocer el efecto del tratamiento oxidativo
sobre las fracciones de hidrocarburos del barro y la microbiota resiliente al mismo, serdn
clave para continuar con la estrategia de micorremediacién propuesta en la presente
tesis.

A continuacidén se desarrollan los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizar al barro FP en funcion de sus propiedades fisicas, quimicas,
microbioldgicas y toxicdgicas.

- Evaluar el efecto del tratamiento oxidativo con persulfato de amonio sobre
la concentracidn de hidrocarburos presentes en el barro FP.

- Identificar el efecto del oxidante sobre las comunidades bacterianas y

fungicas nativas del barro FP.

105



Capitulo IV Resultados

IV Tratamiento oxidativo del barro petroquimico FP

IV.1 Caracterizacion fisicoquimica del barro de fondo de pileta APl (FP) antes y

después de la aplicacion de PSA

En la Figura IV 1 se puede apreciar el aspecto macroscopico del residuo de color
marrdn oscuro a negro, de consistencia viscosa y oleosa, y baja solubilidad en agua. Al
mezclarlo con agua (10%) se identifican 3 fases: una fase superior oleosa, una fase

acuosa intermedia turbia y una fase sedimento inferior.

Figura 1V 1. Barro de fondo de pileta API. Fondo de pileta API fresco (A) y liofilizado (B). Solubilidad en
agua destilada (C): Fondo de pileta APl mds agua destilada para discriminar la fase oleosa superior, fase

acuosa intermedia y fase sedimento inferior.

Los resultados de la caracterizacidn fisicoquimica del FP APl se detallan a

continuacion en la Tabla IV 1.
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Tabla IV 1. Propiedades fisicoquimicas del barro FP API.

Propiedades

Color Marrén oscuro-negro
Caracteristicas

Olor Sulfuros-hidrocarburos
organolépticas

Aspecto Viscoso-Oleoso

Fase oleosa superior (HC)

Fase acuosa intermedia
Solubilidad en agua
Fase sedimento inferior

Humedad ° 16 +3

Ph 56+0,1
Conductividad eléctrica (dS/m)* 1,1+0,1
Potencial Redox (mV) 173 £17

Metales pesados (mg/kg)*

Niquel (Ni) 101
Vanadio (V) 45
Hierro (Fe) 21599

a. Determinada por destilacion azeotrdpica.

b. Determinado por método EPA-9050D.

C. Determinacion por digestion con dcido nitrico ICP-OES.

IV.1.1Determinacién de Hidrocarburos Totales (HT) por FT-IR

A partir de 1 g de FP liofilizado se evalué la eficiencia de extraccién de la digestion por

microondas con percloroetileno a través de 5 extracciones sucesivas.

Cabe aclarar que, todas las determinaciones de hidrocarburos se realizaron a
partir del residuo liofilizado para eliminar el contenido de humedad, ya que para la
extraccién por microondas las muestras deben estar libres de agua. Para mas detalles

del procedimiento ver Seccién 111.3.2 Materiales y Métodos.

En la Figura IV 2 se observa que en la primera extraccion se obtienen
190.953+14.844 mg.kg?, correspondiente al 91% de HT respecto del total de

hidrocarburos determinado, 209.529+6246 mg kg. Dado que en la primera extraccion
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se obtuvo la mayor eficiencia de extraccién, se decidié realizar una Unica extraccién de

hidrocarburos con la técnica propuesta.

200000

150000

100000

50000

Concentracién HTP (mg.kg?)

Figura IV 2. Concentracion de HT del FP. Extracciones exhaustivas en percloroetileno a través de
digestion por microondas. Promedio y desviaciones estdndares a partir de triplicados. En el extremo

superior derecho se muestra una fotografia de las 5 extracciones sucesivas de marrdon oscuro a incoloro.

Paralelamente, se realizé la extraccion con percloroetileno del FP autoclavado
(121 °C, 30 minutos) para evaluar la pérdida abidtica durante el proceso de

esterilizacién, resultando una concentracién de 207.397+12.398 mg.kg™.

La comparacién entre medias (Prueba “t”) de las dos muestras: FP y FP estéril,
mostré que no hay diferencias significativas entre ellas (p= 0,853), indicando que el
proceso de esterilizacidon no afectaria significativamente la concentracion final de HT.
Asi mismo, la similitud en los valores de concentracién del barro antes y después del
proceso de autoclavado sugiere que el FP tendria un contenido muy bajo de compuestos

volatiles a 120 °C.

Posteriormente se evalué el efecto del tratamiento oxidativo con persulfato de
amonio sobre los hidrocarburos totales de petrdleo del barro FP, resultando en una
eliminacién del 31+5% (132.87249.765 mg.kg!) respecto de su control sin oxidar

(193.054+16.082 mg.kg™) como se observa en la Figura IV 3. El andlisis de comparacion
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de medias (Prueba “t Student” bilateral) resulté significativo (t=5,54; p=0,0052) entre

tratamientos.

mFP B FP+PSA
250000 A

200000 A

150000 4

100000 -

50000 A

Concentracion de HTP (mg.kg?)

Tratamientos

Figura IV 3.Concentracion de HT del fondo de pileta API oxidado (FP+PSA) y sin oxidar (FP). Las barras

representan las desviaciones estdndares.

IV.1.2 Determinacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos por GC-FID

El analisis de hidrocarburos cromatografiables (GC-FID) a partir de extractos
orgdnicos de acetona:hexano dio un valor de 4.714 + 250 mg. kg™ para hidrocarburos
alifaticos (HA) y fue no detectable para los hidrocarburo policiclicos aromaticos (PAH).
En la Figura IV 4 se puede observar el perfil cromatografico del barro FP, con los picos

de HA y la elevacién de la linea de base, caracteristica de crudos de petrdleo.

La comparacion de los valores de hidrocarburos cromatografiables con los HT
obtenidos por FT-IR (193.054+16.082 mg.kg™?) evidencian la presencia en el barro de
fracciones mas complejas y pesadas no detectables por cromatografia gaseosa. Este

resultado motivé la aplicacion del fraccionamiento de los hidrocarburos de petréleo.
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Figura IV 4. Perfil cromatogrdfico (GC-FID) obtenido a partir del extracto acetona:hexano del barro FP.

API.

IV.1.3 Determinacion de las fracciones de hidrocarburos saturados y aromaticos, resinas y

asfaltenos (SARA) del barro FP y FP PSA

El estudio de la composicién del barro FP se llevd a cabo por fraccionamiento bajo
la norma 143 modificada a partir de solventes orgdnicos (ver Seccidn 111.3.8 Materiales

y Métodos), utilizada para la caracterizacién de crudos de petréleo.

En la Figura IV 5 se observan las fracciones de hidrocarburos saturados,
aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA) con las coloraciones esperadas de acuerdo con
lo observado en los fraccionamientos de los crudos de petréleo. Una diferencia notable

es la presencia de tierra como producto final del proceso de separacion.
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Figura IV 5. Fracciones SARA del FP. Filtrado de fraccion maltenos (hidrocarburos saturados y aromdticos
y resinas Il) en n-pentano (A). Extracto de fraccion de resinas | luego de extracciéon por Soxhlet con n-
pentano (B). Fraccion de asfaltenos en tolueno (C). Tierra retenida por filtracién al final del proceso de

extraccion con tolueno (D).

Se aplicé el mismo procedimiento para determinar las fracciones luego de la
oxidacién del barro FP con persulfato de amonio (FP+PSA). Los resultados de la

concentracién de HT (FT-IR) para cada fraccion se muestran en la Tabla IV 2.

Tabla IV 2.Concentracion de HT en cada fraccion del FP antes y después del tratamiento oxidativo con

PSA.
Tratamiento Maltenos Resinas | Asfaltenos  Total (mg. kg?)
FP 10.704+2.588,3 5.752+1.618 297143 16.753+4.162,4
FP+PSA 13.045+508 1.495+600 205134 14.745+58

Promedios * desviaciones estdndares (n=3)

Del analisis de los resultados de la Tabla IV 2 se observa que el tratamiento
oxidativo no produjo un descenso significativo en la concentracion total de HT
(expresado como la suma de las fracciones) (t=0,68: p=0,62). Este resultado seria
contrario al obtenido a partir de los extractos con percloroetileno (Figura IV 2). Esta

diferencia es atribuible a los procedimientos de extraccion aplicados en cada método.

La determinacién de los HT por extraccidn exhaustiva con percloroetileno nos

permite evaluar el efecto del PSA sobre el total del barro FP.
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En cambio, el fraccionamiento SARA nos permite evaluar el efecto oxidativo en

cada fracciéon determinada.

Comparando las medias entre los tratamientos (Prueba “t Student” bilateral), el
tratamiento oxidativo Unicamente produjo un cambio significativo en la fraccidon de
Resinas | (t=8,26; p=0,014), reduciendo su concentracion de 34,2% a 10,1% (Figura IV.6).
El aumento de la fraccién Maltenos de un 63,9% a 88,5%, resultd no significativo
(t=-1,26; p=0,33), al igual que el descenso de la fraccién Asfaltenos (t=2,36; p=0,14),

indicando que el tratamiento con PSA no produjo cambios sobre estas fracciones.

Maltenos M Resinas| M Asfaltenos

80 -
60 -
40 -

20 A

Fracciones barro (%)

FP FP+PSA

Figura IV 6. Porcentaje de HT de las fracciones maltenos, resinas | y asfaltenos del fondo de pileta sin oxidar (FP) y

oxidado con persulfato de amonio (FP+PSA).

Cabe la aclaracidn que las metodologias y sus objetivos son diferentes, por lo que
el fraccionamiento con distintos solventes orgdnicos nos permitira evaluar el efecto del
oxidante sobre las fracciones mas polares y recalcitrantes y la extraccion con

percloroetileno nos permitira ver el efecto global sobre la concentracidn final.
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IV.3 Caracterizacidon microbioldgica del FP

Aplicando métodos de cultivo fue determinada la concentracidn de poblaciones
bacterianas heterdtrofas, degradadoras de hidrocarburos (HA y PAH), de bacterias

reductoras de sulfato y de hongos presentes en el barro FP.

Como se puede observar en la

Tabla Iv 3, el barro FP posee una comparativamente alta concentracién de
bacterias heterétrofas, presentando también un potencial de bacterias degradadoras de
PAH y en menor medida degradadoras de HA. La presencia de bacterias reductoras de
sulfato (anaerobias estrictas) se correlaciona con la presencia de compuestos sulfurados

facilmente reconocibles por el olor del residuo.

Tabla IV 3.Caracterizacion microbiolégica del barro FP.

Log UFC.g'ss /Log NMP gbs

Bacterias heterdtrofas 79+0,1
Bacterias degradadoras de PAH 5,85+ 0,06
Bacterias degradadoras de HA 3,6+0,3
Bacterias sulfato reductoras 5,5+0,2
Hongos 515

En la Figura IV 7 se observa la diversidad de morfotipos de colonias bacterianas
(A) determinada en los recuentos sobre R2 agar. También se aprecié diversidad de

morfotipos fungicos sobre Rosa Bengala-agar (B).
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Figura 1V 7.Recuento de bacterias heterétrofas en medio R2A (dilucion -6) (A). Se observan diferentes

morfotipos. Recuento de hongos en medio Rosa de Bengala) (B).

IV.4 Analisis taxondmico de las comunidades bacterianas y fungicas nativas del

barro FP y FP+PSA

Los resultados de la secuenciacidn masiva fueron analizaron con el software
bioinformatico QIIME1 (v1.9.1). La cobertura del proceso de secuenciacion se evalud a
través de las curvas de rarefaccion (ver Anexo Figura A.1), representacién gréfica del
numero de OTUs observadas en funcién del nimero de secuencias, y del indice de Good
(indice de cobertura). El analisis de alfa diversidad se determiné mediante los
estimadores de riqueza de especies (Chao 1), diversidad de Shannon e Inversa de

Simpson, como indicador de uniformidad de especies.

La Tabla IV 4 muestra los estimadores de alfa diversidad determinados a partir
del barro FP antes y luego del tratamiento oxidativo con PSA. En ella se aprecia que,
tanto para las bacterias como para los hongos, la cobertura de la secuenciacién fue de

96-98%.

La aplicacion del PSA produjo una leve disminucién de la riqueza de especies
bacterianas, indicado por el descenso en el nimero de OTUs observadas y en el indice
de Chao 1. La marcada reduccidn del indice de Shannon evidencié la reduccién de la

diversidad de especies comunes, manteniéndose la uniformidad del arreglo bacteriano.
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Tabla IV 4. Parametros de diversidad bacteria y fungica del barro FP obtenidos a partir de la
secuenciacion por llumina de los genes 16S rARN y 18SrARN respectivamente, antes y después del

tratamiento oxidativo con PSA.

indice indice Inversa indice
Tratamientos
OTUs de de de de
observadas Chao 1 Shannon Simpson  Good (%)
Bacterias
FP 356 448 6,08 1,04 96
FP+PSA 280 393 3,35 1,47 98
Hongos

FP 134 157 3,30 1,10 98
FP+PSA 88 182 1,02 3,28 98

La Figura IV 8 muestra los érdenes predominantes en el barro FP, previos al
tratamiento oxidativo. Estos pertenecieron a la clase Betaproteobacteria, con una
abundancia del 25% del orden Burkholderiales representado por miembros del género
Polaromonas, y a la clase Gammaproteobacteria con una abundancia del 10,7% del
orden Pseudomonadales. Pocas secuencias pudieron ser asignadas, destacandose un
bajo porcentaje pertenecientes al género Pseudomonas (Pseudomonadaceae) y

Acinetobacter (Moraxellaceae).

El orden Anaerolineales (17,7%) estuvo representados por miembros del género
T78 (Familia Anaerolinaceae). Finalmente, un 12,6% correspondié a miembros del orden

Lactobacillales.
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Figura 1V 8.Perfiles taxonomicos de las comunidades bacterianas a nivel de Orden, en el barro
petroquimico FP antes y después de la oxidacion. Se considerd las abundancias de érdenes menores a

0,5% como “Otros”. Las barras en la leyenda indican el Phylum al cual pertenecen los drdenes.

Luego del tratamiento oxidativo, miembros de los drdenes Pseudomonadales y
Lactobacillales aumentaron su proporcion al 64,9% y 23%, respectivamente resultando
los predominantes. Un bajo porcentaje de secuencias pudieron se asignadas,
detectandose un 3,9% pertenecientes al género Pseudomonas. No obstante, este
porcentaje duplicéd el valor detectado en el barro antes del tratamiento oxidativo.
Miembros del género Lactococcus fueron identificados como representativos del orden
Lactobacillales. Los d6rdenes Burkholderiales y Anaerolineales disminuyeron
agudamente su abundancia relativa al 1,8% y 0,6%, respectivamente, sugiriendo una
marcada sensibilidad al estrés oxidativo. Mientras que el orden Bacillales reveld un

aumento (3,4%), representado por el género Bacillus.

La comunidad fungica revelé una marcada reduccién en el indice de Shannon
sugiriendo un mayor impacto del tratamiento sobre las poblaciones comunes y un

arreglo mas equitativo.
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Figura IV. 9. Perfiles taxonémicos de las comunidades fiingicas a nivel de Orden, en el barro
petroquimico FP antes y después de la oxidacion. Se considerd las abundancias relativas mayores al 1%.

Las barras en la leyenda indican el Phylum al cual pertenecen las drdenes.

El analisis taxondmico del barro FP reveld una dominancia de miembros del
phylum Basidiomycota (47%), Ascomycota (28%) y Zoopagomycota (18%). En el phylum
Basidiomycota  estuvo  representado  principalmente  por dos clases,
Agaricostilbomycetes (25%, orden no asignado) y Microbotryomycetes (19%). Esta
ultima clase se correspondié con los géneros Sporobolomyces (19,0%) y Rhodotorula
(10,6%), pertenecientes al orden Sporoboliales. Con respecto a los otros fila, miembros
del orden Eurotiales/Aspergillus (8,26%) caracterizaron al phylum Ascomycota, mientras
que el orden Basidiobolales/Basidiobolus (18,4%) representé al phylum

Zoopagomycota.

Luego del tratamiento oxidativo, resulté evidente la dominancia de miembros
del orden Eurotiales (93,6%) representado en su totalidad por el género Penicillium.

(Figura IV. 9).
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IV.5 Evaluacién de la toxicidad del FP: Test de fitotoxicidad sobre semillas de

lechuga

Los resultados del ensayo de toxicidad se presentan en la Tabla IV.5. En ella se
observa que el indice de germinacién disminuye a medida que aumenta la concentracién
del extracto acuoso del residuo, apreciandose el maximo porcentaje de inhibicién a

partir de la dilucién 25%.

Tabla IV 5.Fitotoxicidad en extractos acuosos del barro FP. indice de germinacién porcentual (1G%), e

Indices porcentuales de Inhibicién en la elongacion radicular (IEr %) y del hipocétilo (IEh%).

Concentracion del

IG% IEr% IEh%
extracto acuoso del FP
5 49,31 22,06 24,03
10 11,42 65,03 62,51
25 0,01 98,91 98,76
50 0,02 98,83 98,47
100 0,01 99,07 98,91

En cuanto al indice porcentual de inhibicién de la elongacion de la radicula (Elr %)
y del hipocétilo (Eln %) se registra un comportamiento similar a la germinacion, donde a
partir de la dilucién 25% ambos indices alcanzan los maximos valores del porcentaje de
inhibicion. En la Figura IV. 10 se presentan las fotografias de las plantulas desarrolladas
con los extractos acuosos menos concentrados, registrandose la presencia de pelos

radiculares como en el control.
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Figura IV. 10. Fitotoxicidad del FP. Control con agua destilada (A), extractos acuosos dilucién 5% (B) y

10% (C). Obsérvese la presencia de pelos radiculares tanto en el control como en presencia del FP.

Con la finalidad de determinar si existe alguna relaciéon de la respuesta de la
longitud de la radicula y la longitud del hipocétilo frente a las diluciones del extracto, se
realizd el analisis de correlacion de Pearson, resultando una correlacién positiva

(R2=0,972) entre las dos variables.
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Figura IV 11. Longitudes promedio de las radiculas e hipocdtilos de L. sativa a diferentes concentraciones
del extracto acuoso del residuo FP. Las barras indican los desvios estdndares (n=120). Las letras
minudsculas indican las diferencias entre las concentraciones y el control con agua destilada (ANOVA de

una via, Test deTukey, *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05).

La Figura IV. 11 muestra la variacion promedio de la longitud de la radicula y del

hipocétilo (mm) en funcidn de las diluciones del extracto. A partir del andlisis de varianza
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(ANOVA de una via) entre el factor dilucidn del extracto acuoso y la longitud de radicula
e hipocotilo independientemente, resultaron diferencias altamente significativas

(p<0.001) a partir de la concentracién 10%.

Los resultados evidenciaron un efecto téxico maximo a partir del 25% de
concentracion del extracto acuoso del barro FP, para los tres pardmetros analizados:

germinacién, elongacion de radicula y de hipocétilo.

IV.6 Discusion

Grandes cantidades de barros oleosos son generados anualmente en refinerias
de petrdleo a nivel mundial a expensas de altos costos econdmicos y ambientales
(Huietal., 2020). La busqueda de técnicas alternativas para la recuperacién y disposiciéon
final de estos residuos es actualmente un desafio a fin de minimizar sus efectos (Johnson

& Affam, 2019).

Por tratarse de un residuo peligroso, la legislaciéon nacional exige (Ley N° 24.051,
Art.15, Morelli et al., 2001) una caracterizacion fisicoquimica y biolégica de los barros
derivados del petréleo dado que los resultados proveen las bases para la evaluacion del

riesgo potencial hacia el ambiente.

Los barros estdn compuestos principalmente entre un 20-30 % de crudo de
petréleo, 30-40 % de agua y 40-50 % de suelo, ademas de traza de metales pesados
(Hu et al., 2017). Sin embargo, su composicion es dependiente de la quimica del crudo
de partida y su procedencia, asi como también del procesamiento de refinado, como
por ejemplo un barro proveniente de un fondo de tanque de almacenamiento es
diferente de uno existente en una pileta de separacién APl o generados a consecuencia

de la etapa de lavado del equipamiento (Da Silva et al., 2012).

El Naggar y colaboradores (2010) observaron que la recuperacion vy
cuantificacién de los componentes de los barros oleosos son también dependientes de
la seleccion de los solventes de extraccidn, la relacidn barro/solvente, la temperatura y

el tiempo del proceso de extraccién. Es conocido que una adecuada seleccién del
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solvente facilitard la caracterizacién del residuo, disminuyendo costos y tiempo de
recuperaciéon e incrementando la extractabilidad de hidrocarburos. Los autores
comprobaron que la presencia de compuestos sdlidos en el barro condiciona la
eficiencia de extraccion, principalmente por procesos de desorcién asociados a la
estructura de los poros en la matriz y su interaccion a través de puentes de hidrégeno,
siendo la fraccién resinas un factor condicionante del tiempo de extraccién, mientras

que la fraccion de asfaltenos es la mas dificil de recuperar debido a su fuerte polaridad.

En la presente tesis, el barro FP fue caracterizado determinando su
concentracion de hidrocarburos totales y las concentraciones de las fracciones alifaticas,
aromaticas, resinas y asfaltenos (SARA); asi como también fue evaluada su

susceptibilidad a la accion oxidante del persulfato de amonio.

La alta concentracion de HT determinada (209.529 mg/kg) fue comparable a los
datos reportados en la bibliografia (Marin et al., 2006; Roldan-Carrillo et al., 2012). La
evaluacién de la perdida abidtica luego de la esterilizacion del barro sugirié una baja a

escasa concentracion de compuestos volatiles en el barro.

El fraccionamiento del barro en 64% de maltenos (HA, PAH y resinas 11), 34% de
resinas | y 2% de asfaltenos, evidencid su alto contenido en resinas, comparado con
datos reportados por Hu y colaboradores (2013), quienes registraron un rango del 7—
22,4% de esta fraccion en muestras de barros analizadas. Asi mismo se destaco la

ausencia de hidrocarburos aromaticos cromatografiables.

La caracterizacién biolégica del barro FP se realizé a través del estudio de su
microbiota nativa. El analisis de la comunidad bacteriana revelé la dominancia de
bacterias pertenecientes al phylum Proteobacteria (50%), principalmente a las clases
(29%) y v (12%). Esta dominancia también fue reportada por otros autores a partir de
barros oleosos de refineria (Militon et al., 2010; Sarkar et al., 2016). La presencia de
miembros de los géneros Polaromonas (Betaproteobacteria/Burkholderiales) vy
Pseudomonas sp (Gammaproteobacteria/Pseudomonadales) detectados en el barro se
correspondid con hallazgos de estos géneros en suelos (Lladd et al., 2015; Sutton et al.,

2014) y sedimentos (Jeon et al., 2003; Dias, 2011) contaminados con hidrocarburos.

121



Capitulo IV Resultados

También fueron registrados en efluentes y barros oleosos (Di Martino et al., 2012; Ma

etal., 2013; Goveas et al., 2020).

La presencia de miembros del orden Anaerolineales (17,7%) se asocia con la
condicién andxica propia de la generacién de estos barros. La presencia de miembros
del género T78 puede ser explicada a través de la reconocida participacion de estas
células en pasos de fermentacion e hidrdlisis en procesos de digestién anaerdbica (Yuan
et al., 2015; Jiang et al., 2019). Ha sido sugerido que la morfologia filamentosa de estos
microorganismos y su posicidn particular dentro de los fléculos o granulos cumple una
funcién clave en el mantenimiento de la estructura de los fléculos (Petriglieri et al.,
2018) y los granulos (Zhu et al., 2017). Células de T78 también podrian metabolizar

alcoholesy carbohidratos a través de interacciones sintroficas (Praveckova et al., 2016).

La abundancia de miembros del orden Lactobacillales (12,6%) no pudo ser
asignada a géneros descriptos (<0,5%). Las caracteristicas generales del orden
corresponden a bacilos Gram-positivos, no esporulados con metabolismo
mayoritariamente fermentativo, pudiendo asimilar hidratos de carbono, glicerol y
acidos organicos. A diferencia de muchos anaerobios, en su mayoria no son sensibles al
oxigeno, pudiendo desarrollarse en su presencia, por lo que son clasificados como

anaerobios aerotolerantes (Bender et al., 2019).

Debido a los procesos de separacién y recoleccion, los barros petroquimicos
suelen estar expuestos a la atmésfera pudiéndose alterar la composicion de la
comunidad microbiana autéctona. Adicionalmente, la preparacién de los microcosmos
en el laboratorio también incide en su microbiota, inhibiendo a las poblaciones sensibles
al oxigeno. En estas condiciones, la acotada representaciéon de las bacterias
metanogénicas correspondientes al phylum Euryarchaeota puede ser atribuida a la
mavyor sensibilidad de estos microorganismos a la exposicién al aire durante los ensayos

de laboratorio.

La dominancia de levaduras basidiomicetdceas pertenecientes al orden
Sporidiobolales caracterizé la comunidad fungica del barro FP. Miembros de los géneros
Rhodotorula y Sporobolomyces (Orden Sporidiobolales), taxa caracteristicos de

muestras ambientales, fueron identificados en el barro. Varias publicaciones describen
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aislamientos de estos géneros a partir de suelos contaminados evidenciando su
capacidad de metabolizar PAH y tolerancia a metales pesados como el mercurio
(Romero et al., 1998; Liu et al., 2017; Sanjeeb & Nilanjana, 2017; Varjani, 2017; Ezekoye
etal., 2018; Prenafeta-Boldu et al., 2019).

Si bien la presencia de determinados taxa puede relacionarse con su capacidad
de tolerar y/o metabolizar compuestos de la matriz contaminada, algunos pueden estar
en estado activo o bien en forma de propagulo. Esto Ultimo puede explicar la deteccion
del género Ganoderma (Orden Polyporales) en esta matriz, que no es el habitat natural
donde crece este hongo, sino que sus basisidioesporas presentes en alta concentracion
en bioaerosoles, pudo haber sido la causa de su deteccién en el barro (Chen et al., 2018;

Redondo et al., 2020).

Entre los Ascomycotas, el orden Eurotiales fue dominante con el género
Aspergillus, y en menor frecuencia el orden Glomerellales con género Colletotrichum.
Miembros del género Aspergillus se han aislado de sitios contaminados y estudiado por
su capacidad de metabolizar hidrocarburos de petréleo como Unica fuente de energia

(Cerniglia & Sutherland, 2010; Al-Dhabaan, 2021).

Entre los hongos zygomycetaceos, el orden Basidiobolales (Zoopagomycota)
representado por el género Basidiobolus fue mayoritario (18%), del cual hasta la fecha
no se ha registrado reportes en sitios contaminados. Sin embargo, otros hongos
zygomycetdceos, como Mucor racemosus, Rhizomucor variabilis, Umbelopsis sp han sido

asilados con frecuencia en suelos contaminados con hidrocarburos (Kim et. al, 2010).

La caracterizacion toxicoldgica del barro FP, evaluada mediante utilizando
semillas de L. sativa, demostrd un alto porcentaje de inhibicién de la germinacion (IG%)
correspondiente al 67.35% en la concentracion del 10% del extracto acuoso. Resultados
similares fueron reportados por Morelli y colaboradores (1999) en la caracterizacion
toxicoldgica de dos barros APl con alto porcentaje de hidrocarburos aromaticos y menor
concentracion de resinas y asfaltenos, respecto del barro FP. Los autores estimaron un
porcentaje de IG mayor al 65% para una concentracion del 10% del extracto acuoso del
barro API. Una diferencia en la toxicidad de los barros APl y el barro FP fue evidenciada

a la concentracién del 5%, donde los barros API rindieron muy bajo efecto tdxico (<4%),
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mientras que el barro FP conservd una toxicidad del 37%. Este resultado sugiere que,
aun siendo una fraccién marcadamente hidrofébica, el mayor contenido de la fraccién

resinas del barro FP contribuye al efecto fitotdxico.

La aplicacion secuencial de PSA en tres dosis sobre el barro FP redujo la
concentracion de hidrocarburos totales en un 32% aproximadamente, luego de 20 dias.
Resultados similares fueron descriptos por Medina y colaboradores (2018) donde la
aplicacion de persulfato de amonio sobre un suelo crénicamente contaminado con
hidrocarburos aromaticos eliminé el 29% de los PAH presentes, principalmente los de
bajo peso molecular, sin cambios en el contenido de hidrocarburos alifaticos. De modo
andlogo, Peluffo y colaboradores (2018) demostraron una eficiencia de remocion de
fenantreno (36%) en un suelo contaminado artificialmente a los 7 dias de incubacién

tras la aplicacion de persulfato de sodio.

El tratamiento oxidativo con PSA generé modificaciones en la fraccion de
maltenos y resinas, sin cambios significativos en la fraccién de los asfaltenos. El
contenido de resinas se redujo significativamente en un 24%, mientras que los maltenos
se incrementaron casi en un 25%. Aun no siendo significativo el incremento de Ia
fracciéon maltenos, es posible inferir que el PSA oxidé la fraccién resinas |, provocando
su disminucion, y que los productos de oxidacién fueron extraidos en la fraccién mas

liviana correspondiente a los maltenos.

Gamarra & Ossa (2016) estudiaron el envejecimiento termo-oxidativo natural de
los asfaltos e interpretaron que los cambios en las fracciones SARA tras la oxidacion se
deben al movimiento de componentes desde las fracciones no-polares hasta las mas
polares generando nuevas estructuras en la fraccién asfalteno con grupos funcionales
enriquecidos en oxigeno. Estos cambios porcentuales relativos a la oxidacién en las
fracciones SARA son de conocimiento limitado, siendo los cambios quimicos dificiles de
interpretar (Petersen, 2009). Por lo tanto, es aln necesario indagar utilizando otras
técnicas, como FT-IR, a fin de proporcionar informacidon quimica adicional sobre Ila
distribucién de las cadenas alifaticas, aromatizacidn, grupos sustituyentes aromaticos y
otros grupos funcionales con el fin de dilucidar el alcance del tratamiento oxidativo

sobre la matriz de hidrocarburos del barro.
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El radical sulfato (SO4*) generado por el tratamiento con PS produce
peroxidacion lipidica, oxidacidon de proteinas, dafos en el ADN y otros efectos téxicos
(Cabiscol et al., 2000) sobre células susceptibles, causando muerte celular. Sin embargo,
dependiendo de su estructura y también de su disposicidn en la matriz heterogénea del
barro, otros microorganismos pueden ser afectados en menor grado, o incluso resistir
el efecto oxidativo. En este sentido el espesor de las esporas bacterianas y muchas de
origen fungico como las melanizadas pueden minimizar la accién biocida del radical
sulfato y explicar la persistencia de ciertos grupos microbianos después de su exposicién
al tratamiento oxidativo (Nosanchuk & Casadevall, 2006; L. Lin & Xu, 2020). También,
dependiendo del alcance del tratamiento es posible inducir la esporulacidn de algunos
microorganismos al generarse compuestos de menor peso molecular que actian como
activadores, con el consecuentemente incremento celular comparado con el barro de

partida (Alonso-Monge et al., 2003; Wang et al., 2018).

En concordancia con Gou y colaboradores (2020), la biomasa correspondiente al

ADN extraido del barro FP se redujo después de la oxidacidn con persulfato de amonio.

Al evaluar el efecto del PSA sobre la microbiota nativa del barro FP, se observo
una reduccidn de aproximadamente un 50% en la concentracion de bacterias

heterdtrofas cultivables (comunicacion personal Dra. Peluffo).

El andlisis de la diversidad bacteriana reveld un marcado impacto sobre la
diversidad de especies, resultando dominantes miembros de los ordenes
Pseudomonadales, con un significativo incremento de la abundancia del género
Pseudomonas. Miller y colaboradores (1996) describieron una disminucién de bacterias
heterétrofas cultivables en lixiviados de suelo contaminados con el herbicida de
naturaleza aromatica (pendimetalina) luego de ser tratados con el reactivo de Fenton,
junto con el incremento en la concentracién de especies de Pseudomonas. Este
resultado fue asociado a los cambios generados en la matriz del barro por el tratamiento
oxidativo, favoreciendo el desarrollo de aquellas poblaciones tolerantes/resistentes al
estrés y de rapida capacidad de crecimiento a expensas de los productos de la oxidacién
parcial de la materia organica. Dicho comportamiento es compatible con el esquema de
estrategas r, siendo los miembros del género Pseudomonas un ejemplo de poblaciones
frecuentemente descripto (Kakosova et al., 2017; Medina et al., 2018; Gou et al., 2020).
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El incremento de la abundancia a casi el doble del orden Lactobacillales
evidenciarian la tolerancia al estrés oxidativo generado tras la aplicacién del PSA, tal

como reportan otros autores frente al mismo oxidante (Song et al., 2019).

El tratamiento oxidativo revelé una marcada reduccién de la diversidad fungica,
disminuyendo la abundancia de especies dominantes para rendir un arreglo mas

uniforme.

A diferencia de las bacterias, los hongos pueden colonizar nuevos sustratos a
través de la diferenciacion de micelio. El éxito en la colonizacién dependera de las
estrategias de vida de cada especie. Segliin Boddy y Hiscox (2017) los hongos presentan
3 estrategias de vida segun el agente impulsor: el estrés (estrategas S), la perturbacion
(estrategas R) y la incidencia de competidores (estrategas C), a menudo presentan una
combinacién de las tres. La llegada y el establecimiento exitoso a un nuevo recurso
(recurso primario) dependerd de las capacidades enzimaticas del hongo, asi como
también de las condiciones ambientales, principalmente el estrés abidtico. Dentro de la
competencia flngica por los recursos organicos se reconocen: (i) la captura de recursos
primarios, cuando un hongo coloniza y gana influencia sobre un territorio/recurso
previamente desocupado, y (ii) la captura de recursos secundarios, cuando un hongo

captura territorio de hongos que ya han colonizado un recurso (Boddy, 2000).

El gran incremento del phylum Ascomycota, representando casi en su totalidad
por el género Penicillium (orden Eurotiales) (91%) revelaria la rdpida respuesta ante el
estrés oxidativo de ciertos hongos. Schmidt-Heydt y colaboradores (2015) reportaron la
capacidad de Penicillium verrucosum para producir micotoxinas frente al estrés
oxidativo ocasionado por altos niveles de NaCl, Cu*? o exposicion a la luz, lo que permite
a la especie adaptarse a una amplia variedad de ambientes. Adicionalmente, la
activacion de la esporulacién como respuesta al estrés ocasionado durante tratamientos
de pasteurizacion fue descripta en 4 especies de hongos pertenecientes al orden
Eurotiales (Dijksterhuis et al., 2018). Algo similar habria ocurrido tras la oxidacién del
barro, donde los estrategas R representantes de Eurotiales, esporularon rapidamente
garantizando su deteccion y/o su supervivencia a expensas de compuestos hidrosolubles

facilmente asimilables.
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En este escenario, la presencia de productos derivados del tratamiento con PSA
pudo desencadenar mecanismos de competencia como la producciéon de compuestos
orgdanicos disueltos o volatiles; permitiendo la transicion de una estrategia R a una
estrategia combativa (estrategia C) generando intermediarios para tolerar el estrés

oxidativo remanente.

IV.7 Conclusiones

v" El barro FP API tiene una alta concentracién de hidrocarburos totales,

representada principalmente por las fracciones resinas | y II.

v'  La abundancia relativa de representantes del phylum Proteobacteria, con
miembros reconocidos degradadores de hidrocarburos, detectados en la biota del barro
FP, sugiere un potencial metabdlico activamente degradativo, compatible con las
caracteristicas de estrategas r. Del mismo modo, la abundancia de miembros del
phylum Basidiomycota, Ascomycota y Zoopagomycota, contribuiria a una biota
potencialmente degradadora, aun considerando que algunos de sus miembros podrian

estar presentes como propagulos.

v'  Elrelativamente alto efecto fitotdxico observado es un rasgo para considerar

en los tratamientos de biorremediacién a aplicar.

v' El tratamiento oxidativo aplicado fue efectivo, reduciendo un 31+5% el
contenido de HT, siendo evidente el alcance sobre la fraccion de Resinas I. Estos cambios
fueron acompafiados con la reducciéon de la carga bacteriana cultivable, disminuyendo
las posibilidades de competencia con el inoculante fungico. No obstante, la biota
bacteriana mantuvo su riqueza y diversidad de especies. El efecto oxidativo promovié
tanto el aumento de poblaciones degradadoras de hidrocarburos (Pseudomonadales),

como de generalistas (Lactobacillales).

v" La comunidad fungica revelé un descenso en su diversidad de especies

postratamiento oxidativo, siendo dominante el género Penicillium, un estratega R con
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rapida respuesta al estrés oxidativo a través de la activacién de su esporulacidny sintesis

de metabolitos secundarios.

v" Eluso de PSA sobre una matriz compleja como es el barro FP generé nuevos
interrogantes en el tratamiento oxidativo respecto de la disponibilidad de los

contaminantes mas complejos.
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V  Estudio del potencial de hongos saprotrofos para su aplicacion

en estrategias de remediacion de hidrocarburos

Ha sido ampliamente documentada la capacidad de los hongos degradadores de
la madera, especificamente los HPB, para degradar PAH de alto y bajo peso molecular a
través de complejos sistemas oxidativos que incluyen a enzimas extracelulares. La
expresion de estas enzimas, lacasas o peroxidasas, estd bajo la regulacion de diferentes
factores fisiolégicos que modulan los mecanismos de respuesta frente a xenobidticos y

antioxidantes (Janusz et al., 2013).

El metabolismo funigico de los PAH se puede monitorear a través de diferentes
estrategias de estudio, analizando por ejemplo el perfil de distintos marcadores
guimicos. Los acidos grasos, ya sean saturados o insaturados, son esenciales para la
estructura celular y actividad fungica, formando parte principalmente de los fosfolipidos
de membranay los triglicéridos. Aunque la acumulacién de estos ultimos se produce en
un compartimento intracelular denominado cuerpo lipidico, consistente de un nucleo
formado por los triglicéridos rodeado por una monocapa de fosfolipidos, ha sido
demostrado también que este sitio es el destino de otros compuestos organicos como

PAH (Verdin et al., 2005; Beopoulos et al., 2011).

La sintesis de lipidos ocurre por dos vias metabdlicas principales: una
denominada de novo y otra ex novo. La primera utiliza al acetil-CoA generado en la
mitocondria como precursor metabdlico, mientras que en la via ex novo los acidos

grasos incorporados con la nutricién son los precursores.

Durante la via de novo, el 4cido palmitico mayoritariamente es el precursor de la
sintesis de los otros acidos grasos a través de la sucesiva elongacion y desaturacion de
su estructura carbonada, gracias a la accién de varias enzimas localizadas en el reticulo

endoplasmatico, especificamente las elongasas y desaturasas respectivamente.

Los &cidos palmitico (16:0), oleico (18:1A%) y linoleico (18:2A%'?) son dominantes
en las membranas de los hongos (Ruess et al., 2005; Stahl & Klug, 1996), siendo
considerado el 4cido linoleico un marcador fidedigno de la biomasa fingica (Boschker&
Middelburg, 2002). Aunque bajo condiciones de limitacién de nutrientes los
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heterétrofos sintetizan lipidos de novo (Gaye-Siessegger et al., 2003), el perfil de acidos
grasos que ellos sintetizan, al igual que la distribucién isotdpica del carbono componente
de estos compuestos, son rasgos variables dependientes de la especie, de la estructura
diferenciada en un momento determinado de su ciclo de vida, de su fisiologia vy
metabolismo lipidico, asi como también son influenciados por diferentes factores

ambientales, incluyendo la presencia de xenobidticos (Ruess et al., 2005).

El ergosterol ha sido ampliamente utilizado para estimar la biomasa fungica en
hongos saprétrofos (Matcham et al., 1985; Nielsen &Madsen, 2000; Niemenmaa &
Hatakka, 2008; Niemenmaa et al., 2008). Sin embargo, aln existen controversias en su
utilizacién como biomarcador fungico, dado que depende de las especies, el estatus
nutricional, el estado de crecimiento y el efecto de los contaminantes sobre el

metabolismo (Srinivasan & Glaser, 1999; Barajas-Aceves, 2000; Hart & Brookes, 1996).

Con el fin de evaluar la habilidad de ciertos hongos saprétrofos para degradary
detoxificar hidrocarburos del petréleo, en el presente capitulo se desarrollan los

siguientes objetivos especificos:

- Evaluar el potencial degradador de PAH por diferentes hongos con el fin de
utilizarlo en estrategias de bioaumento fungico.

- Estimar la capacidad de tolerancia de los hongos seleccionados frente a PAH
en distintos medios de cultivo.

- Andlizar las capacidades de hongos seleccionados para metabolizar
diferentes PAH mediante el fraccionamiento isotdpico del Cy la sintesis de dcidos grasos.

- Evaluar la tolerancia de los hongos seleccionados frente al barro FP APl antes
y después de su oxidacion con PSA.

- Identificar el efecto del pireno y barro FP sobre la biomasa fungica en cultivos
liquidos.

- Evaluar la capacidad de mineralizacion de los hongos LPSC 232 y LPSC 436

en presencia del barro FP y su microbiota nativa.
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V.1 Cultivo fingico sobre medio agarizado
V.1.1 Tolerancia y potencial degradador de PAH de hongos seleccionados

V.1.1.1 Mezcla de PAH en presencia de carboximetilcelulosa (CMC)

El efecto de una mezcla de PAH sobre el crecimiento miceliar fue diferente entre
los hongos ensayados, tanto en presencia como en ausencia de CMC. Como se muestra
enlaTablaV. 1, G. subvermispora FBCC 313 resulté ser intolerante a los PAH, ya que no
pudo desarrollar micelio en presencia la mezcla de PAH, aun cuando se suplementa con
carboximetilcelulosa como fuente de carbono adicional. Por otro lado, P. albobadia
LPSC 285 presentd la mayor tasa de tolerancia, con colonias mas densas que su control,
aungue no se observé halo de solubilizacion de PAH G. subargentea LPSC 436 vy
G. sepiarium LPSC 735 tuvieron una tasa de tolerancia de 69 y 50 respectivamente, con
colonias mucho mas densas y altas que sus controles sin hidrocarburos. Registrandose
halo de solubilizacién en las placas con PAH como Unica fuente de carbono, mucho mas
notorio en G. sepiarium (Figura V. 1). En C. rigida LPSC 232 se observd un halo y
tolerancia menor, con respecto al resto de los hongos. Sin embargo, en el calculo de
tolerancia sélo se tiene en cuenta el didmetro de las colonias y no el aspecto del micelio.
En relacidn con lo mencionado, la respuesta de C. rigida LPSC 232a los PAH es diferente,
en comparacion con LPSC 436 y LPSC 735 donde el aspecto del micelio es mucho mas

denso y alto.
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Tabla V. 1. Potencial degradador de los hongos sobre una mezcla de PAH en presencia y ausencia de

cMmC.
Coriolopsis Peniophora Gelatoporia Grammothele = Gloeophylliu
rigida albobadia subvermispora subargentea m sepiarium
LPSC 232 LPSC 285 FBCC 313 LPSC 436 LPSC 735
@ h/@ @ h/@ @ h/@ @ h/@ ) h/@
cMC 53° 1 372 1 18 2,05 432 1 342 1,29
CMC+
20° 1,50 30° 1,03 ND NC 27°¢ 1,07 11° 3,18
PAH
PAH 20° 1,05 30° 0 ND NC 30° 1,07 17° 1,12
Tolerancia
37 81 0 69 50
a PAH (%)*
Actividad
+ + + + -
oxidativa

@= Digmetro de la colonia (mm), h/@= relacion entre didmetro del halo celulolitico (en CMC y CMC+PAH) o halo
solubilizador de hidrocarburos (en PAH) (mm) y diadmetro de la colonia (mm). * Tolerancia a mezcla PAH= (Didmetro
colonia en PAH/ Didmetro colonia en celulosa) x100. (+) Oxidacion de guayacol; (-) negativo. * No hubo crecimiento.
N=3. Desviaciones estdndares menores al 5%. Para cada hongo letras diferentes denotan diferencias significativas
(p<0.05, Tukey). ND= no desarrollado. NC= no corresponde.

Sobre las placas del ensayo anterior, se midié la capacidad celulolitica de cada
hongo en presencia o ausencia de la mezcla de PAH. Dicho ensayo tiene como objetivo
corroborar el co-metabolismo de los hongos, por lo que se utilizé CMC como fuente
adicional de carbono. Aunque todos los hongos presentaron actividad celulolitica, sélo
los aislamientos G. subvermispora FBCC 313 y G. sepiarium LPSC 735 revelaron halo de
celuldlisis, cuyos diametros fueron superiores a los frentes de crecimiento. Este
comportamiento puede ser atribuido a la difusién de sus enzimas extracelulares al
medio. Por el contrario, en el resto de los hongos, no se observd halo alrededor de la
colonia, sino que la actividad celulolitica se evidencié al desprender el micelio

desarrollado del agar.
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Figura V. 1.Cultivo de Gloeophyllum sepiarium (A), Grammothele subargentea LPSC 436 (B) y Coriolopsis
rigida LPSC 232 (C) sobre un medio minimo agarizado suplementado con CMC al 0,8% y una mezcla de

PAH y su halo de solubilizacion (circulo rojo punteado).

En el tratamiento CMC+PAH, los diametros de las colonias fueron menores al
control con CMC, evidenciando un efecto téxico de los hidrocarburos. Sin embargo, el
cultivo de C. rigida LPSC 232 mostrd un leve halo celulolitico alrededor de su micelio en
CMC+PAH. Este comportamiento sugeriria que la presencia de PAH indujo la liberacién

de enzimas extracelulares, favoreciendo la solubilizacion de PAH.

Finalmente, fue observado que la relacion halo/didmetro colonia en presencia
de PAH es mayor en G. sepiarium LPSC 735, indicando que su actividad celulolitica no se

modifica en presencia de PAH (Figura V. 2).

Figura V. 2. Actividad celulolitica de LPSC 735. En presencia de una mezcla de PAH suplementado con

CMC (A), control positivo con CMC (B). Halo de degradacion de la CMC revelado con rojo Congo.

135



Capitulo V Resultados

V.1.1.2 Actividad enzimdtica celulolitica y oxidativa de los hongos seleccionados

Al evaluar la actividad enzimatica oxidativa entre los distintos hongos (Cultivo en
presencia de guayacol), se corroboré que los hongos de podredumbre blanca presentan
actividad fenol oxidasas, mientras que G. sepiarium LPSC 735, hongo de podredumbre

parda, no expresa dicha actividad (Tabla V. 1).

V.1.1.3 Crecimiento y potencial degradador de hongos saprétrofos en cultivos duales

sobre una mezcla de PAH

Se evalud la co-inoculacién de G. sepiarium LPSC 735 (HPP) con hongos causantes
de la pudricién blanca de la madera (HPB) y su efecto en la solubilizacion de la mezcla
de PAH, a excepcién de G. subvermispora FBCC 313 quien resulto ser intolerante a los

hidrocarburos.

A los 7 dias de incubacién, se midieron los diametros de las colonias (sin
contacto), y registré que todos los hongos, en presencia de PAH, con y sin CMC,
redujeron sus didmetros en comparacion con su control (CMC), como se evidencié en
los cultivos individuales. Como se observa en la Tabla V. 2, no se registré inhibicion de
la actividad oxidativa en ninguno de los co-cultivos de HPB en presencia de G. sepiarium
LPSC 735. La tolerancia de LPSC 735 frente a la mezcla de PAH en los cultivos duales no
vario significativamente respecto de su comportamiento individual. La presencia de
PAH no modificé su capacidad solubilizadora de CMC en ninguno de los cultivos duales,
a pesar de reducirse considerablemente el didametro de la colonia, respecto de su

control.
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Tabla V. 2.Potencial degradador de cultivos duales entre G. sepiarium LPSC 735 y hongos causantes de

la pudricion blanca de la madera sobre una mezcla de PAH en presencia y ausencia de CMC.

G.sepiarium C. rigida G.sepiarium P.albobadia G.sepiarium G.subargentea

LPSC 735 LPSC 232 LPSC 735 LPSC 285 LPSC 735 LPSC 436

? h/@ ? h/@ ? h/@ ? h/@ ? h/@ ? h/@

cmcC 338 1,27 374 1 348 1,18 401 1,13 358 1,23 47~ 1

CMC+PAH 13¢ 3,08 10° 1,5 12° 3,33 30¢ 1,1 14° 3,21 28¢ 1

PAH 15¢ 13 10° 1 14P 1,43 338 1 12° 1,58 29¢ 1,1

Tolerancia
45 27 41 83 34 62
a PAH (%) *

Actividad

oxidativa

@= Didmetro de la colonia (mm), h/@= relacién entre didmetro del halo celulolitico (CMC y CMC+PAH) o halo
solubilizador de PAH (mm) y didmetro de la colonia (mm). * Tolerancia a mezcla de PAH= (Didmetro colonia en PAH/
Diametro colonia en celulosa) x100. (+) Oxidacion de guayacol; (-) negativo. N=3. Desviaciones estandares menores al
5%. Las letras en mayusculas indican las diferencias significativas entre los diagmetros de la colonia entre los
tratamientos y los hongos en cada dupla (ANOVA de dos vias. Prueba de Tukey, nivel de confianza del 95%).

El par LPSC735-LPSC 285 mostré inhibicién al contacto, mientras que los pares
LPSC 735-LPSC 232 y LPSC 735-LPSC 436 registraron una parcial interaccién entre los
micelios (Molla et al., 2001). Sélo en el par LPSC 735-LPSC 436 se observé un halo de
solubilizacion de PAH mayor que el observado en el resto de los pares (Figura V. 3A) y

la presencia de exudados en la zona de contacto.

Figura V. 3.Ensayo de co-inoculacién. LPSC 735- LPSC 436. En MMS+PAH (A) y MyA2 suplementado con
guayacol (B), a los 7 dias de incubacion. Obsérvese los exudados color dmbar en la zona de contacto entre

los hongos.
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V.1.1.4 Tolerancia de Coriolopsis rigida LPSC 232 y Grammothele subargentea LPSC
436 frente a cristales de PAH

La tolerancia a cristales de PAH fue ensayada disponiendo los cristales en la
superficie de medios agarizados describiendo un anillo a 2 cm del punto de siembra (ver
Seccidn 111.2.3.2). De este modo se evalud la tolerancia de C. rigida LPSC 232 y G.
subargentea LPSC 436 en MMS suplementado con glucosa y MMS suplementado con

extracto de malta (EM).

Los resultados mostraron que, en ambos hongos, el didmetro de la colonia fue
significativamente mayor en el medio con EM. Las colonias en el medio MMS
suplementado con glucosa fueron menores y menos densas, independientemente de la

presencia de PAH (Figura V. 4).

Independientemente de la composicion del medio basal, (MMS+G o0 MMS+EM),
no fue observado desarrollo fungico en presencia de cristales de naftaleno, indicando

un 100% de inhibicion atribuible a la toxicidad del PAH en fase vapor.

Con respecto al resto de los PAH testeados, ambos hongos respondieron
similarmente, registrandose los mayores didmetros de las colonias en pireno (PIR),

antraceno (ANT) y fluoreno (FLU).

Como se puede ver en la Figura V. 4, el crecimiento radial de ambos hongos no
se vio impedido por los cristales de PAH (a excepcidén del naftaleno), incluso en presencia
de ANT, PIRy FLU el desarrollo se extendié sobre los mismos hacia los bordes de la placa.
En C. rigida LPSC 232 la presencia de ANT generd un efecto estimulador significativo en
el didmetro de la colonia respecto al control en MMS+EM de un 20%, no asi en el
MMS+G donde el crecimiento fue similar a su control.

Mientras que el PIR no produjo cambios significativos en el medio suplementado
con EM, si disminuyd el crecimiento fungico significativamente en MMS+G en un 19%al
igual que el FLU, en un 23%.

Tanto FLU como FEN en MMS+EM generaron una disminucién significativa y

similar (~13%), siendo mayor el efecto inhibitorio del FEN en MMS+G (57%). En
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presencia de DBT la tolerancia fue menor, reflejado en sus tasas de inhibiciéon de 65 y
70% en medio con EM y G, respectivamente.

Para G. subargentea LPSC 436 la presencia de ANT evidencié un crecimiento
significativamente mayor que su control en ambos medios de cultivo (8% EM y 13% G).
Este efecto estimulador se observé también en presencia FLU sélo en EM (7%),
registrandose ademas la presencia de pigmentacién marrén en el micelio, mientras que
en medio suplementado con G tuvo un efector inhibidor del 10%. El PIR produjo un
efecto inhibitorio del crecimiento del G. subargentea LPSC 436 de 9%y 16% en extracto
de maltay glucosa respectivamente. En presencia de FEN el crecimiento radial se detuvo
a unos mm de los cristales, registrandose una inhibicion del 36% y 32%creciendo en

malta y glucosa respectivamente (Figura V. 5). En DBT la tasa de inhibicién fue de

38-44% en MM con EM y G, respectivamente, menores que en LPSC 232.

CONTROL ANT PIR FLU FEN DBT NAF

Figura V. 4.Cultivos de Coriolopsis rigida LPSC 232 (arriba) y Grammothele subargentea LPSC 436 (abajo)

sobre medio minimo agarizado con extracto de malta al 2% y con cristales de diferentes PAH.

CONTROL ANT PIR FLU FEN DBT NAF

Figura V. 5. Cultivos de Coriolopsis rigida LPSC 232 (arriba) y Grammothele subargentea LPSC 436

(abajo) sobre medio minimo agarizado con glucosa al 1 % y cristales de diferentes PAH.
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La Figura V. 6 presenta de manera comparativa los diametros de colonia de los
hongos frente a los cristales de PAH en ambos medios de cultivo ensayados. En ella se
sefala el efecto de la interaccién entre el tipo de fuente de carbono y el PAH
suplementado, sobre el crecimiento miceliar de los hongos. Sin embargo, para el caso
de C. rigida LPSC 232, el PIR en presencia de EM no mostré diferencias significativas con

respecto al control, asi como tampoco el ANT en presencia de glucosa.

Diametro de la colonia(mm)

Diametro de la colonia(mm)
@
o

GH
d
FEI

N

|

Figura V. 6. Diametro de colonia (mm) de C. rigida LPSC 232 (A) y G. subargentea LPSC 436 (B) en

Control

presencia de cristales de diferentes PAH a los 7 dias de incubacién. Promedios * desviaciones estandar
por triplicado. El andlisis estadistico entre comparaciones multiples de pares (ANOVA de dos vias) se realizé
por la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%. Las letras en mayusculas indican las diferencias
significativas entre las variables medio de cultivo y PAH (variables independientes) sobre el diametro de la
colonia. Las letras minusculas en negrita representan el nivel de significancia entre los PAH en presencia

de extracto de malta al 2% y las minusculas normal en presencia de glucosa al 1%.
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V.1.1.5 Cultivo de C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 en medio agarizado

con PAH como tnica fuente de carbono

Se evalud el potencial degradador de PAH individualmente, sin fuente de
carbono adicional, para C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436, segun protocolo
modificado (Bogardt y Hemmingsen, 1992) (ver Seccion 111.2.2.4).

Los resultados de la Tabla V. 3 muestran nuevamente que la presencia de PIR no
afecté a C. rigida LPSC 232. Mientras que FEN y DBT ejercieron un marcado efecto

inhibitorio (30% y 59%, respectivamente).

En estas nuevas condiciones G. subargentea LPSC 436 no resulté inhibido por el
PIR y formé un halo de solubilizacion (42+3,5mm) a los 8 dias. La inhibicion registrada
en FEN fue también acompafiada por la formacién de un halo de inhibicidn (43+3,5mm)
alos 10 dias. Las colonias de este hongo fueron mas densas y elevadas comparando con
las desarrolladas por C. rigida LPSC 232, comportamiento similar al registrado en los

ensayos anteriores.

Tabla V. 3. Crecimiento de C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 sobre medio agarizado con

diferentes PAH a los 8 dias de incubacion.

Hongo MMS MMS+PIR MMS+FEN MMS+DBT
LPSC 232 38+3° 34,7+0,6% 26+1° 15+2°¢
LPSC 436 44+4° 3943 *32+3P *33+3b

Diametro (mm) de la colonia promedio y desvios estdndar. Las letras indican las diferencias significativas entre los
datos de cada hongo con un nivel de confianza del 95%. (*) Formacion de halo de solubilizacidn a los 10 dias.

Las tasas de inhibicion para el DBT fueron de 59% y 25% para LPSC 232 y LPSC

436 respectivamente.
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V.1.1.6 Efecto de PAH seleccionados sobre el perfil de FAME en cultivos de LPSC 232 y

LPSC 436 y la relacién isotdpica 3C/*2C de dcidos grasos especificos utilizando glucosa 3C

Se evalué el perfil de los acidos grasos a partir de la biomasa de los hongos
cuando fueron cultivados en MMS con 0,1 % de glucosa, ya sea*2C o marcada con 3C en

sus 6 atomos de C (20 %), en presencia de PIR, DBT y PIR+DBT.

Se determind la relacion isotdpica 3C/*2C (%o) de los acidos palmitico (16:0) y
linoleico (18:2 (cis, cis A*!2)) por ser éstos los detectados en mayor porcentaje relativo,

y el acido linoleico ampliamente utilizado como un estimador de la biomasa fungica.

Dicha relacion fue estimada en los cultivos con glucosa marcada y sin marcar,

tanto en presencia como en ausencia de PAH.

De la observacidn macroscdpica de los cultivos se aprecié que la presencia de

glucosa marcada modifica el crecimiento de C. rigida LPSC 232 (Figura V. 7).

Figura V. 7. Cultivo de Coriolopsis rigida LPSC 232 en MMS suplementado con glucosa natural (1g/]) (A)
y glucosa 3C al 20% (B) sin PAH a los 14 dias de incubacion a 28 °C en oscuridad.

Las diferencias observadas en el perfil de FAME de C. rigida LPSC 232 entre los
medios de cultivo en presencia de los distintos hidrocarburos, en glucosa*?Cy en glucosa
marcada’3C al 20% se muestran en la Figura V. 8, donde los ésteres metilicos de los
acidos grasos palmitico (16:0), petroselinico (18:1 A®) y linoleico (18:2 A%*?) fueron los
mayoritarios. Analizando los cultivos control en glucosa *2C y glucosa '3C, se aprecia que

la presencia del isotopo '3C modifica las proporciones de los AG detectados.
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Figura V. 8.Perfil relativo porcentual de ésteres metilicos de dcidos grasos (FAME, GC-MS) de C. rigida

LPSC 232 en medio agarizado con glucosa *?>Cy glucosa *3C al 20% y distintos PAH. En el eje horizontal se

identifican los controles sin PAH (*2CG y *3CG), y suplementados con pireno (PIR), dibenzotiofeno (DBT) y

su combinacién (PIR+DBT). En la leyenda, Otros corresponde a FAME no identificables.

En la Tabla V. 4 se muestran las proporciones de los FAME respecto del total,

expresados por el hongo en todas las condiciones de cultivo. Cabe destacar que de aqui

en adelante se nombrara acidos grasos (AG) a los ésteres metilicos de acidos grasos. En

la tabla se aprecia que la proporcidon 18:0/FAMEota fue la mas baja entre los acidos

grasos.

Los datos muestran que las proporciones del acido palmitico y linoleico en cultivo

con glucosa '3C descendieron en un 18 y 12% respectivamente, manteniéndose

constante la relacién entre ellos. Ademas, disminuyd la relacién entre acidos saturados

(palmitico y estearico) y monoinsaturados (petroselinico y palmitoleico) en un 44%,

asociado a la aparicién del dcido palmitoleico (16:1 A°=0,03%) y a la desaparicion del

acido oleico.
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Al comparar los cultivos suplementados con PAH en glucosa *?C y glucosa 3C se
observé que las proporciones de los acidos grasos analizados variaron dependiendo de
la presencia del 13C.Por ejemplo, en ciertos casos donde la presencia de PAH incrementd

o disminuyd la concentracion del acido graso, en glucosa 3C el efecto fue menor.

Tabla V. 4. Proporciones relativas de los AG comunes a todas las condiciones de cultivo de C. rigida LPSC

232 respecto de los FAME totales, en glucosa marcada al 20% (G*3C) y sin marcar (G*2C).

G 12C Gl3C
Control  PIR DBT PIR+DBT Cont PIR DBT PIR+DBT
15:0/FAME;ota 0,04 0,04 nd nd 0,07 0,04 nd Nd
16:0/FAME;o1q1 0,25 0,35 0,18 0,21 0,20 0,30 0,18 0,18
18:0/FAME;ota 0,01 0,02 0,02 0,06 0,01 0,02 0,02 0,02

16:1 (A°)/FAME:otal nd 0,03 nd 0,03 0,08 0,04 Nd 0,11
18:1 (A%)/FAME:otal 0,13 0,16 0,25 0,26 0,14 0,14 0,22 0,28

18:2 0,44 0,24 0,27 0,19 0,39 0,35 0,35 0,19
Sat/Monoinsat 1,74 1,92 0,71 0,92 0,98 1,83 0,77 0,51
Sat/18:2 (A°>1?) 0,59 1,55 0,75 1,42 0,55 093 0,57 1,05

Sat= dcidos grasos saturados excluyendo al 15:0. Monoinsat= dcidos grasos monoinsaturados. nd=no detectado

La presencia de PIR en el cultivo con glucosa 2C incrementé la proporcidn de los
acidos palmitico y estedrico en un 42% y66% respectivamente comparado con su

control.

Se evidencié un aumento del 20% del acido petroselinico (18:1 (cis A®)) y un
descenso del 50% en el &acido linoleico. Cabe destacar la aparicion del AG
monoinsaturado palmitoleico, no detectado en el control, y la ausencia del acido oleico.
Estas variaciones aumentaron la relacidn entre los dcidos saturados y monoinsaturados
en un 10%, y hasta el doble entre los acidos petroselinico y linoleico, destinos claves del
C en este estudio. En cultivo con glucosa '3C se registré un aumento sélo en los acidos
grasos saturados palmitico (51%) y estedrico (63%). La proporcién del acido linoleico
disminuyd en un 10%y la del acido palmitoleico se redujo a la mitad. También se observo
una disminucién del 4cido saturado pentadecanoico (15:0) en un 49% respecto del
control. Estas variaciones aumentaron un 87% la relacién entre AG saturados y

monoinsaturados, sin mayores cambios entre los AG petroselinico y linoleico.
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En presencia de DBT en el medio con glucosa *2C se registré un aumento en los
acidos estearico y petroselinico (45% y 86% respectivamente), y un descenso en los
acidos palmitico (27%) y linoleico (40%). Se observd la desaparicién del acido 15:0, y se
detectd un FAME no identificable, en un tiempo de retencién menor a este, en una
proporcion de 0.05 respecto al total. Estas variaciones aumentaron las relaciones tanto
del acido palmitico como del petroselinico con el acido linoleico, a la vez que

disminuyeron la proporcién entre AG saturados y monoinsaturados en un 60%.

En el medio con glucosa *3C, el comportamiento fue similar al medio con glucosa
12C, registrandose un incremento menor en la proporcién de los dcidos estedrico (24%)
y petroselinico (58%), y un descenso del 10% en el acido linoleico, manteniendo
constante la relacion palmitico/linoleico, y disminuyendo la relacidn
saturado/monoinsaturado en un 21%. Cabe destacar que, en presencia de DBT, se
detectd &cido oleico tanto en cultivo con glucosa 3C como *2C, en una proporcidn de
mas del doble que su control. También se observé la desaparicion del acido
pentadecanoico, y la deteccién de un FAME no identificable, en una proporcién 0.03

respecto del total.

En presencia de PIR+DBT en glucosa *C disminuyd la proporcién de los acidos
palmitico (14%) y linoleico (58%), alcanzando una relacidn palmitico/linoleico igual a 1.
Los acidos estearico y petroselinico incrementaron en un 296% y 97% respectivamente
con relacion al control. Se registré la presencia del 4cido palmitoleico en una proporcion
similar a la detectada en PIR. El notable aumento del acido estearico impacté en la
relacidon con sus AG insaturados. En glucosa *3C el incremento del dcido estedrico (56%)
fue mucho menor que en glucosa '2C, mientras que el incremento del dcido petroselinico
fue similar (98%). En cambio, el acido palmitoleico incrementé un 40% respecto del
control, disminuyendo la relacién saturado/monoinsaturado a la mitad. El descenso del
acido palmitico (11%) y linoleico (51%) fue similar al medio sin glucosa marcada. Tanto
en glucosa '2C como en glucosa *3C, el acido pentadecanoico no fue detectado, en
cambio, de detectd el mismo FAME no identificado en una proporciéon de 0,05 y 0,04

respectivamente, en relacion con el total de FAME.
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Fue observado que la presencia de PIR en el medio, ya sea sélo o con DBT, en
glucosa '%C y glucosa *3C se incrementa la proporcién entre acido palmitico y linoleico

comparado con su respectivo control.

En la Tabla V. 5 se presentan los resultados de la relacidon isotdpica 8'3C (%o) de
los acidos grasos palmitico y linoleico en los cultivos de C. rigida LPSC 232 en presencia
de los PAH en medios con glucosa 2C y glucosa '3C (20%) respecto de sus controles. En
ella se aprecia que la relacion 5*3C de los acidos grasos se modifico por la presencia de

los PAH, en ambas condiciones de cultivo.

Tabla V. 5. Relacién de isotopos estables 53C (%) de dcidos grasos mayoritarios de C. rigida LPSC 232
obtenidos de cultivos en medio con glucosa*’C y enriquecido con *3C, asi como en presencia de PIR, DBT

y en su combinacion.

Coriolopsis rigida LPSC 232

16:0 18:2 (cis, cis A>1?)
Tratamientos Glucosa?C  Glucosa **C20% | Glucosa **C  Glucosa 3C 20%
Control -8,8+0,2° 1.764+3°¢ -9+0,4° 1.904+2¢
PIR -17,7+0,3° 1.524+342 -18,5+0,37 1.603+8°
DBT 7,6+0,7¢ 1.667+12° -3,6+0,6° 1.494+4 7
PIR+DBT 5,110,6° 1.743%33¢ -2,510,1¢ 1.587+2°

Las letras minusculas indican las diferencias significativas entre tratamientos respecto a cada condicion de la glucosa
para cada AG (ANOVA a una via. Test de Tukey p < 0,05).

En medio con glucosa *2C, la presencia de PIR descendié significativamente la
relacion ambos acidos grasos (~100%). Lo que indica una mayor incorporacion de 2C
(proveniente de la glucosa o del PIR) por parte del hongo, manteniéndose una igualdad
en la reparticidn de C para ambos AG, como en el control.

La presencia de PIR en medio con glucosa 3C descendié de manera similar la
relacion isotopica en el acido palmitico (~14%) y el linoleico (~16%) indicando la mayor
incorporacién de '2C sobre 3C. Similarmente a lo observado en el medio con glucosa
12¢, del resultado podria interpretarse que el pireno puede ser utilizado como fuente de

carbono por C. rigida LPSC 232.
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La presencia de DBT, ya sea sélo o combinado con PIR en medio con glucosa
natural aumentd de manera significativa el valor 8'3C respecto del control en ambos
acidos grasos, alcanzando valores positivos sélo en el 4cido palmitico lo que se traduce
en un enriquecimiento desigual del 3C, méas evidente en el dcido palmitico.

Este resultado es compatible con un efecto téxico del DBT, solo o en la mezcla

con PIR, para C. rigida, al menos en la concentracién utilizada en estos experimentos.

El comportamiento de los cultivos en glucosa '3C, contrariamente al observado
en glucosa natural evidencié valores de la distribucion isotdpica menores al control. Los
resultados indicaron el enriquecimiento en el 1>C lo cual sugiere no solo la incorporacién
del 2C de la glucosa sino también del PAH. La relacién entre ambos AG indicd un

enriquecimiento desigual con mayor incorporacion de *2C en el 4cido linoleico.

La Figura V. 9 muestra el aspecto de las colonias de G. subargentea LPSC 436 en
medio agarizado con glucosa natural y en glucosa '3C. La presencia de glucosa '3C alteré
la velocidad de crecimiento (datos no mostrados) de G. subargentea LPSC 436 con
respecto a su control sin glucosa marcada, pero en menor medida comparado con C.

rigida LPSC 232.

Figura V. 9. Cultivo de Grammothele subargentea LPSC 436 en MMS suplementado con glucosa natural

(1g/1) (A) y glucosa *3C al 20% (B) sin PAH a los 14 dias de incubacion a 28 °C en oscuridad.

La Figura V. 10 muestra los perfiles lipidicos de G. subargentea LPSC 436 en los
medios de cultivo con glucosa®’C y en glucosa 3C (20%), en presencia de los distintos

PAH. En ella se aprecia que el porcentaje total de acidos grasos estimados a partir de los
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cultivos en los medios suplementado con glucosa *>C y glucosa *3C sin PAH son similares

entre si.

150 ®W160 m16:1(cisA9) m 180 ® 18:1(cisA6) 18:1 (cis A9) 18:2 (cis,cisA9,12) mOtros

100%
90%

S 220 354 218 35,1
80%
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Concentracion de FAME (%)

20%

Figura V. 10. Perfil relativo porcentual de ésteres metilicos de dcidos grasos (FAME, GC-MS) de G.
subargentea LPSC 436 en medio agarizado con glucosa *C y glucosa *3C al 20% y distintos PAH. En el
eje horizontal se identifican los controles sin PAH (**CG y *3CG), y suplementados con pireno (PIR),

dibenzotiofeno (DBT) y su combinacion (PIR+DBT). En la leyenda, Otros corresponde a FAME no

identificables.

La Tabla V. 6 muestra la proporcion de los AG mas frecuentemente detectados
en mayor porcentaje relativo. Se calcularon también las proporciones de los acidos
grasos representativos, respecto del total determinado en cada condicion. La

proporcion 18:0/FAME:qta fue la mas baja entre los acidos grasos seleccionados.

Analizando los cultivos control en glucosa *?C y glucosa 3C se observé que las
proporciones de los acidos grasos disminuyeron en glucosa 3C, principalmente los

acidos estearico (27%) y linoleico (53%), aumentando la relacién palmitico/linoleico en
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un factor de 2. También estas variaciones afectaron la relacién entre AG saturados y

entre el acido estedrico y su derivado monoinsaturado.

Al igual que en cultivo de C. rigida, se detectd el acido palmitoleico, aunque en

una proporcion mucho menor (0,03%).

Tabla V. 6. Proporciones relativas de los AG comunes a todas las condiciones de cultivo de G.
subargentea LPSC 436 respecto de los FAME totales, en glucosa marcada al 20% (G*3C) y sin marcar

(G*c).

Control PIR  DBT PIR+DBT Control PIR DBT PIR+DBT
GIZC GlZC GlZC GIZC G13c Gl3c G13c G13c

15:0/FAMEtotal 003 004 002 0,02 0,04 0,03 001 0,01
16:0/FAMEtotal 024 0,17 022 0,24 023 023 021 0,22
18:0/FAMEtotal 003 002 003 0,03 0,02 0,02 004 0,03
16:1 (8°)/FAMEtotal Nd 003 003 nd 012 nd 004 nd

18:1 (A%)/FAME:otal 0,17 0,23 0,28 0,26 0,17 0,21 0,27 0,31
18:2(A%'?)/FAMEtota 0,45 0,47 0,33 0,35 0,21 0,45 0,32 0,35
Sat/Monoinsat 1,58 0,73 0,80 1,03 0,90 1,16 0,80 0,78
Sat/18:2 (A%1?) 0,60 0,41 0,75 0,77 1,20 0,54 0,77 0,71

Sat= dcidos grasos saturados. Monoinsat= dcidos grasos monoinsaturados. nd=no detectable

La presencia de PIR en los cultivos con glucosa '2C incrementd la proporcién de
los acido petroselinico (35%) y pentadecanoico (23%), con la aparicién del acido
palmitoleico (0,03%). Los acidos palmitico y estedrico disminuyeron su proporcién en un
28y 37% respectivamente. En glucosa '3C se observé un notable incremento del 4cido
linoleico (113%) y en menor medida el acido petroselinico, con un 26% respecto del
control, lo que redujo la relacién palmitico/linoleico a la mitad. El descenso del 4cido
estearico en un 21%, generd cambios en la relaciéon entre AG saturados y entre
saturados/monoinsaturados. También se registré un descenso en el acido saturado

pentadecanoico en un 28%.

La presencia de DBT en glucosa 2C, registrd un incremento en la proporcion del
acido petroselinico (68%) y un descenso del acido linoleico (26%) respecto a su control,
aumentando al doble la relacion entre ellos comparado al control. También se observé
una disminucién del acido pentadecanoico del 50%. En el medio con glucosa 3C

aumenté la proporcion de los acidos grasos de 18C, los acidos estearico y petroselinico

149



Capitulo V Resultados

se incrementaron en un 65% mientras que el dcido linoleico en un 51%. Otro cambio se
evidencid en el acido pentadecanoico con un descenso en un 65%.La proporcion del
acido palmitoleico (0,03%) no resulté modificada por el DBT en ninguna condicion. La

relacion palmitico/linoleico se incrementé a 0,66 en ambas condiciones.

En presencia de PIR+DBT se observé un comportamiento similar al registrado en
los cultivos con DBT. En el medio con glucosa '2C disminuyeron los acidos linoleico y
pentadecanoico en un 21y 34%, respectivamente, e incrementd el acido petroselinico
en un 53% respecto de su control. También se detectd acido oleico en una proporcion
muy baja de 0,006%. En cuanto a la relacidn palmitico/linoleico se mantuvo similar a lo
observado en DBT. En el medio con glucosa *3C se registré un incremento en los acidos
estearico (41%), petroselinico (84%) y linoleico (66%). Mientras que disminuyé el acido
pentadecanoico en un 64%. La proporcién del acido oleico se duplicé (0,012%),
disminuyendo la relacién con el acido estedrico respecto del medio con glucosa sin

marcar.

La Tabla V. 7 muestra la relacidon de isotdpica 5'3C (%) de los acidos palmitico y
linoleico de G. subargentea LPSC 436 frente a los distintos PAH en las diferentes
condiciones de cultivo. En ella se aprecia que la relacién &'3C de los &cidos grasos se

modificd por la presencia de los PAH, en ambas condiciones de cultivo.

Tabla V. 7. Relacién de isotopos estables 5*3C (%o) de dcidos grasos mayoritarios de G. subargentea LPSC
436 obtenidos de cultivos en medio con glucosa *>C y enriquecido con *3C, asi como en presencia de PIR,

DBT y en su combinacion.

Grammothele subargentea LPSC 436

16:00 18:2 £9,12 (cis, cis)
Tratamientos Glucosa 2C Glucosa *C 20% | Glucosa **C Glucosa 3C 20%
Control -12,6%0,2° 1.451,3+11,5° -20,6%0,1° 1.519,2+12,3°¢
PIR -17,1+0,5% 1.536,6%7,6¢ -23,010,3° 1.665,2+2,6¢°
DBT -10,210,3°¢ 1.147,5%£4,0° -17,10,4° 1.397,1+1,3?
PIR+DBT -13,540,4° 1.434,3+4,5° -16,040,1¢ 1.457,3+2,5°

Las letras minusculas indican las diferencias significativas entre tratamientos respecto a cada condicion de la glucosa
para cada AG (ANOVA a una via. Test de Tukey p < 0,05).
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Analizando la relacidn entre los valores 813C de los AG en sus controles, se
observa que en presencia de glucosa 3C la relacion palmitico/linoleico aumenta,

indicando mayor incorporacion de '3C en el dcido palmitico respecto del control 12C.

La presencia de PIR en el medio con glucosa *2C disminuyé lag3Cen36%y 11.6%
para los acidos palmitico y linoleico respectivamente, indicando la incorporacién de *2C
(de glucosa y/o PIR) con una reparticion desigual del 2C entre los AG, mayor para el

acido graso saturado.

En el medio con glucosa *3C, la presencia de PIR incrementé levemente el valor
de 8'3C en ambos &cidos grasos, indicando una incorporacién del 3C mayor en el

estimador de biomasa (10%).

El DBT incrementd los valores de 53C en el medio con glucosa natural en ambos
acidos grasos indicando la incorporacién de *3C sobre 2C en un 19% para el palmitico y

17% para el linoleico.

Contrariamente, en presencia de glucosa 3C, el DBT disminuyd
significativamente la 5'3C para ambos &acidos grasos respecto al control, indicando la

incorporacién diferencial del 12C sobre el 13C, principalmente en el dcido palmitico (21%).

La combinacién de PIR+DBT en glucosa natural, reveld6 un comportamiento
intermedio a lo observado individualmente para ambos hidrocarburos. La mezcla de
PAH produjo un incremento de 5*3Csolo en acido linoleico (22% respecto de su control),

indicando una mayor incorporacion de 13C en esta condicion.

En presencia de glucosa 3C, la mezcla de PIR+DBT solo produjo una reduccién
menor en el valor de 5'3C para el 4cido linoleico indicando una incorporacion del 4% de

12C sobre 13C.
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V.1.2 Efecto del barro petroquimico FP oxidado sobre el crecimiento de Coriolopsis rigida

LPSC 232 y Grammothele subargentea LPSC 436 sobre medio agarizado

El tratamiento oxidativo con persulfato de amonio provocd un descenso

significativo en el valor de pH del barro, desde 5,6 + 0,1 a 2.

La ausencia de crecimiento de ambos hongos en el medio MyA2 suplementado

con el FP oxidado, fue atribuida al pH acido del mismo.

Con la finalidad de apreciar el efecto del barro, se consideré neutralizar la
extrema acidez aplicando dos estrategias diferentes, neutralizacién con NaHCOs

(pH=8,17) y mezcla con conchilla (pH=8,77) y arena (pH=7,56). La

Tabla V. 8 muestra los valores de pH obtenidos en diferentes volimenes de
bicarbonato agregado a 5 g de barro oxidado, y distintas proporciones de conchilla y

arena.

Tabla V. 8.Valores de pH de mezclas de FP oxidado y agentes neutralizantes.

NaHCO; Arena
pH Conchilla (g) pH
0.5M(ml) (g)
5 7,69 1 14 7,77
2.5 6,62 5 10 7,79
2 4,67 7,5 7,5 7,85
1 3,76 15 0 7,78

Sobre la base de los resultados se seleccioné la neutralizacidn con 2 ml de
NaHCOs (0,5M) ajustando el pH a 4,67 para el ensayo de tolerancia de C. rigida LPSC 232
y G. subargentea LPSC 436 en medio MyA2 con solucién antibidtica (cloranfenicol
0,25g+estreptomicina 0,5g). La Tabla V. 9 muestra los resultados de los diametros de la

colonia (mm) a distintas concentraciones del extracto acuoso del barro neutralizado con
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bicarbonato. Se puede apreciar la baja tolerancia de ambos hongos al extracto acuoso

al 100%.

Tabla V. 9. Tolerancia de los hongos LPSC 232 y LPSC 436 frente al extracto acuoso del FP oxidado

neutralizado con bicarbonato.

Hongo Concentracion del extracto acuoso
0% 25% 50% 100%
LPSC 232 72,740,6° 74+2° 7115% 6217°
LPSC 436 74+4° 7413° 7018°2° 60+4°

Diagmetro de colonia (mm) Valor Promedio+DS de triplicados. Las letras indican las diferencias
significativas entre los datos correspondientes a cada hongo con un nivel de confianza del 95%.

Los resultados del ensayo de tolerancia con diferentes cantidades de conchilla
(1, 5, 7,5 y 15 g) no evidenciaron diferencias significativas en el didmetro de la colonia
fungica entre los tratamientos. Por lo tanto, la neutralizacién se realizé con la menor
cantidad de conchilla. En la Figura V. 11 se aprecia cdmo ambos hongos se desarrollaron
aligual que el control con el ajuste de pH a 7,7 en presencia de la mezcla de 5 g de barro,

1 g de conchillay 14 g de arena.

Control FP FP+PSA FP+PSA+C

Figura V. 11. Cultivos de C. rigida LPSC 232 (arriba) y G. subargentea (abajo) en presencia de barro FP
oxidado con persulfato de amonio (FP+PSA), sin oxidar (FP) y con 1g de conchilla (FP+PSA+C) para el
ajuste del pH en MyA2 (cloranfenicol 0,25g+estreptomicina 0,5g).

En la Tabla V. 10 se registran los didmetros de las colonias de C. rigida LPSC 232
y G. subargentea LPSC 436 en presencia de diferentes concentraciones del extracto
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acuoso obtenido a partir del barro FP inicial, oxidado con PSA y éste Uultimo

suplementado con 1 g de conchilla (FP+PSA+C).

Tabla V. 10. Tolerancia de los hongos seleccionados al barro FP en los distintos tratamientos.

Hongo Tratamiento 0% (Control) 25% 50% 100%
FP 74,67+0,58*  78,67+1,53® 73,33+2,89° 76,67%4,73°
FP+PSA 74,67+0,58 NO hubo crecimiento
LPSC 232
FP+PSA+C 75,5+0,70° 80,00+1,14> 81,5+0,70" 80+0°
FP 80,33+3,79°  82,67+0,58°  82+4,36° 80+1,73°
FP+PSA 80,33+3,79 NO hubo crecimiento
LPSC 436
FP+PSA+C 75402 75+1,41°2 78+2,83% 79+2,83°

Diametro de colonia (mm) Valor Promedio+DS de triplicados. Las letras indican las diferencias significativas entre los
datos correspondientes a cada hongo en cada tratamiento con un nivel de confianza del 95%.

V.2 Cultivo flngico en medio liquido

V.2.1 Efecto del pireno sobre el crecimiento de Coriolopsis rigida LPSC 232 y Grammothele

subargentea LPSC 436 en diferentes medios de cultivo

Se cultivaron los dos hongos seleccionados por 14 dias en dos medios de cultivo
liguido de composicidn contrastante: medio mineral liquido (MML) con glucosa 1% vy
medio con extracto de malta al 2% y extracto de levadura 1 g/l (ME2), asi como en la

presencia de pireno (PIR) al 0,05 %.

Paralelamente también se cultivaron en MML con pireno al 0,05 % como Unica
fuente de Cy energia. Todos los cultivos fungicos incluyeron sus respectivos controles

abidticos (sin inoculo).

En todos los cultivos con medios suplementados con compuestos organicos
facilmente asimilables se observaron colonias superficiales, a excepcién de los cultivos
donde el pireno fue la Unica fuente de C y energia disponible, donde el hongo estaba

reducido a pellets sumergidos (Figura V. 12 A). Macroscopicamente se observo que la
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presencia de PIR no redujo el crecimiento de la colonia en ME2 para ambos hongos

(FiguraV.12 Adye,Bdye).

Figura V. 12. Cultivos liquidos de Coriolopsis rigida LPSC 232 (A) y Grammothele subargentea LPSC 436 (B)
en medio mineral (MML) con pireno (a), en MML suplementado con glucosa al 1% solo (b) y en presencia
de pireno 0,05% (c), en medio ME2 solo (d) y en presencia de pireno (e), después de 14 dias de incubacion

en oscuridad a 25 °C y 30 rom.

Los resultados de biomasa fungica (mg peso seco/cultivo) y la cantidad de

ergosterol (ug/cultivo) para ambos hongos se muestran en la Figura V. 13 (Ay B).

En la figura se aprecia que el crecimiento de C. rigida LPSC 232 medido como

biomasa seca y cantidad de ergosterol por cultivo es significativamente mayor en ME2.

La presencia de PIR no afectd la produccién de biomasa seca en ninguno de los
medios de cultivo estudiados. En cambio, si redujo la cantidad de ergosterol en ME2,
correspondiente al 26% respecto de su control (1345+115 pg/cultivo a 99470
ug/cultivo).
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Los cultivos de G. subargentea LPSC 436 no manifestaron diferencias
significativas en la biomasa ni cantidad de ergosterol en ninglin medio (FiguraV. 13 Cy

D).

La presencia de glucosa en el medio mineral con o sin pireno, tuvo una mejor
respuesta en G. subargentea LPSC 436 (260+100 y 188%35 mg por cultivo
respectivamente) comparado con C. rigida LPSC 232 (38+14 y 78+18 mg por cultivo
respectivamente) en cuanto a la biomasa seca producida. No asi en el contenido de
ergosterol, siendo mayor en MML+G+PIR para LPSC 232 (92417 pg/cultivo) que LPSC
436 (62+19ug/cultivo).
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Figura V. 13.Biomasa por peso seco (mg) (A y C) y cantidad de ergosterol (ug) (B y D) por cultivo liquido
de C. rigida LPSC 232(naranja) y G. subargentea LPSC 436 (violeta) en distintos medios de cultivo
suplementados con pireno. Las barras representan las desviaciones estdndares y las letras indican las

diferencias significativas entre los tratamientos por cada hongo con un nivel de confianza del 95%.

Los resultados estadisticos de correlacion lineal de Pearson entre la
concentracién de ergosterol y biomasa por cultivo evidenciaron una correlacidn positiva
en C. rigida LPSC 232 (r’= 0,91), siendo baja en el caso de G. subargentea LPSC 436
(r?=0,33).
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V.2.2 Efecto del barro FP sobre el crecimiento de Coriolopsis rigida LPSC 232 y

Grammothele subargentea LPSC 436 en diferentes medios de cultivo

Se cultivaron durante 14 dias ambos hongos en medios liquidos (MML; MML+Glu
1% y ME2) suplementados con el barro FP (1 g/l). Paralelamente se cultivaron en
MML+Glu 1%, como control. Los cultivos en MML suplementado con el barro FP no
evidenciaron desarrollo superficial de colonia. Los cultivos suplementados con glucosa
y ME2, evidenciaron un desarrollo superficial de las colonias, siendo mayores y mas

densas en este ultimo medio (Figura V. 14).

Figura V. 14. Cultivos liquidos de Coriolopsis rigida LPSC 232 (A) y Grammothele subargentea LPSC 436 (B)
en medio mineral (MML) con FP (a), en ML suplementado con glucosa al 1% (b) y en presencia de FP (c),
en medio con extracto de malta y de levadura (c) y FP (d), después de 14 dias de incubacion en oscuridad

a25°Cy30rpm.

En presencia del residuo FP y sélo en ME2el cultivo de C. rigida LPSC 232
evidencié un aumento significativo de la biomasa con un descenso en el contenido de

ergosterol (Figura V. 15A y B).
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La presencia del residuo FP en ambos medios de cultivo no produjo diferencias
significativas en la biomasa seca de G. subargentea LPSC 436, respecto de los cultivos
control. Similarmente a lo observado con C. rigida, se registré6 un contenido de
ergosterol significativamente mayor en ME2 que en MML+G. La presencia del residuo
disminuyd este valor en el medio ME2 (6524158 a 348+7 ug/cultivo) (FiguraV.15Cy
D). Se determind la correlacidon entre la biomasa seca y cantidad de ergosterol,
resultando positiva y similar en ambos hongos, C. rigida LPSC 232 (r’=0,59) en G.

subargentea LPSC 436 (r?=0,52), a diferencia de lo observado en presencia de pireno.
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Figura V. 15.Biomasa seca y concentracion de ergosterol por cultivo de LPSC 232 (Ay B) y LPSC 436 (Cy
D) en distintos medios de cultivo suplementados con FP liofilizado. Las barras representan las
desviaciones estdndares (n=3) y las letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos por

cada hongo con un nivel de confianza del 95%.

V.2.3 Evaluacién de la habilidad de Coriolopsis rigida LPSC 232 para la remocién de pireno

en cultivo liquido

Luego de 14 dias de incubacién de C. rigida LPSC 232 en medio ME2

suplementado con pireno 50 mg.I%, se evalud la concentracidn de pireno residual.
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Considerando la concentracién de pireno adsorbido al micelio estimada a partir
de los controles inoculados con biomasa autoclavada (0,0037+0,0004 mg.I") y la pérdida
abidtica del hidrocarburo, C. rigida LPSC 232 removid el 52% del pireno disponible
(2146 mg.I%, Figura V. 16).
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Figura V. 16. Concentracién de pireno residual (mg. I') en cultivos de C. rigida LPSC 232 en ME2 al inicio
y luego de 14 dias de incubacion. Promediost DS de ensayos triplicados. Las letras en minusculas
diferentes indican diferencias significativas con respecto al tiempo 0 con un nivel de confianza del 5%

(ANOVA, Test de Tukey).

La concentracién de biomasa seca de los cultivos incubados en presencia de
pireno fue similar a la determinada en los cultivos libres del hidrocarburo (119+24 mg
versus 88+8 mg respectivamente) sugiriendo que la presencia del PIR no impidi6 el

crecimiento del hongo en el cultivo (Figura V. 17).
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Figura V. 17. Cultivo de Coriolopsis rigida LPSC 232 en medio ME2 (izquierda) y en ME2 suplementado

con 50 mg. I'* de pireno (derecha)después de 14 dias de incubacion.

V.3 Cultivo fungico sobre rastrojo bajo condiciones de fermentacién en estado

solido: Actividad respiratoria y su respuesta frente al barro FP

Se estudié la actividad mineralizante de los hongos ligninoliticos C. rigida LPSC
232y G. subargentea LPSC 436 en presencia del barro FP, en condiciones axénicasy no
estériles. El propdsito fue evaluar el efecto del barro sobre la actividad de cada hongo
en presencia y ausencia de su microbiota nativa. En la Figura V. 18 se puede observar
macroscépicamente como ambos hongos colonizan al rastrojo y al barro FP en
condiciones axénicas, y las diferencias en la colonizaciéon cuando se hace presente la

microbiota nativa del residuo en los microcosmos no estériles.
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Control LPSC 232

Axénicos

No estériles

LPSC 436

Control rastrojo

Figura V. 18. Microcosmos de barro FP API tratados bioaumento con C. rigida LPSC 232 y G. subargentea

LPSC 436 en condiciones axénicas y no estériles a 60 dias. Derecha: Controles positivos sobre rastrojo de

trigo LPSC 232 (Arriba) y LPSC 436 (Abajo). Los ensayos se realizaron por triplicados independientes.

La Figura V. 19 muestra la concentraciéon de CO; acumulada durante los 60 dias

de incubacidn, en los distintos tratamientos.

LPSC 232 —4—LPSC 232+FP

CO, acumulado (pmol)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tiempo de cultivo (dias)

CO, acumulado (pmol)

18000 4

16000 4

14000 4

12000 A

+—LPSC 436 —4—LPSC 436+FP B

3 7 10 14 21 28 35 42 49 56 63
Tiempo de cultivo (dias)

Figura V. 19. Efecto de FP sobre la actividad respiratoria de cultivos axénicos de Coriolopsis rigida LPSC

232 (A) y Grammothele subargentea LPSC 436 (B) creciendo sobre rastrojo de trigo bajo condiciones de

fermentacion en estado sélido a 28 °C en oscuridad. Los puntos y las barras representan los promedios y

desviaciones estdndares (n=3).
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Luego de 60 dias de incubacion la cantidad de CO; total acumulado (umol) por
C. rigida LPSC 232 en presencia de barro FP estéril fue de 9.075+202. Resultando un
incremento significativo del 118% respecto del control.

El efecto del barro sobre la mineralizacion se aprecié luego de los 15 dias de
incubacién, siendo significativo luego del dia 28, donde se registra la produccién de
4.364+298 umol acumulativo, que equivale al 52% de la produccidn total.

Evaluando la produccién de CO; entre los dias monitoreados, se observé un
incremento de mas del doble durante la semana 3 a 4, alcanzando su maximo de
produccién para luego descender hasta 760,5 umol. Mientras que el descenso de la

produccién de CO; en el control se inicia al dia 21.

La produccién de CO; del cultivo de G. subargentea LPSC 436 en presencia del
barro FP estéril no evidencié diferencias significativas respecto de su control, debido a
la gran dispersion de los datos experimentales (Figura V. 19). No obstante, se aprecia
una tendencia superior en presencia del barro desde el inicio del ensayo, con una

produccién total de CO, comparable a la alcanzada por C. rigida LPSC 232.

El comportamiento de LPSC 436 en los intervalos de produccidon de CO; fue

similar a su control, sin embargo, al igual que LPSC 232 el maximo de produccion de CO;

ocurre al dia 28.
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Figura V. 20. Efecto de la inoculacién de los hongos ligninoliticos Coriolopsis rigida LPSC 232 (A) y
Grammothele subargentea LPSC 436 (B) sobre la produccion de CO: de un sistema conteniendo el

residuo FP no estéril. Los puntos y las barras representan los promedios y desviaciones estdndares (n=3).
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La Figura V. 20 muestra la produccién de CO, durante el cultivo de ambos hongos
en presencia del barro FP no estéril, en comparacién con la produccién de la microbiota
nativa.

La presencia del barro FP no estéril no produjo diferencias significativas en la
produccién de CO2 en el cultivo de ambos hongos. El resultado sugiriere que la
inoculacién de los hongos ligninoliticos no produce un efecto negativo de la sobre la
actividad respiratoria asociada a la microbiota nativa del barro durante los 60 dias de
incubacion.

Sin embargo, el maximo de produccién de CO; se registré al dia 42 en el
tratamiento con C. rigida LPSC 232, mientras que no se observaron cambios durante la

produccién cuando el hongo fue G. subargentea LPSC 436.

V.4 Discusién

Habilidad potencial de hongos saprétrofos seleccionados para tolerar y degradar

distintos PAH y componentes de un barro de FP

Los ensayos de tolerancia frente a una mezcla de PAH, ya sea en presencia o
ausencia de CMC como una fuente de carbono adicional, mostraron resultados

diferenciales segun los aislamientos analizados.

Gelatoporia subvermispora FBCC 313 no tolerd a los PAH aun en presencia de
CMLC. Si bien Peniophora albobadia LPSC 285 mostré el menor efecto de inhibicién del
crecimiento por los PAH, y por lo tanto mayor tolerancia, estos cultivos no registraron
ningun halo evidente de solubilizacién de los PAH, tanto cuando fueron las unicas
fuentes de carbono disponibles en el medio como tampoco en la presencia adicional de

CMC.

En cambio, Grammothele subargentea LPSC 436, Gloeophyllium sepiarium LPSC
735 y Coriolopsis rigida LPSC 232 resultaron ser tanto tolerantes a la mezcla de PAH,
como también capaces de solubilizar los PAH, siendo G. sepiarium LPSC 735 el que revelé

la mayor relacidn entre el didmetro de la colonia y el halo de solubilizacién de PAH
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asociado. Este ultimo hongo también registré el mayor halo celulolitico en relacién con
el didmetro de la colonia en presencia de CMC+PAH, lo que puede estar relacionado a
la habilidad de estos hongos para causar pudriciones pardas, degradando la celulosa
tanto enzimaticamente como a través de mecanismos radicalarios (Mansfield et al.,

1998).

Por otro lado, analizando a los HPB creciendo en presencia de CMC y PAH, C.
rigida LPSC 232 registré la mayor relacion entre el halo celulolitico respecto al didametro
de su colonia, sugiriendo una capacidad diferencial en este hongo para sintetizar
enzimas cuya actividad extracelular conduzca a una degradacidon de celulosa mas
eficiente comparado a lo observado para G. subargentea, asi como (posiblemente)
también a la solubilizacién de PAH. Estudios previos han reportado la habilidad
diferencial de ambos hongos, incluso comparado con otros (Colombo et al., 1996;

Saparrat et al., 2014).

Numerosas investigaciones han analizado la co-inoculacidén entre hongos (Qi-He
et al., 2011; Yanto & Tachibana 2014b) y hongo-bacteria (Borras et al., 2010) a fin de

evaluar si su interaccién genera sinergia en la degradacién de hidrocarburos.

Basado en los resultados obtenidos con G. sepiarium LPSC 735, que fue el que
registré el mayor halo de solubilizacién de PAH, este hongo se coinoculé en presencia
de los otros hongos testeados (LPSC 232, LPSC 285 y LPSC 436). Unicamente el par LPSC
735-LPSC 285 exhibié inhibicién en el crecimiento de los hongos. Mientras que los co-
cultivos LPSC 735-PLSC 232 y LPSC 735-LPSC436 evidenciaron una parcial interaccién
miceliar en el sentido de Molla y colaboradores (2001), el cultivo dual entre LPSC 735 y
LPSC 436 registro el mayor halo de solubilizacién de PAH, asi como también la deteccidn
de exudados en la zona de contacto entre los frentes de crecimiento de cada colonia
fungica. Trabajando con cultivos duales sobre medio agarizado, Yanto y colaboradores
(2014) reportaron la produccion de pigmentos en la linea de contacto entre
Pestalotiopsis sp NGOO7 y 4 hongos causantes de la pudricion blanca de la madera (T.
versicolor U97, P. ostreatus PL1, Cerrena sp. FO607 y Polyporus sp. S133). Los autores
atribuyeron este resultado al incremento en la actividad enzimdatica oxidativa, y lo
relacionaron con la mayor degradacion de asfaltenos y resinas observada cuando los co-
cultivos fueron inoculados en suelo contaminado. Si bien las pruebas obtenidas en el
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presente trabajo son preliminares, sobre la base de la posible participacién de las
enzimas oxidativas o su actividad en la remocion de PAH, es posible que la deteccidn de
halos de solubilizacién de PAH mayores en los cultivos duales sea consecuencia de la
induccién y/o activacidn de estas enzimas oxidativas y/u otros compuestos derivados de
su actividad, en respuesta a la interaccidn interespecifica (Baldrian, 2004). Cabe destacar
gue la actividad oxidativa de los HPB, inferida a través de la oxidacidn de guaiacol en el

medio, no se vio afectada por la presencia de G. sepiarium LPSC 735 (ver Tabla V. 2).

Los ensayos de tolerancia frente a PAH individuales (NAF, ANT, PIR, FEN, DBT,
FLU) realizados con los hongos C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 también
mostraron resultados diferentes segun el hongo estudiado, como asi también segun la
disponibilidad de fuentes diferentes de carbono asimilables, sea glucosa (G) o

compuestos del extracto de malta (EM).

LPSC 232y LPSC436 fueron incapaces de crecer en presencia de NAF, aun cuando
fueron inoculados en un medio rico como aquel con extracto de malta, lo que puede ser
atribuido a la alta presién de vapor del PAH. Respecto del efecto producido por los
restantes PAH testeados, en general el crecimiento de los hongos fue mayor en el medio
suplementado con extracto de malta comparativamente a lo registrado en presencia de
glucosa como principal fuente de carbono asimilable. La mayor tolerancia observada en
EM puede ser atribuida a la disponibilidad de un espectro mayor de compuestos
facilmente asimilables en el extracto de malta, incluyendo compuestos que pueden ser
usados como fuente de nitrégeno organico y factores de crecimiento, pudiendo afectar
la tasa de consumo del sustrato y su tasa cometabdlica (Garcia-Rivero & Peralta-Pérez,

2008).

Analizando el comportamiento de C. rigida LPSC 232 se aprecia que Unicamente
ANT ejercié un efecto estimulatorio cuando se testeo en EM. El bajo valor de solubilidad
en agua de este PAH es un factor influyente en su biodisponibilidad, lo que tal vez
condiciona el crecimiento fungico. El PIR, 10 veces mas soluble que ANT, no modificé el
didmetro de colonia en EM, aunque si fue inhibido en medio con G. La mayor solubilidad
de FEN, DBT y FLU (100 veces todas mayor que la de ANT) pudo haber sido la causa de
la inhibicién (menor tolerancia) observada en ambos medios de cultivo por los cristales
de PAH. La presencia de S en la molécula de DBT podria ser la causa del mayor efecto
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inhibitorio observado por este PAH en ambos medios de cultivo. La utilizaciéon de DBT
como fuente de azufre ha sido reportada en levaduras basidiomicetaceas como
Rhodosporidium toruloides (Baldi et al., 2003) y Trichosporon (Zahra et al., 2006) asi
como también en hongos ascomicetaceos como Exophiala spinifera (Elmi et al., 2015) y
Stachybotrys bisbyi (Gherbawy et al., 2016). En muchos hongos ligninoliticos la oxidaciéon
del S y la desulfuraciéon ocurren indirectamente durante la degradacién de lignina o
como respuesta al estrés frente a xenobidticos, sin involucrar su asimilacidn (Linder,
2018). Ichinose y colaboradores (2002) reportaron la capacidad del hongo ligninolitico
Coriolus versicolor para oxidar compuestos organosulfurados, como DBT, y generar
sulféxidos y sulfonas mas hidrofilicos que contribuyen a su accion inhibitoria en el
crecimiento fungico. Es sabido que, durante el proceso de la desulfuracién oxidativa, los
compuestos azufrados se oxidan a sus respectivos sulfoxidos y sulfonas, lo que aumenta
su polaridad y modifica algunas de sus propiedades tales como su punto de ebullicién
(Mei et al., 2003). Entre las enzimas involucradas en este proceso se encuentran
peroxidasas, como cloroperoxidasa y lignina peroxidasa, componentes del citocromo
P-450 y lacasas (Doerge, 1986; Kobayashi et al., 1986; Colonna et al., 1992; Ayala et al.,
1998; Torres & Vazquez-Duhalt, 2000; Fukushima et al., 1978; Bressler et al., 2000). En
la naturaleza son pocos los microorganismos que pueden degradar el DBT como fuente
de asimilacidon de azufre; entre ellos se encuentran: Pseudomonas (Luo et al., 2003),
Rhodococcus (Maghsoudi et al., 2001), Acinetobacter (Marzona et al., 1997) y
Desulfovibrio (Bahrami et al., 2001). Sin embargo, es escaso el conocimiento sobre el

mecanismo de desulfuracién oxidativa para la asimilacion de S por hongos.

HO HQ
5 il 045\\0 5O 50,2
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dibenzothiophene dibenzothiophene dibenzothiophene 2-(2’-hydroxyphenyl) 2-hydroxybiphenyl
(DBT) 5-sulfoxide 5-sulfone benzene sulfinate
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= QD wy QO
o3, 3 s07 OH
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2-(2'-hydroxyphenyl)

benzene sulfonate biphenylene sultone 2,2"-dihydroxybiphenyl

Figura V. 21. Metabolismo propuesto para la desulfuracion en hongos (Tomado de Linder, 2018).
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Grammothele subargentea LPSC 436 mostré un patron de respuesta similar
frente a cada PAH, aunque con caracteristicas propias. Los cristales de ANT estimularon
su crecimiento en ambos medios de cultivo, siendo notablemente superior en presencia
de G. Otro rasgo diferencial expresado por este hongo fue la estimulacidn producida por
el FLU en EM, junto con la pigmentacién parda de la colonia. La deteccién de
pigmentacion asociada al micelio se puede atribuir a la accién de sistemas enzimaticos
oxidativos capaces de sintetizar melaninas fungicas (Mayer & Staples, 2002), siendo el
resultado de los mecanismos flungicos de defensa ante el estrés oxidativo inducido por
xenobidticos (Saparrat et al., 2014). El efecto inhibitorio (menor tolerancia) de este
hongo fue observado en presencia de PIR, FEN y DBT, evidenciando una reduccion del

efecto debido al aporte nutricional del EM.

La estimulacion del crecimiento fungico por los cristales de ANT, observado en
ambos hongos, puede estar asociada a la baja solubilidad de este PAH exponiendo a los
hongos a concentraciones suficientemente bajas como para inducir un efecto de

hormesis.

Es conocido que la estimulacion del crecimiento fungico por hidrocarburos
puede estar vinculada a un efecto de hormesis, definido como una respuesta bifasica en
los sistemas bioldgicos, donde a dosis bajas de un compuesto se genera una
estimulacion, mientras que, a dosis elevadas, se manifiesta una inhibicidn (Calabrese,

1999).

La inducciéon hormética ha sido asociada a procesos de biotransformaciéon que
pueden involucrar la participacion de complejos enzimadticos relacionados con la
detoxificacion o excrecidn de compuestos orgdnicos bioldgicamente indeseables, como
constituyentes celulares dafados, medicamentos y xenobidticos ambientales (Gems
&Partridge, 2008). Zied y colaboradores (2017) reportaron el efecto de hormesis de
varios fungicidas sobre diferentes cepas de Agaricus bisporus, con un 45% de
incremento en el crecimiento miceliar respecto al control a una dosis de 5,5 mg.kg™* de

Tebuconazole.

El PIR, FEN y DBT fueron los PAH seleccionados para analizar la potencial

capacidad degradadora de ambos hongos sin el suplemento de fuentes nutricionales
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adicionales. Los resultados confirmaron la habilidad de C. rigida LPSC 232 de tolerar PIR
y su inhibicion frente a DBT (59%) y FEN (30%). No obstante, aunque también se registrd
la inhibicion del crecimiento de G. Subargentea LPSC 436 en presencia de PIRy FEN, este
hongo produjo solubilizacién de ambos PAH. El morfotipo diferenciado del hongo,
caracterizado por un micelio mas denso y elevado podria ser otro indicio de respuesta
frente al PAH. Este resultado sugirid la metabolizacidon del PAH aun en ausencia de
fuentes de carbono facilmente asimilables en el medio agarizado. Sin embargo, la
evidencia bibliografica (Hobbie, 2004) sobre la capacidad de algunos otros hongos
saprotrofos para utilizar al agar del medio de cultivo como una fuente de carbono y
energia, abre el interrogante si bajo estas condiciones G. subargentea LPS 436 puede
cometabolizar al PIR y FEN. No obstante, aunque el cometabolismo de lignina y de otros
aromaticos es un proceso paradigmatico, existen algunos datos que avalan la habilidad
de estos hongos para degradar fenoles en sistemas no cometabdlicos (Carabajal et al.,
2016). Por lo tanto, estudios adicionales son aun necesarios para poder confirmar los
mecanismos que desarrollan estos HPB para degradar y/o tolerar compuestos
aromaticos, y cudles son las mejores estrategias metodolégicas para obtener

conclusiones que estén libres de artefactos que condicionan los resultados detectados.

Respecto de la capacidad de ambos hongos para degradar mezclas complejas de
hidrocarburos, se realizaron ensayos utilizando el barro FP previamente oxidado con
persulfato de amonio (FP+PSA). Es hipotetizado que dicho tratamiento oxidativo puede
aumentar la biodisponibilidad de las fracciones mas pesadas del barro, cuyos resultados
son prometedores (ver Capitulo IV). Sin embargo, C. rigida LPSC 232 y G. subargentea
LPSC 436 fueron incapaces de crecer sobre un medio agarizado suplementado con una
solucién acuosa obtenida del barro tratado (FP+PSA), incluso utilizando una serie de
diluciones. La ausencia de crecimiento es atribuida al bajo pH del medio debido a la
adicion del barro oxidado. Sobre la base de la propuesta de Verstraete y colaboradores
(1976), que lograron duplicar la biodegradacion en un suelo contaminado con gasolina
a través del incremento del pH pasando de un valor inicial de 4,5 a 7,4, se considerd la

correccion del pH con la aplicacion de NaHCOs3 o conchilla, como agentes alcalinizantes.

Ambos hongos lograron crecer en el medio con FP+PSA cuando distintas

concentraciones de conchilla fueron incorporadas, siendo el crecimiento miceliar
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equivalente al observado sobre el medio agarizado basal. Estos resultados condujeron a
la seleccion de la menor concentracidn de conchilla para el acondicionamiento del
sistema suplementado con el barro FP previamente oxidado (FP+PSA), en los ensayos de

bioaumento fungico desarrollados en el CapituloVI.

Los ensayos hasta aqui evaluados sugieren la existencia de diferencias
fisiolégicas entre los hongos estudiados, aun cuando ellos pertenecen al mismo grupo
fisiolégico y taxondmico (familia: Polyporaceae). Estos resultados parciales revelan una
tolerancia selectiva y capacidad degradadora de los aislamientos estudiados frente a los
PAH testeadosy la necesidad de estudios especificos para una correcta selecciéon de uno
de los aislamientos para que sea competente para su uso en estrategias de bioaumento

en matrices contaminada con PAH.

Utilizacion del fraccionamiento isotopico del Cy la sintesis de dcidos grasos en el estudio

de las capacidades de hongos seleccionados para metabolizar diferentes PAH

En esta tesis se obtuvieron los perfiles lipidicos de C. rigida LPSC 232 y G.
subargentea LPSC 436 cuando se cultivaron en un medio agarizado suplementado con
glucosa natural al 0,1%, los que se correspondieron con los citados en la bibliografia para
otros hongos de su grupo ecofisiolégico (hongos ligninoliticos), registrandose el acido
palmitico y el acido linoleico como los mas abundantes (Nurika et al., 2018; Rezanka et
al., 1999). También se identificaron los acidos estedrico (18:0) y petroselinico (18:1 A®)
en los perfiles lipidicos de ambos hongos. Es de destacar la escasa informacién
disponible sobre la existencia de este ultimo acido graso en hongos, con sélo sugerencias
de su participacion como molécula de partida en la sintesis de acidos alquilitacénicos
insaturados en HPB por Gutiérrez y colaboradores (2002). No obstante, el acido
petroselinico es abundante como componente de lipidos de reserva en estructuras
vegetales de la familia Umbelliferae, incluida la zanahoria, el perejil y el cilantro (Cahoon
& Ohlrogge, 1994; Hudson, 1993). Al comparar los perfiles lipidicos de ambos hongos
estudiados en el medio suplementado con glucosa, los porcentajes relativos de los

acidos grasos revelaron diferencias, siendo superior en G. subargentea LPSC 436
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respecto a C. rigida LPSC 232en el caso del acido estearico (100%) y del acido

petroselinico (25%).

El analisis del fraccionamiento isotépico del C de los dos &acidos grasos
mavyoritarios revelé valores negativos tanto para C. rigida LPSC 232 como para G.
subargentea LPSC 436, en concordancia con lo registrado para otros hongos del phylum
Basidiomycota en cultivos liquidos axénicos (Hennet al. 2002). Es importante destacar
el valor de la relacién 8'3C de los acidos grasos analizados, 0,98 en C. rigida versus 0,61
en G. subargentea, sugiriendo en este Gltimo una mayor incorporacion de '2C en el 4cido
linoleico, lo que estd en concordancia con las diferencias observadas en la tasa de
crecimiento, aun siendo similares las relaciones entre las proporciones obtenidas para

FAME.

En los cultivos de ambos hongos suplementados con glucosa al 0,1%, enriquecida
con 13C al 20% respecto al 12C, la presencia de glucosa marcada disminuyé la proporcion
de acidos grasos saturados respecto de los monoinsaturados, en respuesta a la aparicién
del acido palmitoleico y la disminucién relativa de los acidos palmitico (en C. rigida) y
estedrico (en G. subargentea). La presencia de glucosa *3C en estos cultivos desencadené
un descenso del acido linoléico, bioindicador de biomasa fungica, en un 12% para LPSC
232y un 53% para LPSC436. Asimismo, se registré un incremento en los niveles relativos
del acido pentadecanoico (15:0) en comparacion con lo detectado en sus respectivos
controles creciendo sobre glucosa natural. Teniendo en cuenta que un descenso en la
relacion C/N (considerado mayoritario al isotopo '2C) en el medio genera un aumento
relativo de los monoinsaturados en la biomasa de hongos pertenecientes al phylum
Mucoromycota (Bernat et al., 2018), el comportamiento observado en LPSC 232 y LPSC
436, aun cuando pertenecen a otro grupo fungico, podria también estar asociado al
descenso en la relacién 2C/N por la suplementacién de 3C. Varios antecedentes
sugieren una respuesta similar ante las variaciones de la relacién C/N en funcidn de los
sustratos incorporados. Rezanka y colaboradores (1999) reportaron la deteccién de
acido palmitoleico en los perfiles lipidicos de los basidiomas de Stereum hirsutum vy
Trametes versicolor (Polyporaceae) que fueran diferenciados sobre sustratos lefiosos,
una condicién nutricional limitante en nitrégeno. Fernandez y Cadisch (2003)

comprobaron que la dindmica del fraccionamiento isotdpico del C durante la
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mineralizacion de glucosa y lignina (entre otros sustratos) por Phanerochaete
chrysosporiumy Trametes versicolor (HPB) es dependiente de la calidad de los sustratos
y la proporcion de sus nutriente (C/N) asi como la tasa de descomposicidn de los hongos,
lo que a la vez puede estar asociado a diferentes vias metabdlicas, y por lo tanto a un

destino selectivo del 13C.

Es conocido que las reacciones quimicas varian segln la naturaleza de los
isdtopos que conforman los reactivos, y segin sus cambios se distinguen dos tipos de
efectos isotdpicos: cinéticos y termodindmicos. Los primeros se deben a diferencias en
la velocidad de una reaccidn entre distintos is6topos, mientras que los segundos reflejan

diferencias en las constantes de equilibrio de reaccion.

Ivlev (2001) plantea que los efectos cinéticos de los isotopos 3C/*%C son claves
para comprender la distribucién del 13C en los sistemas bioldgicos. Este efecto se origina
a partir de procesos fisicos o quimicos irreversibles, y se debe a diferencias en la
velocidad de reaccion segun los distintos isdtopos que forman la molécula reactiva. Por
ejemplo, en los procesos quimicos las moléculas ligeras (}2C) reaccionardn mas
radpidamente que las pesadas (*3C). En este sentido, a partir del andlisis de la abundancia
de 13C natural, Monson y Hayes (1982) evidenciaron un enriquecimiento selectivo de 1C
enlos C9y C10de los acidos palmitico y oleico de Saccharomyces cerevisiae en un cultivo
aerdbico como producto del efecto cinético isotdpico asociado a la accién de la
desaturasa A° en la sintesis de novo de lipidos. De este andlisis es posible inferir que la
suplementacidén de glucosa enriquecida con 3C al medio alteré la distribucion isotépica
de los carbonos de los AG identificados en los cultivos de los hongos estudiados en esta
tesis, siendo la aparicion del palmitoleico y el enriquecimiento en los AG de C impar el
resultado de la modulacién de alguna actividad elongasa y/o desaturasa involucrada en
la sintesis de novo que resultara inhibida bajo esta condicion. Equivalentemente, Baillif
y colaboradores (2009) estudiaron los mecanismos de elongacién y desaturaciéon de
acidos grasos en Fusarium lateritium mediante el marcaje con deuterio (?H)
suplementado en diferentes sustratos (agua, glucosa, acetato) y evidenciaron efectos
cinéticos del isdtopo sobre los pasos de desaturacion en los C9 y C12, mediados por las
desaturasas A° y A'?%; asi como también estereoespecificidad de las reductasas en el

complejo FAS (Fatty acids synthase), que operan durante la incorporacion o remocion
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de 4tomos de hidrogeno alo largo de las cadenas de acidos grasos. También analizando
la sintesis de AG en Neurospora crassa a partir de la suplementacion de acido palmitico
y linoleico marcados con 2H y 4C respectivamente en el medio de cultivo, McKeon y
colaboradores (1997) propusieron que ademas de una via principal de sintesis de novo,
se activa una via alternativa que se inicia a partir del dcido palmitico marcado, el cual se
elonga a 18:0 y asi sucesivamente para sintetizar AG saturados para su almacenamiento
y formacidn de estructura. Estos autores observaron que sélo una pequefa cantidad de
18:0 marcado reingresa a la via de novo para formar 18:1A° e identificaron al 4cido
palmitoleico y a su correspondiente derivado elongado en el C9, el dcido vaccénico
(18:1A%) entre los acidos grasos minoritarios. Lozano Martinez (2016) propone que la
presencia de acido palmitoleico puede estar asociada a i) la formacién de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) de la serie wl, 4 y 7, poco comunes en fosfolipidos de
membrana, ii) la acumulaciéon mayoritariamente en los cuerpos lipidicos (S. cerevisiae,
Y. lipolytica), o iii) al tréfico lipidico sin necesidad de acumulacién (Ashbya gossypii).
Todos estos estudios refuerzan la hipétesis del rol del 3C de la glucosa en la activacién
de una via alternativa hacia la produccidn de acido palmitoleico en LPSC 232 y LPSC 436
con el consecuente desvio del destino del C en la sintesis de novo de acidos grasos. Este
comportamiento conduciria al descenso relativo del acido linoleico en ambos hongos
cuando comparado a su respectivo cultivo sobre glucosa natural (Figura V. 22). En este
contexto, es posible inferir un efecto cinético isotépico sobre la actividad elongasa en el
C9 cuando la glucosa *3C es utilizada por LPSC 436, provocando el descenso relativo de
la proporcién de acido estearico (flecha violenta, Figura V. 22) comparado al cultivo sin
presencia de glucosa marcada. El efecto cinético isotdpico también explicaria el
descenso de 4acido linoleico procedente del estedrico por la via principal, con la
consecuente relacién palmitico:linoleico cercana a 1. De este modo, el acido estearico
marcado reingresaria en menor proporcién a la via de novo para continuar con la
desaturacion (flecha punteada), lo que concuerda con los cambios detectados en el

destino del C.
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Figura V. 22. Esquema de las vias posibles de sintesis de dcidos grasos en C. rigida LPSC 232 y G.
subargentea LPSC 436 segun la naturaleza de los isétopos de C disponibles en la glucosa en medio de
cultivo. La via principal (recuadro de linea continua) representa la sintesis de novo cuando el cultivo se
lleva a cabo en presencia de sustratos con *°C. La via alternativa (recuadro con linea punteada) se activa
cuando se incorpora *3C (en rojo) desencadenando la sintesis de AG. EL: elongasas; Ax: desaturasas. Las
flechas de menor grosor hacen referencias a posibles productos destinos. La flecha punteada indica el
reingreso a la via principal del dcido estedrico desde la via alternativa, aportando *3C a los siguientes

productos. PUFAs: dcidos grasos poliinsaturados. PSFAs: dcidos grasos polisaturados.

El andlisis comparativo de los valores de 3C de los AG entre ambos hongos
también revelé que C. rigida LPSC 232 presentd valores superiores en medios
suplementado con glucosa enriquecida con ®3C, lo que indicaria una mayor
incorporacién del isotopo 3C en la via principal de sintesis de novo de lipidos. No
obstante, existen ademads otras respuestas fisiolégicas que pueden activar los hongos
bajo estas condiciones, y que generan las diferencias en el enriquecimiento isotdpico,
tales como unas relacionadas a las tasas de asimilacién de la glucosa y sus productos de
degradacion. Henn y Chapela (2000) reportaron que las triosas con '3C presentan tasas
de asimilacién menores que las triosas no marcadas. Futuros estudios podran revelar la

contribucién de otros mecanismos de respuesta al 13C.

Cambios en la configuracidn de los acidos grasos monoinsaturados, desde una

isomeria geométrica cis a trans y la formacién de grupos ciclopropilos en la cadena
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carbonada de acidos grasos de fosfolipidos pueden ser ocurrir también debido a
variaciones ambientales (Kaur et al., 2005). Los cambios ambientales pueden modificar
la actividad desaturasa y generar disturbios en la homeostasis celular alterando la
permeabilidad y fluidez de las membranas, asi como también en los perfiles lipidicos y
en su reserva (Calonne et al., 2014; Verdin et al., 2006). Dichas alteraciones en el
metabolismo lipidico, que pueden ser también causadas incluso por agentes activadores
de estrés oxidativo, conducirian a la peroxidacion de los lipidos, un mecanismo que ha
sido también implicado en la degradacion de xenobiéticos por levaduras (Howlett &
Avery, 1997)y hongos filamentosos (Sorkhoh, 1990), incluyendo unos ligninoliticos

(Cerniglia & Sutherland, 2010).

Hammel y colaboradores (1992) revelaron en Phanerochaete crhysosporium la
participacién de diferentes estrategias metabdlicas para la degradacion PAH
(componentes intracelulares del sistema P450 y sistemas enzimaticos ligninoliticos
extracelulares), siendo la expresién de cada uno de ellos dependiente de la
concentracion de nitrégeno en el medio. Sobre la base de la respuesta diferencial de los
hongos ante la presencia de glucosa enriquecida con 3C, se realizé el anélisis del efecto
de PAH seleccionados (PIR, DBT y la mezcla de ambos) en el perfil lipidico de cada
aislamiento y en la relacién isotdpica 3C/*2C de los acidos grasos palmitico y linoleico.
Una disminucidn en el valor de la distribucién isotdpica 6 en los acidos grasos
analizados por efecto de PAH puede ser de utilidad para inferir la asimilacién fungica de

alguno de los PAH testeados.

La Figura V. 23 muestra el efecto de los PAH testeados sobre la ruta biosintética
de diferentes acidos grasos de C. rigida LPSC 232 creciendo en dos medios agarizados
conteniendo ya sea glucosa natural o en la presencia de glucosa enriquecida en 3C. Si
bien en este trabajo no se discriminé la procedencia de los acidos grasos, ya sea a partir
de lipidos neutros (NLFA) o de fosfolipidos (PLFA), basado en la bibliografia se hipotetizo

que el destino final del C en estos cultivos es compatible con la alta relacién NLFA/PLFA.

Ha sido reportado en otros cultivos fungicos creciendo en medio agarizado con
glucosa (Larsen et al., 1998) y en respuesta a la adicion de glucosa al suelo, una mayor
produccién de triacilglicéridos (NLFA) como productos de reserva (Baath & Anderson,
2003; Lundberg, Ekblad, &Nilsson, 2001).
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La presencia de PIR en el medio con glucosa natural aumenté en la biomasa del
hongo la relacién entre acidos saturados/monoinsaturados, producto del aumento de
los acidos saturados palmitico y esteadrico, y de los acidos palmitoleico y petroselinico.
La falta de deteccién del 4cido oleico entre los FAME sugiere alguna inhibicién de la ruta
principal de novo y la activacién de rutas alternativas de sintesis de AG. Estas ultimas
serian las responsables de los acidos monoinsaturados mencionados, lo que estaria
asociado a la formacion de PUFAs wl, 4 y 7 y posiblemente a la generacion de
intermediarios involucrados en la sintesis de compuestos alquilitacénicos, unos
compuestos implicados en la peroxidacién lipidica de compuestos aromaticos por
Ceriporiopsis subvermispora (Gutiérrez, et al.,, 2002). Adicionalmente el descenso
observado en la relacidn isotépica (~100%) en los acidos palmitico y linoleico de C. rigida
LPSC 232 sugirié la incorporacién del 1>C procedente del PIR. Las variaciones en los
acidos monoinsaturados podrian deberse a cambios en la actividad desaturasa. Bernat
(2018) comprobd que Umbelopsis isabelina genera una respuesta al estrés oxidativo en
presencia del herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) vinculada a cambios en la
actividad desaturasa, una enzima implicada tanto en la sintesis de los lipidos de
membrana como de reserva, siendo los AG 18:2 y 18:3 los mds susceptibles a la

peroxidacion lipidica.

La presencia de PIR en el medio de glucosa enriquecida con *3C, incrementd
notablemente la relacién saturados/monoinsaturados de los AG de C. rigida LPSC 232
por el aumento de los saturados y el descenso del acido palmitoleico, sin variaciones en
el 4cido petroselinico. Ademas, la adicion de PIR redujo la incorporacion de *%C en los
AG palmitico y linoleico obteniéndose un valor de A'3C de 13% y 16% respectivamente
para cada AG, comparado con el control en ausencia del PAH. Por lo tanto, la presencia
de glucosa 3C reduciria la habilidad de co-metabolizar PIR, inhibiendo vias metabdlicas

alternativas, lo que indicaria una preferencia del isotopo *?C sobre el 13C.
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Figura V. 23. Esquema de la ruta biosintética de dcidos grasos para C. rigida LPSC 232 y su respuesta
frente a diferentes PAH testeados en cultivos agarizados conteniendo glucosa con *2C o *2C-'3C.
Adaptado de Jiy colaboradores, 2014, para Mortierella alpina. FAS: complejo enzimdtico sintasa de dcidos
grasos de sus siglas en inglés Fatty Acids Synthase. EL: Enzima elongasa. Ax: Enzimas desaturasas. Las
flechas en negrita indican la via principal de sintesis de los dcidos poliinsaturados (PUFAs) w3, 6 y 9,
mientras que las finas muestran las vias alternativas. Las flechas en gris indican el destino hipotético de
algunos AG monoinsaturados. Las flechas a la izquierda de un intermediario determinado y en color
indican el efecto del pireno (naranja), DBT (azul) o mezcla de ambos (verde) en medio de cultivo, con
glucosa *2C (linea continua) o con glucosa *3C al 20% (linea punteada) sobre la proporcién (aumenta o
disminuye) de los dcidos grasos del total extraido con respecto a su control sin PAH. El tamafio de estas

flechas es relativo entre el efecto de PAH sobre el mismo AG.

Un comportamiento diferente fue apreciado cuando se incorporo DBT al cultivo
de C. rigida tanto en glucosa natural como cuando estuvo enriquecida en '3C,
registrandose una disminucidn en la relacién saturado/monoinsaturados. El incremento
de las proporciones relativas en el 4cido petroselinico, acompanado del aumento del
acido estedrico y la presencia del acido oleico, sugieren que el DBT desencadenaria la
sobreactivacion de la via alternativa del acido petroselinico con la consecuente
reduccion en la sintesis de AG por la via principal en presencia de glucosa natural. A
diferencia de lo observado con PIR, la presencia de DBT en el medio con glucosa natural

provoco la reduccion del acido pentadecanoico (15:0) hasta un valor no detectable. Este
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comportamiento sugiere algin paso inhibitorio en la produccién de los acidos grasos de
cadena media como el de 12:0 y 14:0. Sin embargo, siendo ambos dacidos grasos
precursores del acido petroselinico, otra via posiblemente fuera activada involucrando
la desaturasa A4 que actua sobre el acido palmitico, y la enzima elongasa que adiciona
2C conduciendo a la formacién del acido petroselinico(Cahoon & Ohlrogge, 1994). El
incremento del acido oleico también evidencia la alteracion producida por el DBT en la
via principal de la sintesis lipidica de novo vy la via del acido petroselinico en C. rigida
LPSC232. Los resultados del fraccionamiento isotépico en cultivos creciendo con glucosa
natural revelaron una mayor incorporacion de 3C en el acido palmitico (186%) en
comparacion con el linoleico (62%), evidenciando un efecto inhibitorio del DBT. Fue
posible correlacionar esta respuesta con el cambio macroscépico observado en el cultivo
de C. rigida, tanto en glucosa como en EM donde el DBT produjo una evidente
disminucion del didmetro de la colonia fungica. Por otro lado, en medio con glucosa
enriquecida con'3C, el DBT produjo una incorporacién de *?C sélo en el 4cido linoleico
sugiriendo que el efecto isotdpico de la glucosa '3C ejercié una mayor interferencia
sobre la sintesis lipidica que el DBT, disminuyendo asi la via alternativa del petroselinico,

lo que no podria sugerir la asimilacion del PAH por el hongo.

El efecto observado al cultivar C. rigida en presencia de la mezcla PIR y DBT sobre
la sintesis lipidica puede ser explicado como una respuesta combinada del efecto
individual de los mismos. En medio con glucosa natural, el acido linoleico disminuyd en
un 58% y aumenté el acido petroselinico en un 98%, sugiriendo un efecto sinérgico en
la combinacidn. Como se menciond anteriormente, la deteccién del acido petroselinico
estaria revelando la inhibicién de la via principal. El incremento de este acido se
corresponderia con la respuesta observada ante el DBT, mientras que la presencia del
acido palmitoleico podria ser atribuida al efecto producido por el PIR. En esta condicion

estarian activas las 3 vias de sintesis lipidica.

Similarmente a lo observado en presencia de DBT en glucosa natural, los valores
de 813C de los AG sugirieron que la mezcla de PIR+DBT promueve la incorporacién de 13C
por sobre los PAH, favoreciendo la incorporacién del isotopo pesado a los AG destinos.
En presencia de la glucosa enriquecida con *3C, el mayor cambio respecto de la condicién

anterior se observé en el leve aumento del dcido estedrico y el incremento en el acido
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palmitoleico, lo que indicaria una mayor participacion de los efectos cinéticos isotdpicos
sobre los AG. El fraccionamiento isotdpico reveld un enriquecimiento diferencial de 1C
en el linoleico. Este efecto fue similar a lo observado en DBT, poniendo en evidencia su

efecto toxico.

Sobre la base de los datos aportados por el estudio del perfil lipidico y el
fraccionamiento isotdpico en G. subargentea LPSC 436, se propone para describir los

efectos de los PAH individuales y su combinacién el siguiente esquema (Figura V. 24):

La presencia de PIR en medio con glucosa natural disminuyd la relacién
saturado/monoinsaturado de los AG del hongo debido al descenso de los acidos
palmitico y estedrico y al incremento del dcido petroselinico con la aparicién del acido
palmitoleico. Estos dos ultimos acidos grasos monoinsaturados son precursores de los
acidos alquilitacénicos asociados a degradacién de xenobidticos por mecanismos de
peroxidacién lipidica (Gutiérrez et al., 2002). Estos resultados sugieren que el pireno
desencadena una respuesta diferencial en G. subargentea, activando dos vias
alternativas vinculadas a acidos monoinsaturados, y bloqueando parcialmente la via
principal desde las primeras reacciones. Los resultados del fraccionamiento isotdpico
revelaron la incorporacion de *2C, siendo mayor para el acido palmitico (~36%) que para
el linoleico (~12%). Sin embargo, este porcentaje seria mucho menor q el observado
para C. rigida, sugiriendo que en condiciones naturales G. subargentea asimilaria menor
cantidad de 2C del PIR.

En presencia de glucosa enriquecida con *3C se observd un incremento del doble
en la proporcién del acido linoleico. Posiblemente la presencia del isotopo pesado
desencadené una rdpida incorporacion de éste a los acidos palmitico y linoleico como
respuesta a un mayor estrés, en relacién con lo observado en los ensayos de tolerancia.
Por otra parte, el acido palmitico estaria destinado a la sintesis de novo y a la via
petroselinica, dado que no se detectd acido palmitoleico. Esto indicaria una preferencia
sobre el isotopo *3C de la glucosa en lugar del 12C del hidrocarburo.

El efecto del DBT en medio con glucosa natural también desencadend una
disminucion en la relacion saturados/monoinsaturados, producto del incremento del
acido palmitoleico y petroselinico, siendo este ultimo posible responsable de Ia

interferencia en la sintesis de linoleico, expresado por un descenso del 26%.
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Figura V. 24.Esquema de la ruta biosintética de dcidos grasos para G. subargentea LPSC 436 y el efecto
de los PAH testeados. Adaptado de Ji y colaboradores, 2014, para Mortierella alpina. FAS: complejo
enzimdtico sintasa de dcidos grasos de sus siglas en inglés FattyAcidsSynthase. EL: Enzima elongasa. Ax:
Enzimas desaturasas. Las flechas en negrita indican la via principal de sintesis de los dcidos poliinsaturados
(PUFAs) w3, 6 y 9, mientras que las finas muestran las vias alternativas. Las flechas en gris indican el
destino hipotético de los AG monoinsaturados. Las flechas en color indican el efecto del pireno (naranja),
DBT (azul) o mezcla de ambos (verde) en medio de cultivo, con glucosa *2C (linea continua) o con glucosa
13C al 20% (linea punteada) sobre la proporcién (aumenta o disminuye) de los dcidos grasos del total

extraido con respecto a su control sin PAH. El tamafio de las flechas es relativo entre PAH del mismo AG.

A diferencia de lo observado en PIR, el fraccionamiento isotépico en glucosa
natural indicé la incorporacién de *3C de manera similar en ambos acido grasos (~19% y
17%), sugiriendo que G. subargentea no utilizaria el *2C del DBT. Sin embargo, en
presencia de glucosa enriquecida con '3C, la respuesta es completamente distinta,
reactivando todas las vias de sintesis y la incorporacién de 2C (glucosa/DBT), siendo
destino principal del C el acido palmitico. Si bien no es posible concluir si bajo las
condiciones del experimento se asimilé el PAH, es claro que el DBT desencadend una
respuesta distinta, reactivando las diferentes vias de sintesis alternativas superando el
efecto isotdpico del 3C de la glucosa.

La mezcla de pireno PIR y DBT, revelé un comportamiento similar a la respuesta

observada frente a DBT excepto que, en lugar de activarse la via del acido palmitoleico,
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el acido oleico aparece como posible precursor del linoleico en la via principal hacia
PUFAs y el acido petroselinico iria posiblemente a la formacién de 4cidos
alquilitacénicos. El aumento del fraccionamiento isotdpico en glucosa natural producido
por efecto de la combinacién de los PAH condujo a la incorporacién de 3C sélo en el
acido linoleico (~22%), sugiriendo la no asimilacion de los PAH en esta condicion.

El analisis comparativo de ambos hongos permitié apreciar variaciones en la
seleccion de la fuente de carbono asimilable y el destino de ésta en su biomasa cuando
ellos crecen en presencia de glucosa natural. Ante la presencia de PAH, se concluye que
ambos hongos responden de manera diferencial frente a PIR, DBT y su combinacién
activando diferentes rutas alternativas y bloqueando parcialmente la via de novo AG,
dependiendo de la presencia del isotopo 3C. Si bien ambos hongos fueron tolerantes a
los cristales de PIR en medio con glucosa, los resultados sugieren que PIR induce en C.
rigida LPSC 232 (en condicién natural y con glucosa enriquecida en 3C) una ruta
alternativa hacia la sintesis del acido graso monoinsaturado de 16C (palmitoleico) y
disminucion del acido linoleico como posible respuesta a la detoxificacidn del pireno,
corroborado por la incorporacidn de '2C, principalmente en presencia de glucosa rica en
13C. Por otro lado, G. subargentea LPSC 436 inactivaria parcialmente las primeras
reacciones de sintesis de novo, activando principalmente la ruta del petroselinico en
ambas condiciones, invirtiéndose el destino del C en presencia de glucosa enriquecida
en 13C, incorporando este ultimo is6topo, principalmente a acido palmitico.

La presencia del DBT, produciria en C. rigida LPSC 232 el bloqueo parcial de la via
principal favoreciendo la ruta petroselinica. La mayor incorporacion de 3C
principalmente al acido linoleico se correlaciona con su menor tolerancia a cristales de
DBT. En cambio, en LPSC 436 se expresarian las dos rutas alternativas de
monoinsaturados incorporando menor cantidad de *3C al 4cido linoleico en la condicién
con glucosa enriquecida en 3C.

La toxicidad del DBT se asocia a la presencia de un dtomo de azufre en su
estructura, lo que podria interferir o inhibir ciertas enzimas responsables de la sintesis
lipidica, principalmente las desaturasas A9 y 12. Segun Qiao y colaboradores (2015) la
etapa catalizada por las desaturasas A9 es un punto de control clave en la acumulacién
de triglicéridos, aunque existen diferentes especificidades en las distintas desaturasas,

las cuales catalizan reacciones especificas en la generacién de un acido graso especifico
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sobre otro (Wilson et al., 2004). El DBT habria inhibido principalmente la sintesis del
acido linoleico para ambos hongos en la condicién de cultivo con glucosa natural, y por
lo tanto conduciendo al consecuente incremento en la acumulaciéon de 4cido
petroselinico, considerado metabolito hacia la ruta final de d4cidos eicosanoides
(Weber et al., 1997).

Toda esta informacién constituye una base para el estudio de la metabolizacidn
de hidrocarburos policiclicos aromadticos por cultivos de hongos ligninoliticos
seleccionados a través de la utilizaciéon indirecta del fraccionamiento isotdpico del C de
la glucosa natural, en paralelo a cultivos control con este sustrato facilmente asimilable
y en presencia de glucosa enriquecida en 3C y su acople con la identificacién y
cuantificacién de AG especificos sintetizados por estos hongos para cuantificar su
respuesta frente a la exposicién a diferentes hidrocarburos recalcitrantes. Esto permitié
identificar la contribucidn relativa y activacién de las rutas metabdlicas involucradas en

la degradacidén y/o mineralizaciéon de los compuestos téxicos.

Efecto del PIR y del FP sobre la biomasa fungica y el potencial de los estimadores de

crecimiento como marcadores de respuestas a la contaminacion

Niemenmaa y colaboradores (2008) testearon 4 especies de HPB: Phlebia
radiata, Panerochaetechrysosporium, Physisporinusrivulosus, Ceriporiopsis
subvermispora y 2 especies de HPP Gloeophyllum trabeum y Poria placenta en medio
liquido ADMS con bajo contenido de nitrégeno (2 mM) y glucosa (0.1%) y los resultados
revelaron una correlacion moderadamente baja entre ergosterol y biomasa seca
(r’= 0.384) entre las especies. Resultados semejantes se obtuvieron en C. rigida LPSC
232y G. subargentea LPSC 436 en cultivos liquidos con MML suplementado con glucosa
al 1% y ME2 en presencia de PIR y barro FP. Los resultados del crecimiento de ambos
hongos en este estudio revelaron que el medio de cultivo ME2 favorece la sintesis de
ergosterol durante 14 dias. C. rigida LPSC 232 mostrd una correlacion altamente positiva
(r’=0,91) entre la biomasa estimada por peso secoy cantidad de ergosterol en presencia
de PIR, a pesar de que la cantidad de ergosterol disminuyera en presencia del PAH.
Mientras que fue moderadamente positiva (r’=0,59) cuando los cultivos fueron

suplementados con barro FP, sin registrarse cambios en el contenido de ergosterol.
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Barajas-Aceves et al.(2002) obtuvieron resultados similares con Coriolopsis gallica
creciendo en cultivos liquidos con GMY (glucosa, extracto de malta y levadura en
presencia de fungicidas y metales pesados como Cu, Zn y Cd). Los autores observaron la
disminucion de la cantidad de ergosterol por biomasa seca en un 57% sélo en la mayor
concentracién de fungicida (25 mg.kg?). En el caso de G. subargentea LPSC 436, las
correlaciones fueron diferentes en presencia de PIR (r’=0,33) y FP (r’=0,52),
observandose una disminucién del ergosterol sélo en presencia del residuo, sin cambios
en la biomasa por peso seco. Estas diferencias podrian deberse a que el barro FP es una
mezcla compleja con diferentes compuestos (hidrocarburos alifaticos, aromaticos,
resinas, asfaltenos y metales pesados) que afectan diferencialmente al crecimiento del
hongo, y consecuentemente a la sintesis y acumulacién de ergosterol. Como fue
mencionado en la seccidn anterior, el metabolismo lipidico es sensible a los cambios
ambientales y a la presencia de xenobidticos. La naturaleza quimica (lipidica) del
ergosterol sugiere indagar si la existencia o no de correlacién entre biomasa por peso
seco y ergosterol puede ser debido también a la dependiente de las estrategias
fisiolégicas que cada hongo desencadena ante el estrés ocasionado por la matriz
contaminante. Si bien muchos autores correlacionan al 4cido linoleico con la cantidad
de ergosterol (Miller et al., 1998; Gessner& Newell, 2002; Klamer&Baath, 2004), los
resultados obtenidos indican que el efecto del PIR y FP sobre el contenido de ergosterol
y la biomasa por peso seco difiere entre los hongos estudiados, lo que estaria asociado
a sus respuestas fisiolégicas especificas y a cambios consecuentes en el
reacomodamiento y destino del C en los principales acidos grasos del metabolismo

lipidico de cada uno de ellos.

Remocion y mineralizacion de PAH

C. rigida LPSC 232 logré remover el 52% del pireno luego de dos semanas de
incubacidén respecto de su control abiético en cultivo liquido ME2. Esto se corresponde
con los resultados obtenidos de numerosos estudios sobre la capacidad de los hongos
de la madera en mineralizar PAH de 3 a 4 anillos aromaticos, como fenantreno y pireno
en cultivos liquidos y sdlidos con rastrojo de trigo (Anastasi et al., 2009; Bezalel et al.,

1996; Sack et al., 1997a). Aunque la capacidad de remover y mineralizar PAH depende
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de muchos factores, la eleccion de un medio rico que aporte sustratos facilmente
asimilable como co-sustrato incrementar el proceso, favoreciendo asi la degradacién de
PAH de alto peso molecular (Lange et al., 1996; Novotny et al., 1999; Sayara et al., 2010).

En cuanto a los resultados de biomasa por peso seco, no se registraron
diferencias significativas respecto de su control en ausencia de PIR siendo concordantes
con lo previamente expuesto. A diferencia de lo observado en estudios realizados con
otros hongos descomponedores de la madera (Sack et al., 1997b), la ausencia de pireno
en la solucidn conteniendo acetato de etilo obtenida cuando la biomasa del hongo fue
expuesto a extraccion, descarta la participaciéon de mecanismos de adsorcion del
hidrocarburo en el sistema de este cultivo.

Estos resultados junto con los cambios en la proporcion isotdpica de ciertos
acidos grasos del hongo detectados cuando éste es crecido en presencia de pireno,
indicarian que la deplecién del *3C se atribuye a la incorporacidn de *2C del pireno como
fuente de carbono por cometabolismo, dado que en presencia de MML no se registré

crecimiento fungico.

Efecto del barro FP sobre la actividad respiratoria de los hongos

La actividad respiratoria de C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436
respondid diferencialmente a la presencia de barro FP como matriz fuente de
hidrocarburos, tanto en presencia como en ausencia de la microbiota nativa.

La capacidad de mineralizacién de muchos hongos en cultivos liquidos difiere
respecto de la determinada en microcosmos con suelo contaminados debido a la baja
capacidad de colonizacion (Anastasi et al., 2009; Covino et al., 2016; Novotny et al.,
1999). La actividad metabdlica de los HPB también depende de su capacidad para
colonizar el soporte utilizado para su aplicacidn en estrategias de bioaumento. En este
trabajo, la selecciéon de rastrojo de trigo como soporte de crecimiento de los hongos fue
clave, permitiendo su inclusién en los microcosmos de FP.

La significativa produccion de CO, en los microcosmos con barro FP estéril
transcurridos 28 dias después de la inoculacién con C. rigida LPSC 232 sugiere la

viabilidad y actividad del hongo en el sistema, con una promisoria estrategia de
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incorporacion del rastrojo colonizado con el hongo y su éxito como agente de
mineralizacidon aun cuando esté en contacto con el barro.

En cambio, aunque que no se observaron diferencias macroscépicas en la
colonizacién de G. subargentea LPSC 436 en rastrojo por la presencia o ausencia del FP,
los resultados evidenciaron la ausencia de actividad mineralizante en microcosmos de
FP estéril.

Estas diferencias seglin el hongo analizado sugieren que los compuestos
derivados del residuo actuaron como activadores de la actividad respiratoria de LPSC
232. No obstante, este comportamiento no se observé en presencia de microbiota
nativa. Tampoco se observaron cambios bajo esta condicidn en los sistemas inoculados
con G. subargentea LPSC 436.

El éxito del bioaumento con organismos exdgenos no estd garantizado,
especialmente el caso de hongos ligninoliticos, cuya habitat natural no es el suelo
(Borras et al., 2010).

En el presente trabajo, se comprobd la actividad mineralizante de LPSC 232 en
sistemas de cultivo axénico como son los microcosmos conteniendo FP cuando el hongo
fue aplicado como una suspensiéon miceliar sobre el rastrojo. La similitud de CO;
producido en los sistemas inoculados con el hongo conteniendo FP con su microbiota
nativa comparado a unos con FP estéril sugiere un posible efecto inhibitorio frente a la
comunidad nativa de bacterias y hongos donde estos Ultimos estdn adaptados y pueden
limitar el éxito del hongo exdgeno durante las interacciones con ellos. No obstante, no
es posible descartar el efecto producido por la esterilizacion sobre la composicién
guimica del barro, eliminando compuestos toxicos para la actividad inicial del hongo.

Numerosos factores bidticos pueden influir en la efectividad de los procesos de
bioaumento, siendo tal vez determinante el éxito de las relaciones de interaccion entre
los microorganismos autéctonos y el aléoctono como antagonismo, depredacion,
sinergismo o competencia por la fuente de carbono y otros recursos limitantes

(Lang et al., 1998; Kennedy et al., 2002).
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V.5 Conclusiones

v'  Existe variabilidad en la habilidad de diferentes hongos, incluyendo a C.
rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436, para tolerar PAH, lo que estd a la vez
condicionado también por la composiciéon de los medios de cultivos utilizados. Bajo
condiciones de cultivo en medio agarizado, G. subargentea LPSC 436 expresa una
habilidad superior para tolerar una mezcla de PAH, seguido de G. sepiarium LPSC 735y

C. rigida LPSC 232, siendo este ultimo susceptible a los efectos inhibitorios de los PAH.

v' C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 toleran los componentes

solubles del barro FP y FP oxidado, tras el ajuste de pH con conchilla.

v" Los hongos C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 responden
diferencialmente a la naturaleza isotépica de la glucosa durante su crecimiento. La
suplementacion de PAH, como PIR y/o DBT, alteran el metabolismo de novo implicado
en la sintesis de acidos grasos, activando rutas alternativas hacia la sintesis de acidos
monoinsaturados (palmitoleico y/o petroselinico) e inhibiendo enzimas especificas

como la desaturasa A°.

v' Bajo condiciones de cometabolismo, C. rigida LPSC 232 utiliza al PIR como

fuente de carbono.

v'  Diferentes métodos estandares utilizados en la estimacidén de biomasa

fungica son utiles en estudios de cultivos de hongos expuestos a xenobiéticos.

v' (. rigida LPSC 232 es un hongo capaz de mineralizar componentes del barro

FP bajo condiciones de fermentacién en estado sdlido.

v" Lainoculacién de los hongos C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 a
sistemas conteniendo el barro FP no altera la actividad de los microorganismos

autoctonos del residuo.
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VI Micorremediaciéon y su combinacidon con el tratamiento

oxidativo

El objetivo de la aplicacién de estrategias combinadas es potenciar las ventajas y
minimizar las limitaciones de las técnicas individuales. La aplicacién de un
pre-tratamiento con oxidantes quimicos ha sido demostrada que mejora la eficiencia de
la degradacion de mezclas de hidrocarburos complejos (Mora et al., 2014; Martinez-

Pascual et al., 2015; Medina et al., 2018; Medina et al., 2020).

La inoculacién de hongos causantes de la pudricién blanca de la madera ha sido
ampliamente estudiada como estrategia de biorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos (Sutherland et al., 1991; Bezalel et al., 1996; Sack et al., 1997a;
Carrera, 2010; Fernandez Lladé, 2012). Sin embargo no ha sido explorada sobre matrices

complejas como los barros oleosos expuestos a un oxidante.

Los hongos en una matriz contaminada con xenobidticos, ademads de
detoxificarlos y/o degradarlos, deben superar ciertos factores limitantes (como por
ejemplo las propiedades de la matriz, la toxicidad relativa de los contaminantes
mayoritarios y sus mezclas, entre otros) que deben ser monitoreados antes de

establecer si son relevantes en el proceso de biorremediacion.

El éxito del bioaumento fungico en un suelo es dependiente principalmente de
la supervivencia del hongo inoculado, de su capacidad de colonizacidén y su relacién con
la microbiota autéctona (Gadd, 2001; SaSek, 2003; Baldrian, 2008). En este sentido, el
rastrojo de trigo fue seleccionado como soporte lignocelulésico y sustrato
cometabolizable mas adecuado para el crecimiento de los hongos de pudricién parda y

blanca (Bumpus & Aust, 1987; Morgan et al., 1993; Ballaminut et al., 2014).
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En el presente capitulo se desarrollan los siguientes objetivos:

- Evaluar la capacidad degradadora de G. subargentea LPSC 436 y G.
sepiarium LPSC 735en cultivo individual o dual, sobre un suelo contaminando
artificialmente con fenantreno en presencia y ausencia de microbiota nativa.

- Evaluar la capacidad degradadora de C. rigida LPSC 232, sobre un suelo
contaminando artificialmente con fenantreno en presencia y ausencia de microbiota
nativa.

- Evaluar la capacidad degradadora de C. rigida LPSC 232 y G. subargentea
LPSC 436 sobre un suelo contaminando artificialmente con un barro petroquimico API
(FP), presencia de microbiota nativa.

- Evaluar el efecto de los tratamientos combinados de oxidacion con
persulfato de amonio (PSA) y bioaumento fungico con hongos ligninoliticos sobre la
degradacion de un barro petroquimico APl (FP) en presencia y ausencia de microbiota

nativa.
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VI.1 Capacidad degradadora de G. subargentea LPSC 436 y G. sepiarium LPSC 735
en suelo contaminando artificialmente con fenantreno

VI.1.1Cultivos en microcosmos en condicidn axénica

La concentracion del FEN residual en los microcosmos en condicion axénica fue

monitoreada a los 0, 30,60, 90 y 120 dias de incubacién. En la

Figura VI. 1 se puede observar que durante los primeros 30 dias no se registraron
cambios significativos entre los tratamientos inoculados con uno o con los dos hongos,
respecto del control sin inocular. Luego de los 60 dias se detectd una remocion
significativa de FEN del 31-41% en presencia de G. subargentea LPSC 436 y de G.

sepiarium LPSC 735, en cultivo individual y dual respecto al control.

Luego de 90 dias G. sepiarium LPSC 735 se diferencié significativamente de G.
subargentea LPSC 436 (22%) y del cultivo dual (26%) alcanzando a remover un 83,5% del
FEN en suelo, continuando hasta alcanzar casi la total de remocién del hidrocarburo

(98,5%) a los 120 dias de incubacion.

El cultivo dual removid un 77,41% del FEN a los 120 dias, sin revelar diferencias

significativas respecto de sus comportamientos individuales.

A diferencia de lo observado en cultivo agarizado (Capitulo V) donde el cultivo
dual entre G. subargentea LPSC 436 y G. sepiarium LPSC 735 generd interaccidn entre

los micelios, en el rastrojo inoculado no se observé dicho comportamiento.

La forma de inoculacion del rastrojo permitié apreciar, luego de la incubacidn, la
colonizacién manteniendo el aspecto caracteristico de cada hongo hasta alcanzar la
zona de contacto. La aparente falta de interaccion entre los micelios fue evidenciada a
través de la posibilidad de separar manualmente los rastrojos inoculados. Asi mismo no
se observé integracién del cultivo con el suelo contaminado en ninguna de las

condiciones ensayadas.

Los resultados sugieren que la inhibicién de la capacidad de remocién de G.
sepiarium LPSC 735 en cultivo dual, puede ser atribuida a mecanismos competitivos

temporales dados entre ambos hongos.

190



Capitulo VI Resultados
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Control LPSC 436 LPSC 735 LPSC 436/735

Figura VI. 1. Concentracién de fenantreno residual (mg.kg™) de G. subargentea LPSC 436 y G. sepiarium
LPSC 735 (individual y dualmente), a los 30, 60, 90 y 121 dias en condiciones axénicas. Las barras
representan las medias y desviaciones estdndares (n=3). Concentracidn inicial 2500 mg.kg™. Las letras
minusculas de igual color representan significancia entre tratamientos a igual tiempo (ANOVA una via,
Test de Tukey (p < 0,05)). Las letras mayusculas representan la variacion de FEN residual entre las variables

tratamiento y tiempo (ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)).

VI.1.2 Cultivos en microcosmos en presencia de la comunidad nativa del suelo

La concentracion de FEN residual en los microcosmos en condiciones no estériles
se monitored a los 0, 30, 60 y 90 dias. En la Figura VI. 2 se muestran los resultados

obtenidos.

Luego de 30 dias, la inoculacién individual de los hongos estimuld
significativamente la remocién de FEN respecto del control, alcanzando a remover un

76% del PAH en ambos hongos.

La co-inoculacién produjo una remocién tardia del fenantreno, alcanzando el

92% respecto de la concentracion inicial luego de los 90 dias de tratamiento.

Al final del ensayo, no se registraron diferencias significativas entre los

tratamientos con bioaumento fungico respecto del control con la microbiota nativa.
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Figura VI. 2. Concentracion de fenantreno residual en microcosmos inoculados con los hongos LPSC 436
y LPSC 735, en condiciones NO estériles. Se representan las medias y desviaciones estdandares (n=3). Las
letras minusculas de igual color representan la variacion de FEN residual entre tratamientos a igual tiempo
(ANOVA una via, Test de Tukey (p < 0,05)). Las letras mayusculas representan la variacion de FEN residual

entre las variables tratamiento y tiempo (ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)).

Los resultados sugieren un efecto de remocidn temprana debido al bioaumento
fungico individual. De acuerdo con lo observado en los cultivos en microcosmos en
condicién axénica, los mecanismos competitivos temporales atribuidos a la co-
inoculacién habrian inhibido tanto la capacidad de remocién de fenantreno del cultivo

dual, como de la microbiota nativa.

VI.2 Capacidad degradadora de C. rigida LPSC 232 en suelo contaminando

artificialmente con fenantreno

VI.2.1Cultivos en microcosmos en condicién estéril y no estéril

La concentracién de fenantreno residual se monitored a los 0, 30, 60 y 90 dias en
los microcosmos axénicos y no estériles. La concentracién inicial de FEN fue de

2952+655 mg.kg?.
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Como se observa en la Figura VI. 3 la remocion de FEN en presencia de C. rigida
LPSC 232 en suelo contaminado artificialmente fue significativa en condiciones axénica
luego de los 90 dias de incubacidn respecto de su control, alcanzando a remover un 55%

del hidrocarburo.

En condiciones no estériles, no se registraron diferencias significativas en la
remocidn del fenantreno por bioaumento fungico con C. rigida LPSC 232 respecto del

Control, a ninguno de los tiempos muestreados.

El bioaumento alcanzd a remover un 99,7% dias y el Control un 98,7%, respecto

de la concentracion inicial a los 90 dias.
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Figura VI. 3. Concentracién de fenantreno residual (mg.kg?) de C. rigida LPSC 232 en condiciones
axénicas (A) y no estériles (NE). Se representan las medias y desviaciones estdndares (n=3). Las letras
minusculas de igual color representan la significancia entre tratamientos a igual tiempo (ANOVA una via).
Las letras mayusculas representan la variacion de FEN residual entre los tratamientos a distinto tiempo

(ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)) respecto de la concentracion inicial de FEN
(2952 +655 mg.kg™).

La mayor actividad degradadora apreciada en el control puede ser atribuida a un

efecto de bioestimulacién por parte del soporte lignocelulésico sobre la comunidad
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nativa del suelo. Dicha actividad no seria inhibida en ningin momento del ensayo por

efecto del bioaumento con C. rigida LPSC 232.

VI.3 Efecto de los hongos LPSC 232 y LPSC 436 en microcosmos de suelo
contaminado con barro de fondo de pileta API (S-FP)

VI.3.1Efecto sobre la remocion de HT del barro

La concentracion final de hidrocarburos totales (HT) de los microcosmos de suelo
contaminados artificialmente con barro petroquimico al 10% (S-FP) fue determinada a

los 30 y 90 dias (Figura VL. 4).

Luego de 30 dias, el tratamiento control (BR) registré una disminucién del 21%
de HT respecto de la concentracion inicial (11136+1022 mg. kg?t); el tratamiento
bioestimulado (BE) con rastrojo de trigo no inoculado (estéril) se diferencié
significativamente de los tratamientos, alcanzando el 81% de degradacion. Al final del
monitoreo, el tratamiento control (BR) alcanzé un 92% de degradacion de HT,

diferenciandose, junto con BE, de los tratamientos flingicos de manera significativa.

La presencia del cultivo de ambos hongos produjo una menor eliminacién de HT,
durante todo el tratamiento. Asi mismo, un comportamiento diferencial entre ambos
hongos fue observado. G. subargentea removié un 53% de HT a los 30 dias, superando
la actividad de remocidn de C. rigida LPSC 232 (36%). Luego de los 90 dias, en presencia
de C. rigida continudé disminuyendo la concentracién de HT (63%). Los resultados
sugieren que la presencia del soporte lignocelulésico ejerce un efecto estimulador sobre
la microbiota nativa promoviendo una rapida eliminacion inicial de los HT (30 dias de

tratamiento).
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Figura VI. 4. Concentracién de hidrocarburos totales (mg.kg) en microcosmos de suelo contaminado
con barro petroquimico al 10%. Los tratamientos corresponden al control biorremediacion (BR),
bioestimulacion con rastrojo sin inocular (BE) y bioaumento (BA) con C. rigida (LPSC 232) y con G.
subargentea (LPSC 436). Se representan las medias y desviaciones estdndares (n=3). Las letras minusculas
de igual color representan la significancia entre tratamientos a igual tiempo (ANOVA una via). Las letras
mayusculas representan la variacion de HT entre las variables tratamiento y tiempo (ANOVA dos vias, Test

de Tukey (p < 0,05)).

VI.3.2 Efecto sobre la actividad de la microbiota nativa y la actividad enzimatica oxidativa

Se evalud el efecto del bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 sobre la actividad
de la microbiota nativa a través del monitoreo de las actividades enzimaticas
deshidrogenasa e hidrolasa a los 30, 60 y 90 dias junto con los tratamientos control.
También se determiné la actividad oxidativa mediante la evaluaciéon de la actividad

lacasa utilizada como estimador de la accidn de los hongos ligninoliticos.

En la Figura VI. 5 se presentan los resultados de la actividad deshidrogenasa en
presencia/ausencia del barro FP a lo largo del tiempo. Noétese el incremento en la
dispersion de los datos al incorporarse el residuo a la matriz del suelo. En el tratamiento
BR, se observd un incremento significativo de la actividad deshidrogenasa a los 30 dias
luego de aplicarse FP al 10%, alcanzando valores de 36+15 pg TPF g%, descendiendo

significativamente hacia los 60 dias hasta el final del monitoreo. Los resultados del
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tratamiento BE revelaron que la mayor actividad deshidrogenasa tuvo lugar durante los
primeros 30 dias independientemente de la presencia del residuo, descendiendo hacia
el final del monitoreo. En el tratamiento con LPSC 232, la actividad enzimatica se
mantuvo sin cambios significativos a lo largo del tiempo, ya sea en presencia o ausencia
de FP. Al comparar los resultados con los demas tratamientos en ambas condiciones, se
evidencio sélo un incremento significativo de la actividad deshidrogenasa a los 60 dias
de 32+3 g TPF g, asociado a la presencia del residuo. En cuanto al bioaumento con
LPSC 436, se registré baja o nula actividad durante todo el monitoreo. Sélo a los 60 dias
se observa un ascenso significativo de la actividad en presencia del barro, aunque no

reveld diferencias significativas respecto de BR y BE.
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Figura VI. 5. Actividad deshidrogenasa en los microcosmos S-FP bajo la aplicacién de los diferentes
tratamientos. Los tratamientos corresponden al control biorremediacion (BR), bioestimulacion con
rastrojo sin inocular (BE) y bioaumento con C. rigida (LPSC 232) y con G. subargentea (LPSC 436). Se

representan las medias y desvios estdndares (n=3).

Con respecto a la actividad hidrolasa no se observaron variaciones entre los
tratamientos BR, BE y LPSC 436, ya sea en presencia/ausencia del barro a lo largo del
tiempo (Figura VI. 6). El bioaumento con LPSC 232 mostrd los valores mas bajos de
actividad hidrolasa a los 30 dias con respecto a los demas tratamientos,
independientemente de la presencia de FP. A los 60 dias logré un incremento

significativo de la actividad, siendo superior en presencia del barro comparado con los
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tratamientos BR y LPSC 436. Finalmente, a los 90 dias los niveles de actividad no

mostraron diferencias entre los tratamientos, independiente de la presencia del barro.

250 - FP 0% 250 4 FP 10%
-

8 o5 200 4 200
©
o2 I
T D 150 4 150 4 4"
9 .
T o - =
S S 100 1 b = — 100 - —
o .

50 50 4
<=E !

0 0
30 60 90 30 60 90
Tiempo (dias)
—=—[BR ®—BE == LPSC 232 =@ PSC 436

Figura VI. 6. Actividad hidrolasa en los microcosmos S-FP bajo la aplicacion de los diferentes
tratamientos. Los tratamientos corresponden al control biorremediacién (BR), bioestimulacion con
rastrojo sin inocular (BE) y bioaumento con C. rigida (LPSC 232) y con G. subargentea (LPSC 436). Se

representan las medias y desviaciones estdandares (n=3).

En cuanto a la actividad lacasa, se observé un comportamiento diferencial entre

los dos hongos (Tabla VI. 1).

C. rigida LPSC 232 presentd la mayor actividad a los 60 dias (41428 mU gss%),
aungue la presencia del FP alterd dicha actividad en todos los tiempos. En cambio, G.
subargentea LPSC 436 mostré actividad lacasa menor en los primeros 30 dias, incluso
cuando se suplementd FP al suelo diferenciandose significativamente a los 60 dias. Cabe
mencionar que sélo se detecté actividad lacasa en el tratamiento BE al adicionarse FP
durante los primeros 30 dias, aunque no fue significativa respecto del resto de los

tratamientos.
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Tabla VI. 1. Actividad lacasa en los distintos tratamientos sobre microcosmos S-FP a diferentes tiempos.

FP Tiempo Actividad lacasa
Tratamiento
(%) (dias) (mU-gss-l)
30 nd?
0 60 0,3+0,52
90 nd?
BE
30 6+2°
10 60 0,8+1,3?
90 nd?
30 3+2°
0 60 41+28°
90 2+32
LPSC 232
30 nd?
10 60 1+32
90 nd?
30 21+3%
0 60 4+3°2
90 2,2+0,5°
LPSC436
30 10+2°
10 60 2243
90 0,7+1,2°

Las letras en minusculas indican las diferencias significativas entre los tratamientos a distintas concentraciones del
barro FP y tiempos (ANOVA de dos vias. Prueba de Tukey, nivel de confianza del 95%).

VI.3.3 Efecto sobre la toxicidad en L. sativa

Se monitoreo el efecto fitotdxico de muestras de tierra contaminada tomadas al
inicio, luego de 60 y 90 dias de los diferentes tratamientos, sobre semillas de L. sativa L

(var. mantecosa).

Se observd que las concentraciones mas altas del extracto provocaron una
disminucion significativa en la germinacion de las semillas, mds evidente en los

tratamientos de bioestimulacién y bioaumento con LPSC 436.
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Sobre las semillas germinadas se midid la longitud de la radicula (mm)
registrandose la presencia/ausencia de pelos absorbentes, grosor radicular o cualquier
anomalia a modo de interpretar las diferencias respecto al control en agua. En la Figura
VI. 7 se visualizan dos comportamientos relacionados a la longitud de la radicula, uno
identificado por la estimulaciéon de la elongacién radicular en las concentraciones
menores o iguales al 50% en los tratamientos BR y LPSC 232 (Ay C); y otro representado
por los tratamientos BE y LPSC 436 (B y D) caracterizado por la disminucidn significativa

de la longitud radicular en la concentracidn mas alta.
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Figura VI. 7. Longitud de radiculas (mm) de L. sativa a distintas diluciones del extracto acuoso de los
microcosmos tierra-S-FP en los distintos tratamientos a los 60 y 90 dias. Los tratamientos corresponden
a biorremediacion (A), bioestimulacion con rastrojo sin inocular (B) y bioaumento con C. rigida LPSC 232
(C) y con G. subargentea LPSC 436 (D). Las barras representan las medias y desviaciones estandares (n=60).
Las letras minusculas representan la significancia entre las diluciones a igual tiempo (ANOVA, Test de

Tukey (p < 0,05)). Longitud radicular del control agua fue de 27,66+3,18 mm.

Las observaciones de la morfologia de las plantulas en los distintos tratamientos

y tiempos se realizaron previo a su congelamiento, técnica utilizada para facilitar la
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medicidn de aquellas radiculas ensortijadas. Se observé una tendencia de reduccién de
pelos absorbentes en las radiculas con el aumento de la concentracion de los extractos
acuosos en ambos tiempos. En todos los tratamientos se registraron abundantes pelos
absorbentes en las concentraciones 5, 10 y 25%, similares al control de agua, salvo en el
tratamiento LPSC 232 donde desaparecen completamente a partir de la concentracién
25%. En las concentraciones 50% se observan en menor cantidad desapareciendo en las
diluciones 100% en todos los tratamientos. A la disminucion de pelos absorbentes se le
adiciond el afinamiento de las radiculas, mas notorio en los tratamientos BR y LPSC 232

para ambos tiempos (Figura VL. 8).

Figura VI. 8. Morfologia de las plantulas de Lactuca sativa L. A. Plantulas generadas a partir de extracto
de suelo control sin contaminar. Pldntulas generadas a partir del extracto acuoso concentrado de los

tratamientos BR (B), BE (C) y LPSC 232 (D) a los 90 dias.

En la Figura VI. 9 se representan las longitudes promedio de las radiculas en las
concentraciones 50 y 100% de los extractos acuosos de los distintos tratamientos a 60 y
90 dias junto con sus respectivos controles en agua. Los tratamientos BR y LPSC 232
estimulan significativamente la elongacidn radicular en la concentracién 50%, para
ambos tiempos en el caso de LPSC 232 y sélo a los 90 dias en BR, respecto de sus
controles y al tiempo inicial. Mientras que en la mayor concentracién del extracto el
efecto estimulante se detiene sin presentar diferencias significativas con los controles.

En cuanto a BE y LPSC 436, las radiculas tienden a disminuir su longitud, diferencidndose
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significativamente en las diluciones mas concentradas a los 60 y 90 dias, respecto al

tiempo inicial y sus respectivos controles en agua.
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Figura VI. 9. Longitud de las radiculas de L. sativa L en los tratamientos sobre microcosmos de S-FP luego
de 60 y 90 dias. Los tratamientos corresponden a biorremediacion (BR), bioestimulacién con rastrojo sin
inocular (BE) y bioaumento con C. rigida (LPSC 232) y con G. subargentea (LPSC 436), en sus diluciones 50
(barras color claro) y 100 (barras color intenso) respecto de sus controles (barras verdes) en los distintos
tiempos. Las barras representan las medias y desviaciones estdndares (n=60). Las letras minusculas
representan la significancia entre los tratamientos a distintas diluciones y tiempos (ANOVA dos vias, Test
de Tukey (p < 0,05)). La longitud de las radiculas del extracto acuoso concentrado de S-FP al inicio del

ensayo fue de 34,5+1,82mm.

A partir de los datos de germinacién y elongacién de radicula se calcularon los
indices porcentuales de germinacion (IG%) y de inhibicion de la elongacién radicular

(IE%) (Ver Seccidn Ill.7 Materiales y Métodos).

En la Figura VI. 10 se representa el IG% obtenido en los distintos tratamientos en
las concentraciones mas altas a los 60 y 90 dias, registrandose una clara tendencia de
estimulacién de la germinacidn en los tratamientos BR y LPSC 232, incrementandose el

1G% en las diluciones al 50%.
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Si comparamos los IG% al final del tratamiento en el extracto 100%, se observa
que LPSC 232 presenta un indice de 138,64+21,05% estimulando significativamente la
germinacién respecto del resto de los tratamientos. Mientras que BR (69,90+12,60%),
LPSC 436 (32,08+22,05) y BE (0,22+0,03%) inhibieron la germinacién, sélo BE difiere

significativamente.

H BR W BE B LPSC232 W LPSC436
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Figura VI. 10. indice de germinacién porcentual (1G%) de L. sativa L en los distintos tratamientos sobre
microcosmos tierra-S-FP luego de 60 y 90 dias. Los tratamientos corresponden a biorremediacion (BR),
bioestimulacién con rastrojo sin inocular (BE) y bioaumento con C. rigida (LPSC 232) y con G. subargentea
(LPSC 436), en sus extractos 50% (barras color claro) y 100% (barras color intenso) en los distintos tiempos.
Las barras representan las medias y desviaciones estdndares (n=60). Las letras minusculas representan la
significancia entre los tratamientos a distintas diluciones y tiempos (ANOVA dos vias, Test de Tukey (p <

0,05)).

La Figura VI.11, muestra el indice de inhibicién de la elongacién radicular (IE%)
en las concentraciones del extracto 50 y 100% para los distintos tratamientos a los

tiempos 0, 60 y 90 dias.

El analisis del parametro IE% reveld también dos comportamientos diferenciales

sobre el efecto en la longitud radicular.
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En los tratamientos BR y LPSC 232 se registré una estimulacién de la elongacién
radicular expresandose en valores negativos. La concentracién 50% del tratamiento
LPSC 232 generd los valores mas bajos a los 60 y 90 dias, mientras que en BR no se

registraron diferencias entre concentraciones y tiempos.

Los tratamientos BE y LPSC 436 revelaron un efecto inhibitorio conforme la
concentracion de extracto acuoso aumentaba. En BE este efecto se registré a los 60 dias
y se mantuvo hacia los 90 dias sin diferencias significativas, con una tasa de inhibicién
del 96,30+0,60%. El tratamiento LPSC 436, produjo una inhibicién en las
concentraciones mas altas, con una tasa de inhibicion del 92,63%3,32% a los 60 dias,
disminuyendo hacia el final del ensayo (51,40+20,80%), aunque sin diferencias

significativas.

W BR W et W psc232 M LPSCA36

Inhibicién de la elongacién
radicular(%)

Tiempo (dias)

Figura VI. 11. indice de inhibicién de la elongacién radicular porcentual de L. sativa L. en de los distintos
tratamientos sobre microcosmos con S-FP a los 0, 60 y 90 dias. Los tratamientos corresponden a
biorremediacion (BR), bioestimulacion con rastrojo sin inocular (BE) y bioaumento con C. rigida (LPSC 232)
y con G. subargentea (LPSC 436), en sus concentraciones 50 (barras color claro) y 100 (barras color
intenso). Las barras representan las medias y desviaciones estdndares (n=60). Las letras mindsculas
representan la significancia entre los tratamientos a distintas diluciones y tiempos (ANOVA dos vias, Test

de Tukey (p < 0,05)).
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De los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad es posible inferir un
comportamiento diferencial entre ambos hongos sobre la fitotoxicidad del suelo

contaminado con barro.

VI.4 Capacidad degradadora de los hongos LPSC 232 y LPSC 436 en microcosmos
de barro de fondo de pileta API (FP) tratado por oxidacidn con Persulfato de amonio

(PSA)

En la Figura VI. 12 se observa el grado de colonizacién de C. rigida LPSC 232 y G.
subargentea LPSC 436 sobre los microcosmos con barro FP (oxidado y sin oxidar) tanto

en condiciones axénicas como no estériles a los 30 y 60 dias de incubacion.

Control LPSC232  LPSC436 Control LPSC232  LPSC436

30d

60d

30d

60d

Figura VI. 12. Microcosmos de barro FP API tratados por oxidacién quimica con PSA y bioaumento con
C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436. A: Microcosmos en condicion axénica sin pre tratamiento
oxidativo. B: Microcosmos sin pre tratamiento oxidativo en presencia de la microbiota autdctona del barro.
C: Microcosmos en condicion axénica con barro oxidado. D: Microcosmos con barro oxidado en presencia
de microbiota nativa. Derecha: Controles positivos sobre rastrojo de trigo a los 30 dias LPSC 232 (E) y LPSC

436 (F). Los ensayos se realizaron por triplicados independientes a 30 y 60 dias.
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En condiciones axénicas, sobre el barro sin oxidar y oxidado (A y C,
respectivamente) los hongos colonizaron la mezcla de rastrojo de trigo y barro. G.
subargentea LPSC 436 desarrollé su micelio blanco y esponjoso caracteristico de manera
homogénea cubriendo toda la superficie de la mezcla. Mientras que C. rigida LPSC 232
generd su micelio localizado y heterogéneo, de aspecto blanquecino a marrén claro
hacia el final del monitoreo. Ademas, se observd que después de los 14 dias de
incubaciéon (28 °C en oscuridad), el micelio de ambos hongos se expandid en

profundidad, colonizando el residuo como se aprecia en la Figura VI. 13.

Figura VI. 13. Establecimiento de los inéculos en microcosmos estériles a los 14 dias. Arriba: C.

rigida LPSC 232. Abajo: G. subargentea LPSC 436.

En presencia de microbiota nativa del barro, se observé una colonizaciéon
reducida en todos los microcosmos tanto en barro oxidado como sin oxidar. De lo
observado macroscopicamente, podria inferirse que C. rigida LPSC 232 logré
establecerse mejor que G. subargentea LPSC 436 en presencia de microbiota autéctona,

principalmente en los microcosmos no oxidados donde la comunidad nativa no fue

alterada (Figura VI. 12 B).
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VI.4.1Efecto sobre la remocidn de hidrocarburos del barro

Se monitoreo la concentracién de hidrocarburos totales (HT) por FT-IR e

hidrocarburos alifaticos y aromaticos por GC-FID al tiempo 0, 30 y 60 dias.

En la Figura VI. 14 se observa la concentracion de HT en cada condicién para los
tratamientos de bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 junto con su respectivo control

(rastrojo sin inocular).

En condiciones axénicas sobre el barro FP, todos los tratamientos a los 30 y 60
dias se diferenciaron de la concentracién inicial, aunque no se observaron cambios
significativos entre tratamientos a cada tiempo. Los tratamientos bioaumento con LPSC

232 y LPSC 436 no mostraron diferencias en los tiempos monitoreado. (Figura VI. 14. A).

En condiciones axénicas sobre FP+PSA, no se observan diferencias significativas
entre tratamientos a cada tiempo. No obstante, comparando cada tratamiento en
funcién del tiempo, sélo el bioaumento con LPSC 232 mostrd diferencias significativas
entre los 30 y 60 dias. Esto puede atribuirse a la independencia de los ensayos y a la

heterogeneidad del barro (Figura VI. 14. C).

En presencia de la microbiota nativa del barro FP, LPSC 436 reveld un significativo
descenso de ~35% de los HT a los 30 dias (88907+20821 mg.kg). Luego de 60 dias, el
tratamiento con LPSC 232 se igualdé con LPSC 436 (40%), diferencidandose del control,

que removié un 18% de los hidrocarburos respecto de la concentracion inicial.

Finalmente, en microcosmos FP+PSA se observd un descenso significativo de los
hidrocarburos totales en todos los tratamientos luego de 30 dias respecto de la
concentracién inicial (116268+3845 mg.kg™). Luego de los 60 dias, el tratamiento con
LPSC 436 incrementé la concentracién de HT (105362+8540 mg.kg™?) diferenciandose de
su respectivo control, el cual redujo la concentracion casi en un 30%

(8183042550 mg.kg).
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Figura VI. 14. Concentracion de hidrocarburos totales (IR) en microcosmos con barro petroquimico.
Microcosmos con FP en condiciones axénicas (A) y en presencia de la microbiota nativa del barro (B).
Microcosmos con FP+PSA en condiciones axénicas (C) y no estériles (D). Las barras representan las medias
y desviaciones estdndares (n=3). Las letras minusculas representan la significancia entre tratamiento a

igual tiempo (ANOVA una via, Test de Tukey (p<0,05)) para cada condicién independientemente.

En la Figura VI. 15 se representa la concentracion de hidrocarburos alifaticos (GC-

FID) en cada condicidn para los distintos tratamientos a lo largo del tiempo.

En condiciones axénicas sobre FP (Figura VI. 15 A), se observé un incremento de
HA a los 30 dias en los tratamientos de bioaumento LPSC 232 y LPSC 436 en un 91% vy
126% respectivamente, diferencidandose significativamente entre si y con su respectivo
control; manteniéndose sin cambios significativos hacia el final del monitoreo. No se
observan diferencias significativas entre los controles 30 y 60 dias respecto de la
concentracion inicial, lo que indicaria baja a nula pérdida abidtica. En los microcosmos
con FP+PSA, (Figura VI. 15 C) no se observaron cambios significativos entre los

tratamientos de bioaumento ni con sus respectivos controles.

En los microcosmos con FP en presencia de la microbiota nativa (Figura VI. 15 B),

la concentracién de hidrocarburos alifaticos disminuyé significativamente luego de los
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30 dias en todos los tratamientos, incluido el control. No obstante, en esta condicidn, la
remocién de HA promovida por el bioaumento fue significativamente mas alta que el
control. Luego de 60 dias, Unicamente los tratamientos de bioaumento dejaron un
residual no detectable de HA en los microcosmos. Los microcosmos FP+PSA en presencia
de microbiota (Figura VI. 15 D), revelaron un comportamiento similar al observado en
la condicidon anterior, donde todos los tratamientos reducen la concentracién de HA
luego de 30 dias. Sin embargo, sélo el bioaumento con LPSC 436 produce una
significativa reduccion de HA a valores no detectables. Luego de 60 dias, tanto los

tratamientos de bioaumento como control, redujeron la concentracion de HA a valores

no detectables.
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Figura VI. 15. Concentracion de hidrocarburos alifdticos (HA) determinados por GC-FID en los
microcosmos FP y FP+PSA con bioaumento fingico. Microcosmos con FP en condiciones axénicas (A) y en
presencia de la microbiota nativa del barro (B). Microcosmos con FP+PSA en condiciones axénicas (C) y no
estériles (D). Las barras representan las medias y desviaciones estdndares (n=3). Las letras minusculas

representan la significancia entre tratamiento a igual tiempo (ANOVA una via, Test de Tukey (p <0,05))

para cada condicion independientemente.
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Finalmente, se monitored la concentracion de PAH (GC-FID) en todas las

condiciones (Figura VI. 16).

En condiciones axénicas sobre FP (Figura VI. 16 A) se observd un incremento
significativo de la concentracion de PAH en los tratamientos bioaumento a casi el doble
respecto del control, luego de los 30 dias. Dicho incremento se redujo hacia el final del
monitoreo sin diferencias significativas respecto del control. El incremento de PAH
puede ser atribuido a la actividad de los hongos ligninoliticos. En los microcosmos con
FP+PSA (Figura VI. 16 B), no se observaron diferencias significativas entre tratamientos,

ni entre los tiempos analizados.
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Figura VI. 16. Concentracion de hidrocarburos policiclicos aromdticos (PAH) determinados por GC-FID
en los microcosmos FP y PSA con bioaumento fiingico. Microcosmos con FP en condiciones axénicas (A)
y en presencia de la microbiota nativa del barro (B). Microcosmos con FP+PSA en condiciones axénicas (C)
y no estériles (D). Las barras representan las medias y desviaciones estdndares (n=3). Las letras mintsculas
representan la significancia entre tratamiento a igual tiempo (ANOVA una via, Test de Tukey (p <0,05))

para cada condicion independientemente.
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En presencia de la microbiota nativa del barro (Figura VI. 16 C), todos los
tratamientos se diferenciaron rapidamente de la concentracién inicial (8545 mg. kg™?)
luego de los 30 dias, sin detectarse PAH, a excepcidn del control a los 60 dias. En los
microcosmos con FP+PSA (Figura VI. 16 D), solo el tratamiento bioaumento con LPSC
436 logrd reducir significativamente la concentracién de PAH luego de los 30 dias.
Ambos tratamientos de bioaumento y el Control promovieron la degradacion de PAH

hasta valores no detectable, luego de 60 dias.

VI.4.2 Efecto del bioaumento con LPSC 232 pos tratamiento oxidativo del barro FP

analizado por espectroscopia FT-IR

La Figura VI. 17 Ay B muestra los espectros FT-IR normalizados de la fraccidn de
hidrocarburos soluble en n-pentano de los microcosmos FP+PSA luego del bioaumento

con LPSC 232, a 30y 60 dias en condiciones axénicas y no estériles, respectivamente.
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Figura VI. 17. Espectros FT-IR de muestras de la fraccion soluble en pentano en condiciones axénicas (A)
y no estériles (B). Las letras indican los tratamientos control a 30 (a-azul) y 60 dias (b-celeste) y
bioaumento con LPSC 232 a 30 (c-rojo) y 60 dias (d-naranja). Se indican las principales asignaciones de
bandas correspondientes a los principales constituyentes moleculares. bal: balanceo, def: deformacion,

est: estiramiento, as: asimétrico, s: simétrico
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En la figura se sefialan las principales bandas asociadas a los grupos funcionales.
Los espectros FT-IR mostraron las caracteristicas espectrales generales y los marcadores
particulares previamente reportados para muestras de hidrocarburos.

En la Tabla VI. 2 se resume la asignacion tentativa de las bandas

correspondientes a los grupos funcionales.

Tabla VI. 2. Regiones espectrales y asignacion de bandas de grupos funcionales.

Regiones Nimero
& de Asignacion® Referencias
Espectrales 1
onda(cm™)
. B (Naumann, 2000; Bava et al.,
3342 estr. O-H, estr. N-H 2019)
. (Naumann, 2000; Bava et al.,
2955 estr. asim. C-H del CHs 2019)
2924 estr. asim. C-H del CH2 (Naumann, 2000; Bava et al.,
2019)
2800-3000 2895 estr. C-H terciario (Bava et al., 2019)
(Bava et al., 2019; Naumann,
2871 estr. sim. C-H del CHs 2000,Poveda-Jaramillo et al.,
2016)
. (Naumann, 2000; Bava et al.,
2852 estr. sim. C-H del CH» 2019)
1740 estr. C=0 de cadenas alquilo (Naumann, 2000)
1500-1800 1707 estr. C=0 en amidas secundarias (Asemani & Rabbani, 2016)
1690 es'trl. . C=0 en aril cetonas o (Bava et al., 2019)
arilacido
_ . (Buenrostro-Gonzalez et al.,
1642 estr. C=0 de quinonas 2002)
. (Asemani & Rabbani, 2016;
1465 bal. asim. C- CHz o C- CH3 Bava et al., 2019)
1250-1500 1409 C=0 del COO (Naumann, 2000)
(Asemani & Rabbani, 2016;
1377 bal. sim. C-H del CH3 Poveda-laramillo et al,
2016)
370 def. fu.era del .plano del C-H (Bava et al., 2019)
aromatico (1 H aislado)
. -H
810 def ’ft{era del plano del ¢ (Bava et al., 2019)
aromatico (2 H adyacentes)
700-900 def. fuera del plano del C-H
750 L P (Bava et al., 2019)
aromatico (3 H adyacentes)
720 bal. en cadena CHa (Naumann, 2000; Bava et al.,

2019)
Referencias: a- estr.: estiramiento, def.: deformacion, bal.: balanceo, asim.: asimétrico, sim.: simétrico.
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Las principales caracteristicas espectrales asociadas a las cadenas alifaticas se
presentan en la regién 2800-3000 cm™ debido a estiramientos asimétricos y simétricos
del C-H en el CH2 y CHs; y en la regién 1250-1500 cm™ con bandas asociadas a los
balanceos asimétricos del C-CH; o C-CHs y balanceos simétricos del C-H en el CHs. Con
respecto a las vibraciones asociadas a los estiramientos del grupo funcional C=0, en Ila
regién espectral 1500-1800 cm™ se encuentran los picos 1740, 1707 y 1690 cm™
correspondientes a los estiramientos de este grupo funcional presente en cadenas
alquilo, en amidas secundarias y en aril cetonas o aril dcidos, respectivamente; y el pico
de 1409 cm™ debido a la vibracién del carbonilo correspondiente al COO". En la regidon
espectral 730-900 cm™ se encontraron los picos 870, 810 y 750 cm™ asociados a la
deformacion fuera del plano del C-H aromdtico cuando presenta 1, 2 o 3 hidrégenos
adyacentes en el anillo, tal como fue reportado en la descripcién de asfaltenos

argentinos (Bava et al., 2019).

Debido a la actividad ligninolitica del LPSC 232 sobre el rastrojo, los espectros
fueron analizados segun los datos reportados por Troncozo y colaboradores (2020), no

hallandose picos asociados a lignina o derivados.

Los principales cambios espectrales asociados al efecto del hongo LPSC 232 sobre
el barro FP+PSA en condiciones axénicas y no estériles, se observaron en las regiones
espectrales asociadas a funciones oxigenadas como grupos carbonilos presentes en
cadenas alquilo, amidas secundarias y aril cetonas (1590-1760 cm™) y en los enlaces C-

H de anillos arométicos (730-900 cm™).

Se presentan los resultados de los estudios espectrales realizados en muestras
de la fraccién soluble en n-pentano con LPSC 232 y sus controles en condiciones
axénicas.

En la Figura VI. 18 se visualizan las derivadas segundas (a) y el analisis de cluster
(b) correspondiente a la regién espectral 2800-3000 cm™ asociada a los estiramientos
C-H de los grupos funcionales CH, y CHs presentes en cadenas alifaticas. Notese que las
distancias espectrales obtenidas en el dendrograma correspondiente a las distintas
muestras fueron préoximas entre si (menor a 2) sugiriendo que no hay mayor efecto

sobre las cadenas alifaticas debido a los diferentes tratamientos.
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Figura VI. 18. Efecto sobre las cadenas alifaticas en barro FP API oxidado tratado con LPSC 232 durante
30 y 60 dias en condiciones axénicas. a. Segunda derivada normalizada vectorialmente de los espectros
en la regién (2800-3000 cm™). b. Andlisis de cluster de la sequnda derivada de los espectros FT-IR de
muestras de la fraccion soluble en pentano en condiciones axénicas. La distancia espectral se calculd
utilizando el “scaling to first range” en la region El andlisis se realizo con la derivada segunda en la region
espectral (2800-3000 cm™). El dendrograma se construyé aplicando el algoritmo “av. linkage".

Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste), LPSC 232 30d (rojo), LPSC 232 60d (naranja).

El efecto de los tratamientos sobre los grupos carbonilo se analizé a través de los
cambios en la regidn espectral (1590-1760 cm™). Las principales diferencias se
observaron en los picos 1690 y 1680 cm™ asociados a los estiramientos del grupo
funcional C=0 presente en aril cetonas y en los picos 1660, 1642 y 1631 cm™. Ademas,
la presencia del hongo generd cambios en los estiramientos del C=0 asociado a cadenas
alquilo (pico de 1740 cm™) en ambos tiempos. Mientras que los estiramientos del grupo
carbonilo asociado a amidas secundarias (picos 1713 y 1705 cm™) se vieron afectados
por el tiempo del ensayo mas que por la presencia del hongo. El andlisis de cluster de
esta region espectral (1590-1760 cm™) permitié determinar que los mayores cambios se
observan a partir de los 60 dias (Figura VI. 19 b). El dendrograma muestra que el
bioaumento con LPSC 232 a los 60 dias generd un notorio cambio en la muestra

diferencidandose de su control, en una distancia espectral de mas de 80.
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Figura VI. 19. Efecto sobre los grupos carbonilo asociados a cadenas alifdticas, amidas secundarias y
grupos aromdticos en barro FP API oxidado tratado con LPSC 232 durante 30 y 60 dias en condiciones
axénicas. a. Sequnda derivada normalizada vectorialmente de los espectros en la region (1590-1760 cm-1). b. Andlisis
de cluster de la sequnda derivada de los espectros FT-IR de muestras de la fraccion soluble en pentano esterilizadas.
La distancia espectral se calculd utilizando el “scaling to first range” en la region espectral (1590-1750 cm-1). El
dendrograma se construyd aplicando el algoritmo “av. linkage". Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste),

LPSC 232 30d (rojo), LPSC 232 60d (naranja).

La region 700-900 cm™ presenta picos asociados a la deformacidn fuera del plano
del C-H aromatico cuando tiene 1, 2 o 3 hidrégeno adyacentes en el anillo
(Figura VI. 20). Dentro de esta region Borrego y colaboradores (1996) y Buenrostro-
Gonzalez y colaboradores (2002) hicieron asignaciones similares a las reportadas por

Bava y colaboradores (2019).

El andlisis de las derivadas segundas de los espectros mostrd diferencias
significativas entre las contribuciones de los picos asociados al C-H aromatico donde el
anillo aromético tiene uno (870 cm™) o dos (810 cm?) hidrégeno adyacentes en el anillo.
Cabe destacar que mientras el pico de 870cm™ disminuyd, hubo un incremento en el
pico presente a 860 cm™. Ademas, se observaron pequefios desplazamientos del pico a

810 cm™, principalmente en los tratamientos luego de 60 dias.

En el tratamiento con LPSC 232 luego de 60 dias se observé un corrimiento del

pico a 812 cm, respecto del Control, donde el pico es detectado en 810 cm™.
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En esta regidn espectral los tratamientos luego de 30 dias presentaron el pico en

808 cm™.

Con respecto a la banda asociada a la deformacién fuera del plano del C-H
aromaético con 3 H hidrégenos adyacentes (750 cm?), las variaciones en el corrimiento
del pico entre las muestras fueron despreciables. El andlisis de cluster de esta region
espectral mostré que al igual que en la regidn espectral 1590-1750 cm'?, el tratamiento
con LPSC 232 se diferencié notablemente del resto a los 60 dias, a una distancia

espectral alrededor de 400 respecto del control 60 dias.
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Figura VI. 20. Efecto sobre los enlaces C-H de grupos aromdticos en barro FP-API oxidado tratado con
LPSC 232 durante 30 y 60 dias en condiciones axénicas. a. Segunda derivada normalizada vectorialmente
de los espectros en la regién (730-900 cm-1). b. Andlisis de cluster de la segunda derivada de los espectros
FT-IR de muestras de la fraccion soluble en pentano esterilizadas. La distancia espectral se calculd
utilizando el “scaling to first range” en la region espectral (730-900 cm-1). El dendrograma se construyo
aplicando el algoritmo “av. linkage". Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste), LPSC 232 30d
(rojo), LPSC 232 60d (naranja).

Al igual que en condiciones axénicas se estudiaron los cambios moleculares de
barro FP+PSA por efecto de LPSC 232 sobre microcosmos en presencia de la microbiota
nativa analizando las regiones espectrales 2800-3000 cm™, 1590-1760 cm™ y

730-900 cm™.
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El andlisis de cluster en las regién espectral 2800-3000 cm™ realizado con los
espectros normalizados mostré que para este conjunto de muestras no se produjeron
variaciones espectralmente apreciables (Figura VI. 21). Similarmente a lo observado en
condiciones axénicas, no se detectaron cambios en la regién asociada a los

estiramientos C-H de los grupos funcionales CH; y CH3 de cadenas alifaticas.

Por otro lado, el analisis espectral de las muestras en presencia de la microbiota
nativa del barro FP+PSA mostré un comportamiento diferencial respecto de la condicion
estéril en las regiones espectrales asociadas a estiramientos de los grupos carbonilos

(1590-1760 cm™) y enlaces C-H en grupos aromaticos (730-900 cm™).
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Figura VI. 21. Efecto sobre las cadenas alifdticas en barro FP API oxidado tratado con LPSC 232 durante
30y 60 dias en condiciones no estériles. a. Seqgunda derivada normalizada vectorialmente de los espectros
en la regién (2800-3000 cm™). b. Andlisis de cluster de la segunda derivada de los espectros FT-IR de
muestras de la fraccion soluble en pentano esterilizadas. La distancia espectral se calculo utilizando el
“scaling to first range” en la regién espectral (2800-3000 cm™). El dendrograma se construyd aplicando el
algoritmo “av. linkage". Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste), LPSC 232 30d (rojo), LPSC
232 60d (naranja).

La Figura VI. 22 a muestra las variaciones relacionadas a los estiramientos del
grupo carbonilo (1590-1760 cm™). Los estiramientos del C=0 asociado a cadenas
alquilicas (pico de 1740 cm™) no mostraron diferencias en presencia del hongo, ni entre

tiempos. Para los picos asociados a las vibraciones del grupo carbonilo en amidas
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secundarias (picos 1713 y 1705 cm™) se observaron cambios a los 30 dias en presencia
de LPSC 232 respecto de su control. Las vibraciones de este grupo funcional presente en
aril cetonas (picos 1690 y 1680 cm?) se vieron afectadas principalmente por el tiempo
del ensayo mas que por la presencia del hongo. Es importante destacar que el pico a
1680 cm™ a los 60 dias desaparece en presencia del hongo LPSC 232. Este analisis
permitié evidenciar que el efecto del tratamiento con LPSC 232 sobre los grupos
carbonilo asociados a cadenas alifdticas, amidas secundarias y grupos aromaticos (aril
cetonas) es mas notorios a tiempos cortos de tratamiento y no presenta mayores

cambios a los 60 dias, contrariamente a lo observado en las muestras axénicas.

El analisis cluster de la segunda derivada de los espectros en esta regién espectral
(1590-1760 cm™) muestra las variaciones globales de los grupos carbonilos presentes en
las muestras. En el dendrograma se observan dos grupos a una distancia espectral

cercana a 100 en funcidn del tiempo de incubacion (Figura VI. 22 b).
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Figura VI. 22. Efecto sobre los grupos carbonilo asociados a cadenas alifdticas, amidas secundarias y
grupos aromdticos en barro FP API oxidado tratado con LPSC 232 durante 30 y 60 dias en condiciones
no estériles. a. Segunda derivada normalizada vectorialmente de los espectros en la region
(1590-1760 cm™). b. Andlisis de cluster de la segunda derivada de los espectros FT-IR de muestras de la
fraccion soluble en pentano esterilizadas. La distancia espectral se calculd utilizando el “scaling to first
range” en la region espectral (1590-1750 cm™). El dendrograma se construyé aplicando el algoritmo “av.
linkage". Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste), LPSC 232 30d (rojo), LPSC 232 60d

(naranja).
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Finalmente se estudiaron las bandas presentes entre 730-900 cm™ que dan
informacién sobre las diferentes disposiciones de los &tomos de hidrégeno en los anillos
aromaéticos (Figura VI. 23). Los cambios en la banda presente a 870 cm™, asociada a la
deformacién fuera del plano del C-H aromatico donde el anillo aromatico tiene sélo un
hidrégeno adyacente, se debieron a desplazamientos en la absorbancia del pico.
Conjuntamente, para el tratamiento con el hongo a 60 dias se observé una disminucion
de la absorbancia en este pico. Con respecto a la absorcidn asociada a la deformacion
fuera del plano del C-H aromatico con 2 H adyacentes (810 cm™) se observaron cambios
en su intensidad, aprecidndose que en presencia de LPSC 232 los picos adyacentes
(820y 799 cm™) presentaron un aumento de intensidad comparado los controles. Para
el pico 750 cm™ asociado a la deformacidén fuera del plano del C-H aromatico con 3 H
adyacentes no se presentaron diferencias entre tratamientos. El dendrograma mostré
gue el tratamiento LPSC 232 a los 30 dias se diferencio del resto de los tratamientos a

una distancia espectral superior a 100 (Figura VI. 23 b).
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Figura VI. 23. Efecto sobre los enlaces C-H de grupos aromdticos en barro FP APl oxidado tratado con
LPSC 232 durante 30 y 60 dias en condiciones no estériles. a. Segunda derivada normalizada
vectorialmente de los espectros en la regién (730-900 cm™). b. Andlisis de cluster de la sequnda derivada
de los espectros FT-IR de muestras de la fraccion soluble en pentano esterilizadas. La distancia espectral
se calculd utilizando el “scaling to first range” en la regidn espectral (730-900 cm™). El dendrograma se
construyo aplicando el algoritmo “av. linkage". Referencias: Control 30 d (azul), Control 60d (celeste), LPSC

232 30d (rojo), LPSC 232 60d (naranja).
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Finalmente se compararon los tratamientos en ambas condiciones a través de
un andlisis factorial de las segundas derivadas de los espectros en las regiones de interés
(2800-3000, 1590-1750, 1300-1530 y 700-900 cm?). En la Figura VI. 24 se aprecia la
separacion de los tratamientos en dos grupos, axénicos y no estériles segun el eje 1,
sugiriendo en principio la influencia de la microbiota nativa en los cambios de la matriz

del barro FP+PSA.

Sobre el eje 2, se aprecia el desplazamiento hacia la izquierda de los tratamientos
de bioaumento respectos de sus controles. Este comportamiento evidencia la actividad
de la microbiota resiliente pos oxidacidn durante la incubacién, y la influencia del hongo

en los tratamientos de bioaumento.
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Figura VI. 24. Andlisis factorial (Score 1 vs. Score 2) de espectros FT-IR de la fraccion soluble en pentano
del barro FP tratado con LPSC 232 en condiciones axénicas (rombo rojo) y no estériles (rombo negro). El
andlisis se realizo con la derivada seqgunda normalizada de los espectros en las regiones espectrales (2800-

3000, 1590-1750, 1300-1530 y 700-900 cm™), por medio del método de factorizacion (Software Opus 7.0).
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VI.4.3 Efecto sobre actividad enzimatica microbiana

En la Figura VI. 25 se presentan los resultados de la actividad deshidrogenasa en
condiciones axénicas y en presencia de microbiota nativa del FP y PSA en los distintos

tratamientos.

A partir de los 30 dias, se observd una disminucidn de la actividad
deshidrogenasa en los microcosmos FP con cultivo axénico, y en los microcosmos PSA,

tanto axénicos como en presencia de la microbiota.

En condiciones axénicas, en microcosmos FP o PSA, el analisis de varianzas entre

tratamientos y tiempos (ANOVA dos vias) no reveld diferencias significativas.

FP-A FP-NE PSA-A PSA-NE

(ugTPF.gms™?)
g & 8

Actividad deshidrogenasa
g

(=)

30 60 30 60 30 60 30 60
Tiempo (dias)

®m Control mWLPSC232 mLPSC436

Figura VI. 25. Actividad deshidrogenasa en los microcosmos FP bajo la aplicacion de los diferentes
tratamientos. Los tratamientos corresponden al control bioestimulado con rastrojo y bioaumento con C.
rigida (LPSC 232) y con G. subargentea (LPSC 436). Se representan las medias y desvios estdndares (n=3).
Las letras minusculas representan significancia entre tratamientos a igual tiempo (ANOVA una via, Test
de Tukey (p < 0,05)). Las letras mayusculas representan la variacion entre los tratamiento y distinto tiempo

(ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)).

Cuando la microbiota nativa del barro estuvo presente, se observé una mayor
actividad a los 30 dias, sélo en el barro sin oxidar (FP-NE), disminuyendo
significativamente hacia los 60 dias en cada tratamiento (Control p=0,03; LPSC 232
p=0,02; LPSC 436 p=0,003). Aunque al comparar entre tratamientos y tiempos no se

revelaron diferencias significativas.
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En los microcosmos PSA-NE no estériles con barro oxidado, la actividad
deshidrogenasa fue baja como en los microcosmos axénicos. Los tratamientos LPSC 232
y LPSC 436 a los 30 dias revelaron un mayor actividad deshidrogenasa respecto del

control, diferenciandose significativamente de los 60 dias (ANOVA dos vias p=0,002).

Los microcosmos inoculados con LPSC 232 y LPSC 436 presentaron la mayor

actividad lacasa en condiciones axénicas sobre FP y PSA (Figura VI. 26).

El tratamiento con LPSC 436 registré una mayor actividad lacasa durante los 60
dias de monitoreo, solo en cultivo axénico sobre FP, superando significativamente la

actividad de LPSC 232.

En presencia de la microbiota nativa del barro (FP-NE), uUnicamente el
tratamiento LPSC 232 revel6 actividad a los 30 dias, diferenciandose del resto de los

tratamientos a ambos tiempos.

En los microcosmos con PSA, LPSC 232 registré una mayor actividad oxidativa a
los 30 dias comparando con lo observado en microcosmos FP. Esta mayor actividad se
expreso tanto en presencia como en ausencia de microbiota nativa, igualando a LPSC

436 hasta los 60 dias.
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Figura VI. 26. Actividad lacasa en los distintos tratamientos sobre microcosmos FP bajo las diferentes
condiciones y tiempo. Los tratamientos corresponden al control bioestimulado con rastrojo y bioaumento
con C. rigida (LPSC 232) y con G. subargentea (LPSC 436). Se representan las medias y desvios estdndares
(n=3). Las letras minusculas representan significancia entre tratamientos a igual tiempo (ANOVA una via,
Test de Tukey (p < 0,05)). Las letras mayusculas representan la variacién entre tratamientos y tiempo

(ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)).
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VI.4.4Estimacion de la biomasa microbiana mediante PCR cuantitativa

La presencia y establecimiento de los hongos ligninoliticos LPSC 232 y LPSC 436
fue evaluada utilizando los genes ITS Gram y Icc1 como estimadores de biomasa flngica
siendo genes especificos de los miembros de la familia Polyporales, para detalles sobre

el diseiio de primers ver Seccion I11.6.6 Materiales y Métodos.

Adicionalmente, se realizé la cuantificacion del nimero de copias de genes
16S rARN para evaluar el impacto del pre tratamiento oxidativo y el bioaumento fungico
con LPSC 232 y LPSC 436 sobre la comunidad bacteriana de los microcosmos en

condiciones no estériles.

Las curvas de calibraciéon obtenidas a partir de diluciones seriadas de los
pldasmidos extraidos de los clones correspondientes a los genes ITS Gram y 16S rARN de
los productos de PCR de gen lcc1 se presentan en el Anexo (Figura A.2 -5). Las eficiencias
fueron de 1,26; 1,09; 1,27 y 0,95 para ITS Gram, Icc1 LPSC 232, Icc1 LPSC 436 y 16S rARN

respectivamente.

Para obtener un valor de referencia, se cuantificd el nimero de copias de los
genes ITS Gram y Icc1 por ng de ADN extraido a partir de micelio de cultivos agarizados

sobre MyA2 (Tabla VI. 3).

Tabla VI. 3. Numero de copias de los genes ITS Gram y Lcc1 cuantificadas a partir de ADN extraido de

cultivos puros

Hongo  N2copias genITS Gram/ng ADN N2 copias gen lcc1 /ng ADN  lcc1 /ITSGram

LPSC 232 1,3x10°+2,0 x10* 4,4 x10°t5,0 x10! 3,45 x10

LPSC 436 8,30 x10°+6,41 x10* 1,4 x10%+1,0 x10? 1,65 x10*

En la Figura VI. 27 se presenta la cuantificacion de los genes ITS Gram y Icc1 para
los distintos tratamientos de bioaumento en microcosmos FP y PSA, en condiciones

axénicas y en presencia de la microbiota nativa (No estériles).
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Ambos genes monitoreados no fueron detectados a ningun tiempo en los

tratamientos control en condiciones axénicas.

En los microcosmos FP-A, independientemente del tiempo de incubacién, LPSC
232 registré el mayor numero de copias del gen ITS Gram comparado con LPSC 436,

evidenciando un mejor establecimiento y sobrevida en condiciones axénicas.
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Figura VI. 27. Dindmica del numero de copias de genes ITS Gram y Icc1 en los distintos tratamientos.
FP-A: Microcosmos sin oxidar axénicos. PSA-A: Microcosmos oxidados con persulfato de amonio en
condicidn axénica. FP-NE: Microcosmos sin oxidar no estériles. PSA-NE: Microcosmos oxidados no estériles.
Promedios de triplicados con sus respectivas desviaciones estdndar (barras). Se representan las medias y
desvios estdndares (n=3). Las letras minusculas representan significancia en cada condicion entre

tratamientos a distintos tiempos (ANOVA dos vias, Test de Tukey (p < 0,05)).

En los microcosmos PSA-A, ambos hongos incrementaron significativamente
(p-valor <0,0001) el nimero de copias del gen ITS Gram en comparacion con los
microcosmos FP. En estas condiciones, LPSC 436 registré el mayor nimero de copias

respecto de LPSC 232, manteniéndose a lo largo del tiempo.
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Respecto del gen /cc1, el mayor numero de copias detectado en el bioaumento
con LPSC436 tanto en FP como PSA sugiere que este hongo tendria una sobrevida mayor
gue LPSC 232 en ambas condiciones. Es de destacar que sdlo en PSA, ambos genes

estimadores indican que LPSC 436 logré establecerse.

En presencia de la microbiota, los tratamientos control FP y PSA registraron un
incremento en el nimero de copias del gen ITS Gram sugiriendo la presencia y
estimulacion del desarrollo de hongos del orden Polyporales en el barro (FPNE), y su

resistencia al estrés oxidativo y resiliencia en los microcosmos PSA-NE.

El incremento del nimero de copias observado en el bioaumento con LPSC 232
en FP sugirid el crecimiento de los Polyporales luego de 60 dias, superando el numero
de copias del gen ITS Gram detectado en el bioaumento con LPSC 436, en ambos

tiempos.

En los microcosmos PSA, ambos tratamientos de bioaumento incrementaron el
numero de copias del gen ITS Gram luego de 30 y 60 dias, comparado con el control.
Particularmente, el bioaumento con LPSC 232 promovié un mayor nimero de copias del
gen indicador durante todo el tratamiento, superando a lo observado en el bioaumento

con LPSC 436.

Analizando los resultados obtenidos de los microcosmos FP vs PSA, los
tratamientos de bioaumento con ambos hongos, promueven el crecimiento de los
Polyporales tempranamente en PSA. En cambio, este incremento seria mas lento en el

barro sin oxidar, y maximo en el bioaumento con LPSC 232.

Al igual que lo observado con el estimador ITS Gram, el incremento inicial del
numero de copias del gen Icc1 en presencia de la microbiota nativa sugiere la presencia
y estimulacién del desarrollo microbiano durante los tratamientos en FPNE. El
incremento del nimero de copias del gen /cc1 en PSA-NE sugiere la resistencia al estrés

oxidativo y resiliencia de las poblaciones.

Ambos tratamientos de bioaumento en FPNE evidenciaron los valores mas bajos
de copias del gen lccl luego de 30 dias, y no superaron al control durante todo el

tratamiento. No obstante, el incremento en nimero de copias del gen Icc1 entre los 30
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y 60 dias observado en cada bioaumento, acompafié el incremento observado del gen

ITS Gram en estos microcosmos.

En los tratamientos PSA-NE, Unicamente el bioaumento con LPSC 232
incrementd significativamente los valores del nimero de copias del gen Icc1 comparado

con el control, luego de 30y 60 dias.

En la Tabla VI. 4 se presentan los resultados del nimero de copias del gen

16S rARN por ng de ADN extraido en los sistemas no estériles.

El analisis estadistico realizado entre los microcosmos control verifico el efecto
del tratamiento oxidativo sobre la biota nativa del barro FP, a través de la reduccion
significativa del nimero de copias del gen 16S rARN. El aumento del gen indicador
durante la subsiguiente incubaciéon evidencié la recuperacién de la comunidad

bacteriana tanto en PSA, como en FP.

El bioaumento con LPSC 232, tanto en FP como en PSA, no evidencido cambios
significativos en el nimero de copias del 16S rARN respecto del control. En cambio, el

incremento de la microbiota bacteriana fue significativo en el bioaumento con LPSC 436.

Tabla VI. 4. Numero de copias del gen 16S rARN por ng de ADN extraido a partir de los microcosmos FP

y PSA en condiciones no estériles.

N° copias del gen 16S rARN/ng ADN

Tratamientos

FP-NE

PSA-NE

Control t0 3x10%+ 7x10% 3x10° + 3x10%
Control 30 dias 9 x10* + 2 x10%¢ 2x10%+ 7 x10%°
Control 60 dias 9 x10* + 3 x10%¢ 4x10%+ 2x10%*c

LPSC 232 30 dias 7x10%+ 1 x10%b¢ 1x10° £ 5 x10%°
LPSC 232 60 dias 2x10°+ 8 x10%¢ 3x10° + 7x10%b*
LPSC 436 30 dias 5x10%+ 3 x10%° 1x10°+2x10%¢
LPSC 436 60 dias 1x10°+ 4 x10*¢ 3x10°+ 1 x10*¢

Promedio#DS. Letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05, ANOVA una via, Test Tukey)
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VI.4.5 Efecto de los tratamientos sobre las comunidades bacterianas y fungicas

A partir del ADN extraido de los microcosmos FP y PSA en condiciones no
estériles para todos los tratamientos, se realizd la amplificacién de los segmentos
hipervariables V3-V5 y del transcripto interno primario (ITS1), y la posterior separacién
de fragmentos por DGGE, con el fin de evaluar el efecto de los tratamientos LPSC 232 y
LPSC 436 sobre la estructura de las comunidades bacterianas y fungicas
respectivamente. Se obtuvieron los perfiles de DGGE para los tiempos 0, 30 y 60 dias
por triplicados. Dada la similitud apreciada entre las réplicas, se presenta sélo un set de
resultados. A partir de las imagenes digitalizadas de los geles de DGGE para el gen
16S rARN (Figura VI. 28) se construyé un dendrograma para evaluar la similitud de

comunidades bacterianas entre tratamientos.
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Figura VI. 28. Perfiles de bandas obtenidas por PCR-DGGE para el gen 16S rARN de los microcosmos en
los distintos tratamientos. Las flechas azules corresponden a controles negativos. * Patrones internos

entre los dos geles.
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Figura VI. 29. Dendrograma basado en el andlisis de las densidades dpticas de las bandas de DGGE para
16S rARN, de los tratamientos FP y PSA en condiciones no estériles (NE). El UPGMA se construyé a partir
de la matriz de distancia calculada mediante el coeficiente de Jaccard, utilizando el software Gel Compare

Il (Applied Maths, Kortrijk 180 Belgium).

En el dendrograma (Figura VI. 29) se puede apreciar la formacién de dos clusters
con una similitud de 37,5%, uno de los cuales esta conformado por los microcosmos FP
(40,6%), y el otro por los microcosmos con el barro PSANE (49,5%), atribuido al efecto

del tratamiento oxidativo aplicado al barro FP.

Dentro del cluster integrado por los tratamientos FPNE se aprecia la formacién
de un subcluster (73,4%) que incluye los microcosmos inoculados luego de 30 dias y el
microcosmos con LPSC 232 luego de los 60 dias. Esta similitud sugiere un cambio similar
en la comunidad bacteriana provocado por el crecimiento fungico de ambos hongos
luego de 30 dias, respecto de microcosmos control sin inocular. Asi mismo, se aprecia
gue dicho efecto perdura hasta el dia 60, en los microcosmos de bioaumento con LPSC

232.

La formacion del subcluster (57,1%) entre el microcosmos inoculado con LPSC
436 a los 60 dias y el microcosmos control al mismo tiempo, sugiere que el efecto inicial

de la inoculacidn se pierde luego de los 60 dias.

Respecto de los tratamientos de bioaumento en PSANE, la formacion del

subcluster al 56,7% de similitud sugiere un efecto marcado sobre la estructura de la
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comunidad por la inoculacidn con LPSC 436, luego de los 30 dias y hasta el final del
tratamiento. En cambio, solo hacia el final del tratamiento se aprecia el efecto de la
inoculacién con LPSC 232 similar al provocado por LPSC 436, y diferentes del control sin

inoculacion.

En la Figura VI. 30 se presentan los perfiles de bandas obtenidos de los
microcosmos FP y PSA para el gen ITS1 en los distintos tratamientos. Los perfiles de
bandas de los cultivos agarizados de LPSC 232 y LSPC 436, fueron utilizados para detectar

el establecimiento de los hongos inoculados.
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Figura VI. 30. Perfiles de bandas obtenidas por PCR-DGGE para el gen ITS1 de los microcosmos FP y PSA
en los distintos tratamientos y tiempo, y cultivos LSPC 232 y 436 en medio agarizado. Las flechas
naranjas indican las bandas asociadas a C. rigida y las violetas a G. subargentea. *patrones internos entre

los dos geles.
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De la observacion de los perfiles obtenidos es posible inferir el establecimiento

de LPSC 232 tanto en el microcosmos PSAE como en el PSANE, luego de 30 dias.

El establecimiento de LPSC 436 pudo ser inferido en el microcosmos FP en

condicidn axénica luego de los 30 dias, y en FPNE a los 60 dias.

Luego se procedié a comparar los perfiles de bandas entre tratamientos. Por
problemas de gradiente entre ambos geles se dificultd el alineamiento de éstos con el
software especifico, por lo que se procedid a analizar los geles por separado. La Figura
VI. 31 muestra el dendrograma A correspondiente a los microcosmos FP, mientras que

B agrupa a los microcosmos PSA.

En una primera observacién, el analisis en ambas condiciones sugiere que los
agrupamientos se correspondieron con la variable tiempo, independientemente del
tratamiento. No obstante, es posible inferir que los tratamientos de inoculaciéon en los
microcosmos FP condicionaron una estructura de comunidad fungica similar luego de
60 dias. Mientras que, Unicamente la inoculaciéon con LPSC 232 habria generado un

cambio en la comunidad fungica del microcosmos PSA, luego de 30 dias.

~100
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i FPNE LPSC 232 30d e g:
_45 a\E FPNE Control 30d 36 PSANE LPSC 436 60d
. '{ FPNE LPSC 436 30d ?zal_\— PSANE LPSC 232 60d
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I
: FPNE LPSC 232 60d - ‘ PSANE LPSC 436 30d
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FPNE Control 30d

Figura VI. 31. Dendrograma basado en el andlisis de las densidades dpticas de las bandas de DGGE para
18S rRNA de los tratamiento FP (A) y PSA (B) en condiciones no estériles (NE) y de bioaumento con LPSC
232 Y LPSC 436. E| UPGMA se construyo a partir de la matriz de distancia calculada mediante el coeficiente

de Jaccard, utilizando el software Gel Compare Il (Applied Maths, Kortrijk 180 Belgium).

Con el fin de profundizar en el anélisis del efecto del bioaumento flngico sobre

las comunidades bacterianas y flungicas del barro FP y PSA, se evaluaron los resultados
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de secuenciacién masiva del gen 16S rARN y 18S rARN de los microcosmos en

condiciones no estériles.

La cobertura y calidad de la secuenciacidén (bTEFAP® lllumina), se presentan en
la Tabla VI. 5 a través del indice de Good, considerando las frecuencias de OTU
observadas sobre el total de secuencias en cada tratamientos, obteniéndose valores
mayores al 95%, lo que indica una muy buena cobertura. Adicionalmente se realizaron
las curvas de rarefaccidon normalizadas al menor nimero de secuencias registrado por
muestra. Para ambos genes la tendencia al aplanamiento de las curvas corroboré la

buena cobertura de la secuenciacion (Anexo Figuras A.6y 7).

El rango de secuencias bacterianas varié entre 21.327 y 56.377, observandose
una reduccion del 38% en el nimero de OTU en las muestras de los tratamientos PSA

respecto de las del tratamiento FP.

El rango de las secuencias fungicas vario entre 2.891 y 184.695. Si bien el rango
es amplio, luego de la normalizacién del nimero de OTUs al menor nimero de
secuencias por muestra, las curvas de rarefaccion se agruparon de manera similar, a
excepcion de los tratamientos PSANE Control t0 y PSANE LPSC 232 a los 30 dias que

mostraron los valores mas bajos.

Para evaluar la diversidad de las comunidades bacterianas y fungicas presentes
en muestras de los microcosmos luego de los tratamientos se calcularon los estimadores
de alfa diversidad (ver Seccidn Ill. 6.5 Materiales y Métodos) que contemplan riqueza,

diversidad y equidad de especies.
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Tabla VI. 5. Numero de secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados del gen 16S rARN y

18S rARN por secuenciacion masiva, nimero de OTUs observados e indice de Good porcentual.

Bacteria y Archaea Hongos
Ti Numero ; Numero )
lempo OTUs  indice de OTUs  indice de
Tratamiento de de
(dias) observados Good (%)* observados Good (%)*
secuencias secuencias

0 21.327 356 96 2.891 134 98

Control 30 22.584 400 95 98.662 175 95

60 34.768 342 97 3.435 240 95

FPNE 30 35.440 420 96 97.939 163 96
LPSC 232

60 36.971 391 97 75.210 213 94

30 54.092 408 98 110.799 164 96
LPSC 436

60 37.350 394 97 128.351 159 96

0 43.213 280 98 53.931 88 98

Control 30 56.377 258 98 21.394 227 95

60 43.098 237 97 42.977 212 95

PSANE 30 47.059 225 98 184.695 94 99
LPSC 232

60 49.761 218 98 39.546 211 96

30 55.098 239 98 34.994 205 96
LPSC 436

60 42.769 224 97 34.691 229 96

*Los indices de Good se realizaron sobre las secuencias normalizadas a la menor, 12.725 para bacterias y 2.089

secuencias para hongos.

La Figura V1. 32 presenta los estimadores de diversidad Chaol, Shannon e Inversa

de Simpson para bacterias (A) y hongos (B) a partir de los microcosmos FP (azul) y PSA
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(rojo) luego de los tratamientos de bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 y el analisis de

varianza.
A p valor 0,0005; Test T: 4,88 p valor 4,43e-08; Test T: 15,35 pvalor 0,0017; Test T: 5,32
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Figura VI. 32. Andlisis de alfa diversidad bacteriana y fungica para los distintos tratamientos. indices de
Chaol, Shannon e inversa de Simpson para Bacteria y Archaea (A) y Fungi (B). Se indica el p-valor

correspondiente al ANOVA entre tratamientos utilizando prueba T con un nivel de significancia del 95%.

Los resultados revelaron que la oxidacion del barro FP con PSA disminuyé la
riqueza bacteriana, siendo significativa en los tratamientos con LPSC 436. La diversidad
de especies descendid (54% indice de Shannon), independientemente de la presencia
de los hongos, incrementandose la dominancia de especies en presencia de LPSC 232 a

los 30y 60 dias.

En cuando a las comunidades fungicas no se observaron cambios significativos
en los estimadores de diversidad. Sin embargo, en barro oxidado la presencia de LPSC

232 disminuyé la riqueza y equidad de especies fungicas.
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El analisis de la composicién taxondmica bacteriana de los tratamientos control
FPNE y control PSANE, evidencié un predominio de los phyla Proteobacteria (clases a, B

y ¥) y Firmicutes.

Las principales variaciones se observaron a nivel de familia a lo largo del tiempo

de incubacidn y por la accién del persulfato de amonio (Figura VI. 33).

En la condicidn inicial del tratamiento control FPNE fueron predominantes los
ordenes Burkholderiales (25,1%)/Comamonadaceae (23,9%),
Anaerolineales/Anaerolinaceae (17,7%), Lactobacillales (12,6%)/Carnobacteriaceae
(10,9%) y Pseudomonadales (10,7%)/Pseudomonadaceae (9,6%). Entre los géneros mas
abundantes se encontraron a Polaromonas, Pseudomonas, Acinetobacter y T78. Dicha
proporcion se modificd con el paso del tiempo, predominando a los 30 dias
o-Proteobacterias pertenecientes a las familias Caulobacteraceae (24,8%)/
Caulobacter sp, Mycoplana sp, Rhizobiaceae (11,0%)/Agrobacterium sp,
Sphingomonadaceae (5,3%)/ Sphingomonas sp y otro género no identificado, y en
menor proporcion y-Proteobacterias Pseudomonadaceae (8,9%)/ Pseudomonas sp y
otro género no identificado, y Xanthomonadaceae (5,4%)/ Pseudoxanthomonas sp.
Ademads de un incremento en los phyla Firmicutes (9,9%) representado por la familia
Bacillaceae (6,4%)/ Bacillus sp, y Actinobacteria (4,9%) principalmente la familia
Streptomycetaceae (3,1%)/ Streptomyces sp. Luego de los 60 dias, las Proteobacterias
disminuyeron considerablemente a la mitad respecto de la proporcién inicial.
Representantes de los phyla Chloroflexi (familia Anaerolinaceae, 26,3%/T78 y Longilinea
sp), Firmicutes 19,8% (familias Thermoactinomycetaceae (5,6%), Clostridiaceae (4,9%)/
Clostridium sp, Lachnospiraceae (3,9%)), Bacteroidetes (11,3%, principalmente la familia
Porphyromonadaceae), Actinobacteria (8,9%), y Euryarchaeota (Methanobacteriaceae,
Methanobacterium sp 6,9%) se incrementaron considerablemente respecto del tiempo
inicial.

Al comparar los tratamientos control con los tratamientos de bioaumento con
LPSC 232 y 436 a los 30 y 60 dias de incubacidn, se observd un aumento de bacterias
asociadas a la degradacion de PAH pertenecientes a las familias Xanthomonadaceae (y-
Proteobacteria), Sphingomonadaceae, Caulobacteraceae y Rhizobiaceae (a-
Proteobacteria), asi como también desulfobacterias representantes de la familia
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Ectothiorhodospiraceae. Con respecto a representantes del phylum Firmicutes, a los 30
dias en ambos tratamientos aumenté la proporcién del género Paenibacillus, y hacia los
60 dias en el tratamiento LSPC 436 se incrementd a mas de doble el género Bacillus,

asociado al descenso de Actinobacteria.

Proteobacteria

Abundancia relativa (%)

1 Euryarchaeota
| | Chloroflexi

I Bacteroidetes

I Actinobacteria

Figura VI. 33. Perfiles taxonémicos de las comunidades bacterianas a nivel de Familia de los
microcosmos tratados con PSA y bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 en condiciones no estériles. Se
consideré las abundancias de familias menores a 1% como “Otros”. Las barras en la leyenda indican el

Phylum al cual pertenecen las familias.

En los microcosmos PSANE, se evidencid un incremento de bacterias
pertenecientes a las familias Pseudomonadaceae (60,1%) y Streptococcaceae (18,5%) al
inicio del monitoreo. Luego de los 30 y 60 dias las familias Bacillaceae (39,4-30,7%,
respectivamente) y Paenibacillaceae (16,8-20,9%, respectivamente) incrementaron su

abundancia, provocando un descenso de las anteriores.

Al comparar los tratamientos de bioaumento con sus respectivos controles, se
observd que luego de 30 dias la presencia de LPSC 232 no alterd a las poblaciones

dominantes resultando un 68,8% Pseudomonadaceae y un 17,0% Streptococcaceae.
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Luego de 60 dias, la familia Bacillaceae (79,3%) alcanzé la mayor abundancia registrada

entre los tratamientos, junto con representantes de la familia Paenibacillaceae (11,2%).

El bioaumento con LPSC 436, se asocid6 con el incremento la familia
Paenibacillaceae (62,6%) que predomind luego de 30 dias. Hacia el final del monitoreo
la proporcién de miembros de la familia Paenibacillaceae se invirtid respecto de la

familia Bacillaceae (60,8%), revelando una composicion similar al tratamiento con LPSC

232.

Con la finalidad de comparar la diversidad bacteriana entre los tratamientos, se
realizd un analisis de beta diversidad aplicando el Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA), a partir de una matriz de distancia (similitud/disimilitud) ponderando la
abundancia de OTUs entre tratamientos (método Weighted Unifrac Distance). En el

grafico obtenido la proximidad entre las muestras indica mayor similitud.

El andlisis estadistico ANOSIM reveld diferencias significativas entre muestras en
funcién del pretratamiento de oxidacion con PSA (R: 0,655; p-valor< 0,001), donde las
muestras PSANE (elipse roja) se separaron de las muestra FPNE (elipse azul), como se

observa en la Figura VI. 34.

FPNE.Control.t0

FPNE.Control.t30
] FPNE.Control.t60
FPNELPSC232.130
FPNE.LPSC232.t60
FPNE.LPSC436.t30

FPNELPSC436.060
PSANE.Control.t0

PC1 (57,08%) PSANE.Control.t30
PSANE.Control.t60
PSANE.LPSC232.30
PSANE.LPSC232.t60
PSANE.LPSCA436.30
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PC3 (14,35%)

Figura VI. 34. Andlisis de betadiversidad a partir del gen 16S rARN. Andlisis de Coordenadas principales
ponderado sobre la base de la matriz de distancia UniFrac. Las elipses punteadas agrupan las muestras

oxidadas (rojo) y sin oxidar (azul).
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En la figura se aprecia que las muestras de los tratamientos de bioestimulaciony
bioaumento sobre el barro FP no oxidado (FPNE), se distribuyeron segun las
componentes 2 y 3. El desplazamiento de los controles respecto del dia 0 sugiere el
efecto de la bioestimulacion sobre las poblaciones bacterianas del barro. Del
agrupamiento de las muestras de ambos tratamientos de bioaumento se infiere que la
presencia y crecimiento del hongo inoculado no modificd el arreglo bacteriano,

minimizando el efecto promovido por la bioestimulacién.

Las muestras correspondientes a los tratamientos de bioaumento post
tratamiento oxidativo (PSANE) se distribuyeron segun la componente 1, revelando
subagrupamientos entre los tratamientos control a los 30 y 60 dias, y los tratamientos
LPSC 232 y 436 a los 60 dias. De la posicidon relativa de las muestras es posible asumir
que la bioestimulacion de las poblaciones sobrevivientes tuvo un corto efecto,
evidenciado luego de 30 dias. En cambio, el tratamiento de bioaumento produjo
mayores cambios, manteniendo el arreglo de poblaciones bacterianas sobrevivientes a
la oxidaciéon en presencia de LPSC 232 luego de 30 dias y provocando mayores cambios
en el bioaumento con LPSC 436. El efecto diferencial de ambos bioaumentos se reduce

con el tiempo del tratamiento.

El andlisis de la diversidad fungica del microcosmos FPNE reveld el predominio
de las clases Agaricostilbomycetes (24,8%), Basidiobolomycetes (16,4%) vy
Eurotiomycetes (16,4%) pertenecientes al filo Basidiomycota, Zoopagomycota vy
Ascomycota respectivamente (Figura VI. 35).

Luego de 30 dias de incubacién dominaron las familias Aspergillaceae (52,9%),
Trichocomaceae (23,6%) y Hypocreaceae (11,2%). Mientras que luego de los 60 dias sélo
dos familias Glomerellaceae (30,7%) y Aspergillaceae (36,7%) revelaron las mayores

abundancias.

El bioaumento con LPSC 232 condujo luego de 30 dias al predominio de los
miembros de la familia Aspergillaceae con un 86,9% de abundancia. Sin embargo, luego
de 60 dias la riqueza y equitatividad de especies alcanzé valores similares al inicio,
predominando los miembros de las familias Aspergillaceae (33,4%), Sympoventuriaceae
(13,6%) y una familia sin asignacién taxondmica perteneciente a la clase Leotiomycetes
(11,6%).
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El bioaumento con LPSC 436, no evidencid6 mayores cambios en el perfil
taxondmico luego de 30 dias respecto del control. Luego de los 60 dias, se observé un
dominio de la familia Polyporaceae con un 55,0%, con un descenso de la riqueza de

especies respecto de su control.

W Sympoventuriaceae
Sordariaceae

® Chaetomiaceae

u Ajellomycetaceae

® No asignado (Leotiomycetes)

W Hypocreaceae Ascomycota

= Glomerellaceae

® Trichocomaceae

® Aspergillaceae
Herpotrichiellaceae

® No asignado (Ascomycota)

W Polyporaceae

Abundancia relativa (%)

¥ Ganodermataceae

m No asignado idiomycota

= No asignado
(Agaricostilbomycetes)
W Agaricaceae

m Entomophthoraceae
Zoopagomycota

= Basidiobolaceae
W Mucoraceae I Mucoromycota
Glomeraceae

m Otros

Figura VI. 35. Perfiles taxonémicos de las comunidades fingicas a nivel de Familia de los microcosmos
tratados con PSA y bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 en condiciones no estériles. “Otros” corresponde
a abundancias relativas menores al 1%. Las barras en la leyenda indican el Phylum al cual pertenecen las

familias.

El tratamiento oxidativo produjo un descenso en la diversidad y un aumento en
la dominancia de taxas, representada por los miembros de la familia Aspergillaceae
(91,9%) correspondiente al orden Eurotiales. Luego de 30 y 60 dias de incubacion, los
microcosmos control PSANE registraron un descenso en la abundancia de especies de
dicha familia (10,0 y 4,9%, respectivamente), y un aumento en las familias
Glomerellaceae (62,8 y 77,5%, respectivamente) y Sordariaceae (12,9 y 9,0%,

respectivamente).

En el bioaumento con LPSC 232, luego de 30 dias se observé la dominancia de la

familia Polyporaceae (89,5%), de la cual el hongo LPSC 232 es miembro. Luego de 60
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Capitulo VI
dias de incubacidn, se incrementd el nimero de OTUs, acompafiado por un aumento en

la diversidad y riqueza de especies, predominando la familia Glomerellaceae (79,1%).

El bioaumento con LPSC 436 generd un perfil taxondmico similar al control luego

de los 30 dias, no asi hacia el final de monitoreo donde dominaron las familias

Sordariaceae (35,1%) y Ajellomycetaceae (23,5%).
Con la finalidad de comparar la diversidad fungica entre los tratamientos, se

realizé el analisis de beta diversidad a partir de método Bray-Curtis representado en un

PCoA.
Como se puede observar en la Figura VI. 36, la oxidacién con PSA no generd

subagrupamientos en la diversidad fungica (PERMANOVAR: 0,28; p-value< 0,005). La

proximidad de los controles iniciales FP y PSA sugiere la resistencia de los hongos nativos

frente al pretratamiento de oxidacién.
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Figura VI. 36. Andlisis de beta diversidad fingica a partir del gen 18S rARN. Andlisis de Coordenadas

principales sobre la base de la matriz de distancia por el método Bray-Curtis. Las elipses punteadas

agrupan las muestras oxidadas PSANE (rojo) y FPNE (azul).

La posicién relativa de las muestras de los tratamientos Control FP luego de 30y

60 dias evidencian los cambios producidos por la bioestimulacion sobre las poblaciones

de hongos autdctonos del barro. El distanciamiento apreciado entre las muestras de
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bioaumento respecto de los Controles luego de 30y 60 dias, sugieren el efecto del hongo
aléctono sobre las poblaciones autéctonas del barro, siendo inicialmente notorio en el

bioaumento con LPSC 436.

La proximidad entre los Controles del barro pretratado con PSA luego de 30y 60
sugiere que la bioestimulacion con el rastrojo no modificé el arreglo de los hongos
nativos sobrevivientes al tratamiento oxidativo. De la posicidn relativa entre las
muestras se evidencia que el bioaumento con LPSC 232 fue mas influyente en la

diversidad de la biota fungica nativa luego de los 30 dias de tratamiento.

VI.5 Discusién

Capacidad degradadora de C. rigida LPSC 232, G. subargentea LPSC 436 y G. sepiarium
LPSC 735 sobre un suelo contaminando artificialmente con fenantreno en presencia y

ausencia de microbiota nativa

Los hongos causantes de la pudricion blanca (HPB) revelaron resultados
prometedores en la remocion de fenantreno en suelo cuando fueron inoculados en
forma axénica. Tras 90 dias de incubacién, C. rigida LPSC 232 removié un 55% del
hidrocarburo, mientras que G. subargentea LPSC 436 un 22%. Estos resultados se
correspondieron con estudios previos realizados por Gomez y colaboradores (2006)
donde C. rigida LPSC232 revelé la capacidad de degradar fenantreno, antraceno,
benzo(a)pireno y p-benzoquinona luego de 15 dias de incubacién en cultivo bajo

condiciones de fermentacion en estado sélido (Rodriguez-Couto et al., 2002).

El hongo causante de la pudricién parda (HPP) G. sepiarium LPSC 735 presento el
mayor porcentaje de degradacion de fenantreno (83,5%) tras 90 dias de incubacion,
removiendo un 98,5% a los 120 dias. Algunos hongos no ligninoliticos pueden degradar
PAH en condiciones co-metabdlicas a metabolitos secundarios como trans-

dihidrodioles, fenoles, quinonas y epdxidos a partir de sistemas enzimaticos
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intracelulares como citocromo P450 y la epdxido hidrolasa (Cerniglia & Sutherland,

2010).

Sin embargo, este hongo en cultivo dual con G. subargentea LPSC 436 revelé un
porcentaje menor (77%). Varios autores demostraron que la capacidad de crecimiento
y degradacion de rastrojo de trigo en co-cultivos entre HPP y HPB decrece en
comparacion con los cultivos individuales (Arora, 1995; Hermosilla et al., 2018). En
contraposicién a los resultados obtenidos en co-cultivos agarizados (Seccién V.1.1.3.
Capitulo V), donde se observé una parcial interaccion entre los micelios de ambos
hongos, no se evidencid ninguna interaccién visual entre los rastrojos inoculados

individualmente con cada hongo.

La inhibicion de la capacidad de remocién de G. sepiarium LPSC 735 en cultivo
dual puede ser atribuida a mecanismos competitivos temporales dados entre ambos
hongos, causados por factores abidticos del suelo y/o la capacidad individual de cada
hongo de colonizar el soporte lignocelulésico (Boddy, 2000). Ademas, se debe
considerar que la extrapolacién de una interaccién en cultivo agarizado a escala
microcosmo con suelo, no garantiza los mismos resultados (Dowson et al., 1988; Pearce,

1990; Griffith & Boddy, 1991).

En presencia de la microbiota nativa del suelo, LPSC 436 y LPSC 735
individualmente aceleraron la remocidn de fenantreno a partir de 30 dias,
independientemente de sus estrategias fisioldgicas. Brodkorb y Legge (1992)
comprobaron que cuando se aplica el hongo de pudricion blanca Phanerochaete
chrysosporium sobre un suelo contaminado se puede mejorar la mineralizacién de PAH
por parte de la microbiota nativa de manera sinérgica. En el caso de LPSC 232 no se
evidencio sinergismo con la microbiota nativa en la remocién de fenantreno, aunque
tampoco inhibié la actividad de las bacterias y hongos nativos en su degradacion.
Andersson y colaboradores (2003) demostraron una degradacién diferencial de PAH
(FLU, FEN, PIR y benzo[a]antraceno) de los hongos Pleurotus ostreatus (HPB) y Antrodia
vaillantii (HPP) sobre un suelo contaminado artificialmente, siendo mas rapida en
presencia del HPB, posiblemente por sus distintos patrones de colonizacién de la
madera, y la existencia de mecanismos de degradacidon diferenciales. Ademas, los
autores registraron un efecto negativo sobre la comunidad bacteriana tras la
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acumulacién de metabolitos derivados de la actividad de P. ostreatus, mientras que A.
vaillantii generd un efecto positivo sobre la actividad bacteriana, posiblemente por la
no acumulacidon de metabolitos de degradacién y la disponibilidad de compuestos

solubles a consecuencia de su rol celulitico durante la degradacién del rastrojo.

Por otra parte, la co-inoculacién de LPSC 436 y LPSC 735 generd un efecto
inhibitorio temprano de la capacidad degradadora fungica individual en respuesta a la
competencia con la microbiota. La interaccidn de los hongos inoculados con las bacterias
y hongos nativos del suelo podria haber generado una situacién de estrés cuya respuesta
repercutié sobre la remocion del fenantreno. Muchos factores bidticos y abidticos
(como VOCs, DOCs, enzimas extracelulares, melanina) pueden afectar el progreso y los
resultados de las interacciones fungicas (Hiscox et al.,, 2018) Esto explicaria las
diferencias entre el cultivo dual en medio agarizado con una mezcla de PAH, y en los
microcosmos con un sustrato lignocelulésico. La inhibicion de la microbiota nativa en los
microcosmos de suelo contaminado podria ser atribuida a un efecto colateral de los
hongos, que individualmente liberaron compuestos de reaccidn como un mecanismo de

competencia fungica por los recursos disponibles en la matriz contaminada.

Los hongos descomponedores de la madera poseen diferentes estrategias de
colonizacidn, entre ellas, la liberacidon de exudados cuyos compuestos pueden inhibir o
estimular a otros microorganismos, incluyendo a otros hongos lignivoros. Esto puede
ser a distancia y/o en forma directa a través de su contacto (Boddy, 2000).
Probablemente el retraso en la remocidon de fenantreno en el sistema co-inoculado con
LPSC 436 y LPSC 735 sea consecuencia de un efecto antagdnico a distancia entre estos
hongos, involucrando compuestos extracelulares difusibles (Heilmann-Clausen & Boddy,
2005), que pueden también afectar sus sistemas enzimaticos. Este tipo de interacciéon
puede relacionarse con el rol que cada hongo tiene cuando coloniza madera u otro tipo
de sustrato de crecimiento, dado que los hongos de pudricién parda y pudricién blanca
presentan diferencias en cuanto al tipo de colonizacién y su patron de degradacién, que
a la vez puede estar condicionado por el tipo de sustrato y otros factores ambientales
(Hermosilla et al., 2018). Investigaciones sobre la sucesién fingica en madera han
mostrado que los Basidiomycetes dominan los primeros estadios de descomposicién,

mientras que los Ascomycetes son dominantes en los estadios tardios del ataque
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(Fukasawa et al.,, 2011). Sin embargo, en el suelo y en otros habitats variados
caracterizados con mayor disponibilidad de nitrégeno y con un espectro amplio de
compuestos carbonados, no necesariamente poliméricos, los representantes del

phylum Ascomycota son los dominantes.

Sabiendo que la competencia es la interaccion mds frecuente entre hongos
pertenecientes al subreino Dikarya, condicionada principalmente por los nutrientes y
consecuentemente por el espacio, Boddy (2000) clasificé a los hongos sobre la base de
sus relaciones con otros coetaneos en dos tipos: competidores por recursos primarios
(recursos no colonizados) o competidores por recursos secundarios (recursos
colonizados por otros hongos). Puesto que los ensayos se realizaron utilizando rastrojo
previamente inoculado con los hongos aldctonos, solo la competencia por recursos
secundarios pudo haber contribuido a esta interaccién. No obstante, el sistema de
estudio es mucho mas complejo ya que los hongos estan expuestos al crecimiento en
contacto con suelo contaminando con fenantreno una matriz fuente de muchos
compuestos que no son ni tampoco necesariamente derivan de sustratos lefiosos y
donde el estado nutricional y la estructura es contrastante a la existente creciendo sobre
madera. Asimismo, en condiciones no estériles, la observacién macroscdpica de los
sistemas reveld que el rastrojo colonizado incrementd su densidad miceliar adquiriendo
una coloracion diferencial que pudo deberse al crecimiento de hongos nativos y/o a la
transformaciéon de las hifas del hongo aldctono, inicialmente hialinas, a formas
miceliares con paredes rigidas y cargadas de metabolitos secundarios coloreados. Luego
de 30 dias, la presencia de la microbiota nativa afectd la permanencia de LPSC 735en el
rastrojo, sugiriendo que este hongo pudo ser desplazado por los hongos nativos. En
cambio, LPSC 436 resulté mds competitivo, en respuesta a que luego de los 60 dias el
rastrojo, vehiculo del hongo, mostré sélo algunos signos que evidenciaron una posible

colonizacién por hongos nativos (coloracidn).
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Efecto del bioaumento con C. rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 sobre un suelo
contaminando artificialmente con un barro petroquimico en presencia de microbiota

nativa

Luego de detectar la capacidad degradadora de fenantreno de los hongos LPSC
232 y LPSC 436 en suelo no estéril, se evaludé si dicho potencial degradador se

evidenciaba en suelo contaminado con el barro FP al 10%.

Los valores de remocién de HT demostraron una activa capacidad degradadora
de la microbiota nativa estimulada por el rastrojo, superando la actividad degradadora

de ambos hongos ligninoliticos.

El andlisis de la actividad enzimatica revelé una rdpida y mayor actividad
deshidrogenasa de la biota del suelo en respuesta a la contaminacién en el tratamiento
BR. Dicha actividad pudo estar relacionada con los procesos de transformacion de los
contaminantes, conduciendo a una posterior eliminaciéon neta de HT. Del Panno y
colaboradores (2005) evidenciaron que el agregado de un barro petroquimico a un suelo
genera cambios drasticos alterando la densidad de sus poblaciones y actividad
enzimatica. Los autores observaron que superada una etapa inicial de inhibicién, el
incremento de la actividad deshidrogenasa resulta proporcional a la concentracion del
contaminante, y conforme avanza la degradacion de hidrocarburos, dicha actividad

desciende.

En menor medida, el tratamiento de estimulacién con rastrojo (BE) incrementé
tempranamente la actividad deshidrogenasa e hidrolasa. Lladé y colaboradores (2013)
comprobaron que la bioestimulacién utilizando un sustrato lignocelulésico favorece el
crecimiento de los hongos nativos de la matriz, asi como la degradacion de PAH de alto
peso molecular por parte de la microbiota nativa después de 60 dias de incubacién en
un suelo contaminado crénicamente por creosota. Si bien los valores de actividad lacasa
en el tratamiento BE fueron bajos, ello sugiere la presencia en el sistema de

microorganismos nativos productores de enzimas oxidativas.

No obstante la baja remocién de HT observada en presencia de los hongos, la
microbiota del sistema inoculado con LPSC 232 expresd los mayores valores de actividad
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deshidrogenasa e hidrolasa, sugiriendo que el bioaumento con este hongo estimulé la

microbiota nativa del barro y/o el suelo del sistema.

La actividad lacasa detectada en suelo en presencia de ambos hongos, fue
inhibida por el barro. Sin embargo, LPSC 436 restablecio sus valores maximos luego de
60 dias de incubacion, sugiriendo que este hongo es mas competitivo que LPSC 232 bajo
las condiciones del ensayo. La presencia de compuestos fendlicos solubles en el sistema
a través de posibles interacciones con las enzimas disponibles pudo haber conducido a
la baja o nula actividad lacasa en LPSC 232, siendo que inmoviliza a esta enzima

imposibilitando asi su extraccion (Eichlerova et al., 2012).

La fitotoxicidad evaluada durante los tratamientos evidencié diferentes
comportamientos que pudieron relacionarse con la remocion de HC. El mayor
porcentaje de inhibicion de la germinacidn y elongacion radicular de la semilla de
L. sativa observado en el tratamiento BE se correspondié con el mayor porcentaje de
eliminacién de HC producido por la microbiota estimulada por el rastrojo, sugiriendo un
efecto toxico de los intermediarios metabdlicos de la degradacién de hidrocarburos
(Medina, 2017). Dicho efecto fue reducido durante el tratamiento de inoculacién con
LPSC 232, apreciandose un mayor porcentaje de germinacion y estimulacién de la
elongacidn radicular, pudiendo ser asociado a un proceso de detoxificacion durante el
crecimiento fungico. Anastasi y colaboradores (2009) obtuvieron resultados similares
tras detectar la remocion de pireno a partir de un consorcio de 3 HPB sobre suelo
contaminado artificialmente. De los resultados es posible inferir que LPSC 232 degrada
el sustrato lignocelulésico incrementando asi la biodisponibilidad de nutrientes,
promoviendo una mayor transformacidn de hidrocarburos por parte de la microbiota
nativa y un descenso en la fitotoxicidad. Troncozo y colaboradores (2019) detectaron
compuestos monoaromaticos/fendlicos tras la degradaciéon del orujo de uva en
presencia de C. rigida en condiciones axénicas, acompafiado por un descenso de la

fitotoxicidad en semillas de lechuga tras 90 dias de incubacién.

No obstante, los parametros de fitotoxicidad en el tratamiento de bioaumento
con LPSC 232 fueron superiores al control en agua, observandose radiculas finas con
ausencia de pelos secundarios. Esta observacidn sugiere una respuesta diferencial de la
morfologia caracteristica de la plantula al incremento de metabolitos secundarios,
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indicando la actividad degradadora de la microbiota del sistema. El tratamiento BR tuvo

un comportamiento similar, aunque en ausencia de estimulacion.

En cambio, el tratamiento con G. subargentea LPSC 436 no alcanzaria a disminuir
la fitotoxicidad a los 90 dias, aunque comparando con el tratamiento BE se aprecia una
tendencia a descender el efecto téxico. Sumado a la mayor actividad lacasa extracelular
detectada luego de los 60 dias, este comportamiento sugiere una mayor actividad
transformante de LPSC 436 capaz de generar metabolitos mas téxicos. La mayor
concentracion de HT detectada luego de los 90 dias podria estar asociada a la habilidad

transformadora de LPSC 436.

Liu y colaboradores (2017) demostraron que en la estrategia de inoculacién con
P. ostreatus sobre un suelo contaminado con hidrocarburos de petréleo el agregado de
rastrojo influye en el contenido de lacasa detectada en suelo. Los autores explicaron el
aumento de la actividad lacasa como respuesta del hongo al colonizar el sustrato, efecto
gue resulta beneficioso para promover el crecimiento del hongo y asi garantizar su
permanencia. Tomando este resultado como referencia, se ensayé la estrategia de
inoculacién sobre el rastrojo en contacto con la matriz contaminada para los
experimentos de bioaumento realizados directamente sobre el barro FP, con el fin de
incrementar la alta actividad oxidativa durante las primeras etapas de colonizacién del

rastrojo y potenciar al cometabolismo de los hidrocarburos del barro FP.

Efecto de los tratamientos combinados de oxidacion (PSA) y bioaumento fungico con
hongos ligninoliticos sobre la degradacion de un barro API (FP) en presencia y ausencia

de microbiota nativa

Implicancias del bioaumento fungico sobre el barro FP

Con el fin de garantizar la permanencia de los hongos aléctonos y promover el
cometabolismo de los hidrocarburos en la matriz compleja, la aplicacion de LPSC 232 y
LPSC 436 sobre el barro FP se realizé en forma de suspension miceliar sobre el sistema

rastrojo+barro FP+arena.
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En condiciones axénicas, la inoculacidn del rastrojo de trigo en contacto con el
barro FP derivé en una pronta colonizacion de ambos hongos sobre el rastrojo
extendiéndose hacia el barro FP tras dos semanas de tratamiento. Sin embargo, en
condiciones no estériles, fue apreciado macroscépicamente que C. rigida LPSC 232 logré
establecerse mejor comparado con G. subargentea LPSC 436. Este comportamiento se
correspondié con la mayor actividad mineralizante detectada durante el desarrollo en

rastrojo y FP de LPSC 232 (Capitulo V).

Al comparar la eficiencia de eliminacidn de HT en condiciones axénicas, los
tratamientos de bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436 no revelaron cambios
significativos luego de 60 dias de incubacion. Sin embargo, al analizar los resultados de
HA y PAH se detectd un incremento de aproximadamente el doble en la concentracion
de éstos luego de los 30 dias en ambos tratamientos de bioaumento, manteniéndose
hasta el final del ensayo. Cabe destacar que el mayor incremento de HA se observd en
el bioaumento con LPSC 436, correspondiéndose con los mayores niveles de actividad
lacasa registrada. Un comportamiento similar se corrobord para los PAH luego de los 30
dias, sin cambios significativos hacia el final del tratamiento. Este aumento podria
atribuirse a la transformacién de los componentes del sistema, tanto rastrojo como
barro FP, por parte de ambos hongos dado el incremento en los niveles de la actividad
lacasa detectada en los tratamientos de bioaumento. Conjuntamente con los altos
valores de nimero de copias de los marcadores ITS Gram y Icc1 es posible argumentar
gue ambos hongos se establecieron en los microcosmos y permanecieron activos hacia
hasta el final del tratamiento siendo LPSC 232 quién revelé mayor nimero de copias del

gen ITS Gram y LPSC 436 del gen Icc1.

Independientemente de las limitaciones propias de la técnica (disefio de los
primers, extractabilidad del ADN), los cambios observados entre tratamientos pueden
atribuirse al efecto desencadenado por los componentes presentes en el sistema. En
ambos tratamientos, la relacién entre el nimero de copias del marcador lccl e ITS Gram
se incrementd respecto a la estimada desde un cultivo agarizado de cada hongo, como
control. Lo que sugiere que el barro FP y sus productos de degradacidn, podrian alterar
el genoma fungico, incluyendo tal vez mecanismos de duplicacidn y delecién génica, asi

como también a un comportamiento diferencial de los nicleos componentes de cada
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uno de estos heterocariontes, rasgo evidenciado por la presencia de fibula (Strom &
Bushley, 2016). Un estudio realizado sobre heterocariontes del basidiomiceto
Heterobasidion parviporum, reveld que las proporciones nucleares pueden ser
afectadas por el medio ambiente involucrando alteraciones genéticas, epigenéticas,
transcripcionales y relacionadas al crecimiento (James et al., 2008). Hay antecedentes
de la capacidad mutagénica de barros oleosos en suelo durante los procesos de
biorremediacién, estando la persistencia de la mutagenicidad directa relacionada a la
concentracion del barro, y aquella de tipo indirecta asociada a la concentracion de
hidrocarburos facilmente asimilables y PAH (Morelli et al., 2001) . Aungue no hay datos
disponibles sobre el efecto directo que los barros petroquimicos puedan tener sobre la
estabilidad génica de los hongos, Steenwyk & Rokas, (2018) citan el comportamiento de
Saccharomyces cerevisiae en respuesta al incremento de cobre como un agente
estresante durante la fermentacion, registrando la duplicacién del gen CUP1 implicado
en la produccién de una proteina secuestradora de dicho metal (Fogel & Welch, 1982).
Si bien estos cambios son evidenciados a nivel poblacional luego de varias generaciones
(Moritz, 1994), es probable plantear que la variacion observada entre la relacién lcc1/1TS
Gram en nuestro sistema de estudio sea el resultado de la biomasa de los hongos

generada bajo su exposicién al barro luego de 30 y 60 dias.

La estimaciéon de un mayor numero de copias del gen Icc1 en LPSC 436 con
relacion a LPSC 232 en estos microcosmos, y los mayores niveles detectados de la
actividad lacasa en el sistema inoculado con el primero de éstos sugiere la aplicacion de
ambos pardmetros como estimadores de la biomasa de LPSC 436 bajo las condiciones
del ensayo. Matcham y colaboradores (1985) también reportaron el uso de la actividad
lacasa como estimador de la biomasa de Agaricus bisporus en cultivo axénico. Aunque
el primer lacasa utilizado en esta tesis fue previamente disefiado para la detecciéon de
una lacasa de LPSC 232 en cultivo axénico (Saparrat et al., 2010a), el cual hibrida con
una regidén que codifica para el sitio activo de la enzima que coordina con el cobre, las
diferencias en el nimero de copias entre LPSC 232 y LPSC 436 podrian deberse a un
origen ancestral y comun de las lacasas en los Polyporales (Binder et al., 2013). Un
analisis evolutivo realizado por Savinova y colaboradores (2019) a partir de genes lacasa

sensu stricto de especies representativas de Polyporales sugirié que todas las lacasas,
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gue son conservadas a nivel funcional y dependientes de cobre, derivan de un solo gen
ancestral, el cual, seguido de extensas duplicaciones, dio lugar a la proliferacidon de
nuevos clados que tienen relacién con la evolucién de las angiospermas, y en

consecuencia la conquista de nuevos nichos ecoldgicos por parte de los hongos.

En presencia de la microbiota del barro FP, el tratamiento con LPSC 436 redujo
significativamente la concentracion de HT en un 35% luego de los 30 dias de incubacion,
siendo alcanzado por LPSC 232 luego de 60 dias con un maximo de degradacion del 40%
respecto de la concentracién inicial. Con respecto a la concentracién de HA y PAH,
ambos tratamientos de bioaumento favorecieron la remociéon luego de 30 dias, sin
detectarse hidrocarburos al final del ensayo. Es de destacar el efecto de bioestimulacion
que el rastrojo de trigo ejercié sobre la microbiota nativa del barro FP, tras remover un

18% de HT al final del tratamiento.

El incremento de la actividad deshidrogenasa, respecto de la condicidn axénica,
registrado en ambos tratamientos de bioaumento durante los primeros 30 dias sugiere
gue los metabolitos secundarios producidos por los hongos fueron rdpidamente
degradados por las bacterias y hongos nativos. Si bien fue mayor la remocién de
hidrocarburos por bioaumento con respecto al tratamiento bioestimulado, el descenso
de la actividad lacasa y valores altos de los marcadores ITS Gram y lcc1 registrados luego
de 60 dias confirman la permanencia de los hongos inoculados y su potencial actividad.
Los bajos niveles de actividad lacasa observados sugieren que posibles mecanismos de
inhibicidon de la expresién de estas enzimas debido a relaciones microbianas antagdnicas
y/o la adsorcion de las enzimas a la matriz pueden ser las causas que conducen a su

escasa deteccion.

Ambos tratamientos de bioaumento revelaron una estimulacién de Ia
comunidad bacteriana del barro luego de 60 dias, estimado a través del marcador
16S rARN. Esto sugeriria que las bacterias utilizan los compuestos derivados de la
actividad de los hongos LPSC 232 y LPSC 436 durante la transformacién de los

componentes del barro FP.

La deteccién de copias correspondientes a los marcadores ITS Gram y Icc1 en el

tratamiento control (en ausencia de los hongos aldctonos) luego de los 30 dias, sugiere
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la existencia de representantes pertenecientes a Polyporales en la matriz de partida, tal
vez como esporas derivadas de la contaminacidn ambiental y micelio resultante a
consecuencia de la bioestimulacién, aunque significativamente menor a la detectada en
los tratamientos de bioaumento. Este comportamiento estuvo acompafiado de un
incremento significativo en el nimero de copias del marcador 16S rARN luego de 30
dias, sugiriendo la estimulacidn de la microbiota bacteriana por el rastrojo. Lladd y
colaboradores (2013b) revelaron que la utilizacidn de un sustrato lignoceluldsico sobre
suelo contaminado con creosota estimula a hongos y bacterias nativas a la degradacién
de hidrocarburos, restringiendo al bioaumento con T. versicolor y L. tigrinus en la

colonizacion del suelo.

Los resultados preliminares indican que LPSC 232 y LPSC 436 son especies
prometedoras para tratamientos de micorremediacidon de matrices complejas como el

barro FP en presencia de su microbiota nativa.

Implicancias del tratamiento combinado

Al combinar el pretratamiento oxidativo PSA con el bioaumento flngico, se
observaron cambios principalmente en la estructura y diversidad de la comunidad

microbiana nativa y en la permanencia y actividad de los hongos aldctonos.

El efecto del oxidante PSA sobre la microbiota del barro FP fue similar al proceso
de tratamiento térmico, reduciendo la competencia y favoreciendo la colonizacién de
los hongos inoculados sobre el rastrojo y la matriz contaminada, aunque en menor

medida cuando las condiciones fueron no estériles.

Al analizar la concentracion de HT en condiciones axénicas, no se observan
cambios entre los tratamientos de bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436y el tratamiento
control suplementado con rastrojo. La concentracién de hidrocarburos
cromatografiables (HA y PAH) tampoco evidenciaron cambios significativos entre

tratamientos.

Con el fin de profundizar el alcance del bioaumento con LPSC 232, se estudié la

fraccion soluble en n-pentano de los microcosmos oxidados por espectrofotometria

249



Capitulo VI Resultados

infrarroja. El analisis de los espectros FT-IR permitid identificar cambios estructurales
generados por C. rigida LPSC 232, principalmente en las regiones espectrales asociadas
a los enlaces C-H de anillos aromaticos (730-900 cm™), y funciones oxigenadas como
grupos carbonilos presentes en cadenas alquilo y aril cetonas (1590-1760 cm?) luego de

60 dias de incubacion.

Numerosos estudios revelan la capacidad de los HPB sobre el metabolismo de
PAH de bajo y alto peso molecular (Cerniglia & Sutherland, 2010). Quinonas, hidroxi y
dihidroxi-PAH fueron identificados entre los principales metabolitos intermediarios en
cultivos in vitro con HPB como por ejemplo, Trametes versicolor, Coriolopsis gallica,
Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium, durante la
degradacion de antraceno, pireno, benzo[a]pireno (Field et al., 1992; Collins et al., 1996;
Pickard et al., 1999) y fenantreno (Sutherland et al., 1991; Hammel et al., 1992; Bezalel
et al., 1996). En el presente trabajo los cambios asociados a los estiramientos del grupo
funcional C=0 presente en aril cetonas sugieren la presencia de metabolitos secundarios

como quinonas, registrado en la bibliografia.

Pineda-Flores & Mesta-Howard (2001) plantean posibles mecanismos de
transformaciéon y fragmentacion de los asfaltenos que podrian colaborar a una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos. Si bien los asfaltenos son solubles en tolueno
y no estarian presentes en la fraccién soluble en pentano (o extractivo), las resinas si lo

son y presentan una estructura condensada similar altamente recalcitrante.

Sobre esta base, la presencia sugerida de quinonas en la fraccidon de resinas
podria ser atribuida a la actividad de LPSC 232, desencadenando transformaciones
oxidativas similares a las generadas durante el metabolismo del pireno y/o
benzo(a)pireno involucrando lacasas (Cerniglia & Sutherland, 2010) (Figura VI. 37- 5y
6). Asi mismo, los cambios registrados en los grupos carbonilos en cadenas alquilo
sugieren que al romperse las cadenas alifaticas mas grupos COO™ quedan expuestos,

posiblemente por mecanismos de B-oxidacién (Figura VI. 37- 2).
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Figura VI. 37. Esquema de una molécula de asfalteno y sus regiones suceptibles a la fragmentacion y
biodegradacion. 1: Fotooxidacion. 2: 8-oxidacion, 3 y 4: Rutas metabdlicas del dibenzotiofeno. 5: Ruta
metabdlica del pireno. 6: Ruta similar al benzo[a]pireno. 7: Ruta similar a carbazoles. Tomado de Pineda-

Flores & Mesta-Howard (2001).

Finalmente, el tratamiento con LPSC 232 luego de 60 dias se diferencio del resto
de los tratamientos en la regidn espectral asociada a las deformaciones fuera del plano
del C-H aromdtico cuando tiene 1, 2 o 3 hidrégeno adyacentes en el anillo;
incrementando sus picos cuando tiene 2 o 3 H adyacentes. Esto sugiere que el hongo
tiene alguna contribucién en la desorganizacién de los nicleos aromdticos presentes en
PAH de alto peso molecular y resinas, conduciendo a nucleos mas simples/o menos

condensados, tal vez a través de mecanismos oxidativos via sus lacasas (Figura VI. 38).

Estos resultados son compatibles con el incremento registrado de la actividad
lacasa en los tratamientos inoculados con LPSC 232 a largo del tiempo, en comparacién
al barro sin oxidar, alcanzando el valor maximo a los 30 dias, sin cambios significativos
con el tratamiento LPSC 436. Esto sugiere que el pretratamiento oxidativo no parecid
inhibir la actividad de los hongos aldctonos, incluso posiblemente estimulando su
biomasa tal como lo observado por el incremento del niumero de copias del marcador
ITS Gram en 2 érdenes. Estudios demuestran que la cuantificacién de hongos por la

técnica de gPCR es valida aun cuando no se conoce el tamafio del genoma completo. Sin
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embargo, es de destacar la necesidad de mejores procedimientos de recuperacion y
extracciéon del ADN gendmico cuando se trata de esporas y estructuras fungicas
provistas de paredes celulares rigidas (Black et al., 2013), sumado a la posible aparicion
de compuestos derivados de la matriz oxidada que pudieran interferir en la extraccion

y/o purificacién del ADN.

Figura VI. 38. Interpretacion de los cambios en los enlaces C-H de anillos aromdticos de la region
espectral 730-900 cm™. Donde a: C-H aromdtico donde el anillo aromdtico tiene solo un sustituyente de
hidrégeno (1 H adyacente). b C-H aromdtico (2 H adyacentes) donde el anillo aromdtico tiene dos
hidrégenos adyacentes. c: C—-H aromdtico (3 H adyacentes) donde el anillo aromdtico tiene tres hidrégenos

adyacentes.

En presencia de la microbiota nativa, luego de 30 dias todos los tratamientos se
diferencian de la concentracidn de HT inicial, aunque sélo el tratamiento de

bioestimulacion alcanzd a remover ~30% de los HT al final de monitoreo.

Esto indicaria que la bioestimulacidon permitié la recuperacion de la microbiota
nativa del barro FP tras la oxidacién. Dada la baja actividad deshidrogenasa y el leve
incremento en el nimero de copias del gen 16S rARN, el descenso en los HT podria
atribuirse principalmente a la accién de los hongos nativos, correspondiéndose con una
actividad lacasa detectable y un alto nimero de copias de genes ITS Gram y Iccl
(Lladé et al., 2013). Este comportamiento avala la propuesta que la microbiota nativa

incluye miembros capaces de sintetizar lacasas, sabiéndose que hongos pertenecientes
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al phylum Ascomycota caracteristicos en suelo son capaces de producir lacasas y

peroxidasas (Silva et al., 2009)

En ambos tratamientos de bioaumento, se registré un incremento en la actividad
deshidrogenasa luego de 30 dias, acompafiado por el incremento en el nimero de
copias del gen 16S rARN, lo que indicaria que el bioaumento con LPSC 232 y LPSC 436
estimularia la recuperacion de la microbiota bacteriana nativa del barro FP tras la

aplicacion de un oxidante fuerte como el PSA.

Adicionalmente, el aumento de la actividad lacasa detectado durante el
tratamiento con ambos hongos, puede ser asociado a la interaccién con la microbiota
nativa del barro, resiliente al estrés oxidativo del PSA. La disminucion del nimero de
copias del gen ITS Gram en los tratamientos de bioaumento comparado con los
tratamientos oxidados axénicos, sugeriria un efecto antagdénico producto de la
interaccidn, como se ha registrado en la bibliografia. Sin embargo, el mayor nimero de
copias del marcador lcc1 detectado en ambos tiempos del tratamiento con LPSC 232
sugiere un comportamiento diferencial frente a su interaccidn con la microbiota

autoctona del barro.

El andlisis de los espectros FT-IR de la fraccidén soluble en pentano revelé un
comportamiento diferencial respecto de la condicién axénica en las regiones espectrales
asociadas a estiramientos de los grupos carbonilos (1590-1760 cm™) y enlaces C-H en
grupos aromaticos (730-900 cm™). La presencia de LPSC 232 generé cambios en la region
asociada al grupo carbonilo en amidas secundarias (picos 1713 y 1705 cm1) a los 30
dias. Mientras que la regién asociada al grupo carbonilo en aril cetonas (picos 1690 y
1680 cm™) se vieron afectadas principalmente por el tiempo del ensayo mas que por el
tratamiento de bioaumento. Es importante destacar que el efecto del tratamiento con
LPSC 232 sobre los grupos carbonilo asociados a cadenas alifaticas, amidas secundarias
y grupos aromaticos (aril cetonas) es mas notorio a tiempos cortos de tratamiento,
contrariamente a lo observado en las muestras correspondientes al sistema axénico, lo
gue sugeriria un efecto sinérgico con la microbiota nativa. Resultados similares se
observaron en la regién asociada a enlaces C-H en grupos arométicos (730-900 cm™)

donde la presencia de LPSC 232 a los 30 dias se diferencié notablemente del resto de los
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tratamientos, principalmente en el pico asociado a la deformacién fuera del plano del

C-H aromatico con 2 H adyacentes (810 cm™).

Inferencias a partir de la dindmica de las comunidades bacterianas y fungicas, en los

tratamientos de bioaumento y en los combinados

El analisis taxondmico del tratamiento de bioestimulacion evidencié la
abundancia de los Ordenes bacterianos Burkholderiales, Pseudomonadales,
Anaerolineales y Lactobacillales, revelando microhabitats con diferente disponibilidad
de oxigeno y microorganismos de reconocida capacidad degradadora de hidrocarburos
de petréleo (Roy et al., 2014; Sarkar et al., 2016). La diversidad fungica reveld la
presencia de levaduras basidiomicetdceas y hongos del phylum Ascomycota y
zygomycetdceos, al igual que en suelos contaminados con hidrocarburos
(Kim et al., 2010), PCBs (Stella et al., 2017). A través de la incorporacién de rastrojo de
trigo, se logrd la estimulacion de la microbiota nativa, conduciendo a una reduccién del
18% de HT. Este comportamiento estuvo asociado a una dinamica en la estructura de la
comunidad microbiana e interacciones sintroficas. Luego de los 30 dias, miembros de la
clase Betaproteobacterias fueron desplazados por Alfaproteobacteria, principalmente
representantes de las familias Rhizobiaceae, Caulobacteraceae y Sphingomonadaceae,
frecuentemente asociadas a la degradacion de PAH en suelos y sedimentos
contaminados (Muangchinda et al., 2013; Smith et al., 2015; Waigi et al., 2015) y a la
biotransformacién de materiales vegetales en descomposicion (Siles et al., 2014; Chiba
et al., 2021). La presencia de representantes de los géneros Agrobacterium vy
Sphingomonas se correspondié con lo reportado por Vifias y colaboradores (2005) tras
bioestimular un suelo contaminado con creosota. Al aplicar aceite de soja como agente
estimulante en un suelo contaminado con creosota, Lladé y colaboradores (2015)
asociaron la presencia del género Agrobacterium al descenso de benzo(a)pireno. Si bien
es comun la presencia de miembros de la familia Rhizobiaceae en sitios contaminados,

no hay registros en la bibliografia de su capacidad degradadora.
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El incremento de miembros de Gammaproteobacteria, que incluyé a los géneros
Pseudoxanthomonas (Xanthomonadaceae) y Pseudomonas (Pseudomonadaceae),
aungue menor respecto de Alfaproteobacteria, sugiere el efecto estimulatorio del
rastrojo de trigo sobre la capacidad degradadora de hidrocarburos por representantes
de las mencionadas familias, también reportadas por otros autores (Lladé et al., 2009;

Nopcharoenkul et al., 2011; Covino et al., 2016).

El reemplazo de miembros del orden Lactobacillales por representantes del
orden Bacillales, entre los géneros Bacillus y Paenibacillus; junto con el incremento del
género Streptomyces (Actinobacteria) sugeriria la existencia de un estadio compatible
con un proceso avanzado de compostaje (Pasi et al., 2010; Martins et al., 2013; Tran et

al., 2019).

Luego de 60 dias, el predominio del phylum Chloroflexi con los géneros T78 y
Longilinea (Anaerolinaceae), junto con la presencia de Methanobacterium sp,
Clostridium  sp, 'y representantes de las familias Lachnospiraceae,
Thermoactinomycetaceae y Porphyromonadaceae sugeriria la estratificacion por
metabolismo aerobio-anaerobio, como consecuencia del agotamiento del oxigeno sin
intervencion por mezclado, generando microhdbitats andxicos. Notoriamente,
miembros de Chloroflexi fueron aislados de barros industriales bajo condiciones
aerdbicas in situ, los que fueron caracterizados por su capacidad de asimilacién de
carbohidratos involucrando exoenzimas como quitinasa, glucuronidasa y galactosidasa
(Kragelund et al., 2007). Por otro lado, Yamada y colaboradores (2007) aislaron y
caracterizaron una cepa de Longilinea arvoryzae anaerobia estricta de un suelo de
arrozal inundado que fue capaz de mejorar su crecimiento en co-cultivo con organismos
metanogénicos hidrogenotréficos. Estas bacterias filamentosas se asocian de manera
sintréfica con archaeas metanogénicas como por ejemplo Methanobacterium en la
degradacion de hidrocarburos, como fenantreno (Ye et al., 2018). Methanobacterium se
caracteriza por ser un metanégeno hidrogenotrdéfico presente en barros anaerdbicos,
que utiliza hidrogeno para producir metano. Ye y colaboradores (2018) proponen al
hidrégeno como un metabolito requerido para el crecimiento de Methanobacterium
durante la degradacion del fenantreno. Otros autores reportaron dominancia de

representantes de la familia Anaerolinaceae y la archaea Methanosaeta en cultivos con
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barros oleosos enriquecidos con n-alcanos luego de 1300 dias de incubacién, sugiriendo
la cooperacion sintréfica entre organismos para degradar los hidrocarburos

(Liang et al., 2015).

La anoxia localizada producida promovié también el crecimiento de anaerobios
obligados como Clostridium sp y miembros de la familia Lachnospiraceae vy
Porphyromonadaceae (Bacteroidales) capaces de fermentar celulosa. Mientras que la
aparicién de representantes de la familia Thermoactinomycetaceae y Actinobacteria
caracteristicos de la fase termdfila del compostaje (Pasi et al., 2010), sugeririan la
existencia de zonas aun oxigenadas donde es factible la degradacion de celulosa y
hemicelulosa del rastrojo de trigo dentro del microcosmos. La presencia del rastrojo de
trigo no sélo estimulé a la comunidad bacteriana sino también a los hongos nativos del
barro FP, dominando luego de 30 dias por los géneros Aspergillus y Talaromyces
(Eurotiales), siendo estrategas R con alta capacidad para esporular. Como se mencioné
en el Capitulo IV, representantes del género Aspergillus han sido estudiados por su
capacidad de metabolizar hidrocarburos de petréleo como Unica fuente de energia
(Cerniglia, 2010; Al-Dhabaan, 2021). Resultados similares fueron descriptos por Lladd y
colaboradores (2013), donde observaron dominancia de otro estratega R, Fusarium sp
(Hypocrales) en suelos contaminados con PAH y su capacidad para mantener
interacciones estables con otras comunidades bacterianas degradadoras de PAH que

abarcan los grupos Proteobacteria (alfa, beta y gamma) y Bacteroidetes.

Luego de 60 dias se observaron cambios en la abundancia relativa de la
comunidad fungica que pudieron estar promovidos por la competencia desencadenada
por el aporte del rastrojo de trigo. Esto se evidencid por un descenso de los
representantes de Eurotiales y la aparicién de Colletotrichum sp (Glomerellales). Este
comportamiento puede ser atribuido a la produccién de metabolitos antimicrobianos y
antifungicos por miembros de Colletotrichum sp contra Aspergillus sp (Lu et al., 2000).
Si bien Colletotrichum sp es endéfito de plantas, fue reportado por primera vez en aguas
asociadas a reservorios de crudo de petrdleo (Edema & Okungbowa, 2011), y también
en residuos oleosos en estrecha relacién con una alta actividad lipasa extracelular
(Rodrigues & Keller, 2015). Recientemente se han aislado tres cepas de Colletotrichum

sp a partir plantas tropicales presentes en ambientes contaminados con crudo de
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petréleo, removiendo entre un 70 y 97% de HTP en cultivos axénicos luego de 30 dias

(Marin et al., 2018).

La presencia de LPSC 232 y LPSC 436 en los tratamientos de bioaumento, no
generaron cambios significativos sobre la diversidad bacteriana durante el monitoreo,
como fue evidenciado por analisis de betadiversidad. La colonizacién del micelio de los
hongos aldctonos en el sistema puede ser una de las causas que explica la presencia de
ciertos grupos bacterianos aun luego de 60 dias. Entre estos taxa se destacan las familias
Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Sphingomonadaceae, Caulobacteraceae vy
Rhizobiaceae y los géneros Pseudomonas, Achromobacter, Paenibacillus y Bacillus, que
han sido asociados a la degradacion de hidrocarburos y crudo de petréleo
(Roy et al., 2014). Cabe destacar la presencia de desulfobacterias representantes de la
familia Ectothiorhodospiraceae, que se incrementaron notablemente en presencia de
ambos hongos, sugiriendo la existencia de microhdbitat andxicos. Este grupo de
sulfobacterias se caracterizan por ser méviles y producir glébulos de azufre por fuera de

sus células contribuyendo con el aporte de azufre al sistema.

Respecto de la micobiota nativa, LPSC 232 generd un descenso en la riqueza y la
abundancia de representantes de la familia Aspergillaceae luego de 30 dias, lo que
indicaria una respuesta competitiva con los hongos nativos. Si bien se detectd una baja
frecuencia de la familia Polyporaceae, a la cual pertenece LPSC 232, los marcadores ITS
Gram y lccl revelaron su presencia. Hacia el final del monitoreo la presencia de
representantes de las familias Sympoventuriaceae (Dothideomycetes) y una familia sin
asignacién taxondmica perteneciente a la clase Leotiomycetes, pudiéndose ser asociada

a la eliminacidon HT en el microcosmos.

En cambio, LPSC 436 logré superar la competencia de la microbiota nativa y
establecerse luego de 60 dias como se pudo observar en el incremento de la familia
Polyporaceae. Covino y colaboradores (2016) han reportado diferencias entre
tratamientos de micorremediacion con Pleurotus ostreatus (HPB) y Botryosphaeria
rhodina (Dothideomycetes) sobre suelos crénicamente contaminados con
hidrocarburos utilizando un soporte lignoceluldsico, siendo P. ostreatus quien logré la
mayor detoxificacion generando cambios en la microbiota nativa. Demostrando la
capacidad de los HPB en iniciar la degradacidn de la lignina.
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Los resultados obtenidos confirman las diferencias entre LPSC 232 y LPSC 436
observadas en los ensayos anteriores, en funcién de la capacidad de colonizar el sustrato
lighocelulésico en presencia de la microbiota nativa influyendo en su capacidad
degradadora. El pretratamiento oxidativo generd un impacto negativo sobre la
microbiota nativa, disminuyendo un 90% segun los resultados de la cuantificacion del

marcador 16S rARN, predominando representantes de Proteobacterias y Firmicutes.

La bioestimulacion provocéd el descenso del orden Pseudomonadales y el
incremento de los miembros del phylum Firmicutes como respuesta de la comunidad
bacteriana tras la incorporacién del soporte lignocelulésico. El incremento de los
géneros Bacillus y Paenibacillus puede ser atribuido a su alta tolerancia a condiciones
ambientales extremas debido a la capacidad de producir endosporas (Bender et al.,
2019) y posterior activacién ante condiciones favorables pudiendo participar en la

degradacion de PAH (Song et al., 2019).

El analisis taxondmico de la comunidad fungica reveld la abundancia del orden
Glomerellales luego de 30 dias, reemplazando a Eurotiales, con el género
Collethotrichum. El rastrojo de trigo adicionado al sistema pudo haber propiciado la
actividad enzimatica y produccidon de metabolitos antimicrobianos y antifungicos de este
hongo, ejerciendo un efecto antagénico sobre ciertos microorganismos post
tratamiento oxidativo, favoreciendo su dominancia (Lu et al., 2000). El incremento de
los niveles de la actividad lacasa respecto de la condicién axénica, sugieren la presencia
de representantes de la microbiota nativa con capacidad para sintetizar estas enzimas,
estimuladas por el soporte lignoceluldsico y la disponibilidad de compuestos aromaticos
del barro a consecuencia de la oxidacidn. Esto estd en linea con la detencion del
marcador /ccl confirmando la presencia de una comunidad con actividad oxidativa

potencial.

El bioaumento con LPSC 232 sobre el barro oxidado reveld su establecimiento
sobre la matriz respecto de la condicidn sin oxidar, a través de la temprana deteccién de
la familia Polyporaceae (~90%). Esto demuestra que el efecto del tratamiento oxidativo
sobre la microbiota nativa redujo la competencia para este hongo, facilitando asi su

colonizacién en el sustrato. Altos niveles de actividad lacasa y numero de copias de los
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marcadores ITS Gram y Iccl junto con los cambios estructurales de la matriz (FT-IR)

avalan el alcance de este hongo como agente de biorremediacion.

El analisis taxondmico de la comunidad bacteriana reveld la permanencia de
miembros de la familia Pseudomonadaceae durante el tratamiento con LPSC 232 a los
30 dias, pudiendo interpretarse como una asociacidon de éstas con el hongo en la
transformacioén de los hidrocarburos del sistema. Hay evidencias que sugieren que la
competencia por el espacio y los nutrientes entre HPB y ciertas bacterias podria
favorecer a la degradacién de la lignina y elevar la produccién de enzimas como lacasas
y manganeso peroxidasa (ljoma & Tekere, 2017). La dominancia de representantes del
orden Glomerellales hacia el final del tratamiento reveld la sucesion microbiana,
acompaiiada de un cambio en la comunidad bacteriana con el predominio del género

Bacillus, sugiriendo la reduccién de la disponibilidad de oxigeno.

A diferencia de LPSC 232, LPSC 436 no logré detectarse por secuenciacién masiva
del gen 18S rARN durante el tratamiento de bioaumento. Sin embargo, los altos niveles
de actividad lacasa, similares a los registrados en tratamiento con LPSC 232, y un
incremento en el nimero de copias del marcador ITS Gram respecto de los tratamientos
bioestimulados, sugeririan su presencia, aunque son necesarios estudios de expresion
de los genes lacasa especificos para LPSC 436 (ARN) y sus variaciones durante el proceso
de bioaumento. Luego de 30 dias, la comunidad bacteriana registré cambios en su
estructura ante la presencia de LPSC 436, con un incremento de los representantes de
la familia Paenibacillaceae, asociados a la degradaciéon de hidrocarburos como se
menciond anteriormente. Estos cambios sugeririan un impacto del hongo sobre la
comunidad bacteriana nativa, lo que confirmaria un comportamiento diferencial
respecto de LPSC 232. Si bien LPSC 436 demostré ser mas competitivo sobre la
microbiota original del barro, la dominancia de las Proteobacterias luego de la oxidacién
con PSA habria limitado la extensidon de la colonizacién del hongo. Respecto de la
comunidad fungica, los cambios tuvieron lugar luego de los 60 dias con el incremento
de representantes de las familias Sordariaceae (Sordariales) y Ajellomycetaceae
(Onygenales). Es conocida la capacidad de hongos de estos grupos, que tiene
representantes termofilicos, para metabolizar compuestos celulésicos, tal como lo

observado durante la fase avanzada del compostaje (Busk & Lange, 2013; Robledo-
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Mahon et al., 2020) y la transformacion de PAH en suelo (Marco-Urrea et al., 2015). La
participacién de estos hongos autéctonos en el sistema bioaumentado pudo haber sido
favorecida luego de la actividad degradativa de LPSC 436 sobre los componentes

recalcitrantes del sistema.

V1.6 Conclusiones

v' Bajo condiciones axénicas y luego de 90 dias de incubacién, Gloeophyllum
sepiarium LPSC 735 presenta una habilidad superior en la remocién de fenantreno
artificialmente aplicado a un suelo, seguido de Coriolopsis rigida LPSC 232 vy

Grammothele subargentea LPSC 436.

v En presencia de la microbiota nativa sobre microcosmos de suelo
contaminado artificialmente con FEN, LPSC 436 y 735 aceleran la remociéon del PAH a
partir de 30 dias, independientemente de sus estrategias fisiolégicas, resultando LPSC
436 mas competitivo en la colonizacién del sistema. Mientras que LPSC 232, bajo las
mismas condiciones, no revela sinergismo en la remocién del hidrocarburo, sin inhibir a

la microbiota el suelo.

v El co-cultivo de los hongos LPSC 436 y 735 disminuye la habilidad individual
de cada uno para remover fenantreno, tanto en condiciones axénicas como en presencia

de la microbiota nativa de un suelo.

v La aplicacidon de rastrojo de trigo a un suelo contaminado con barro FP al
10% contribuye, después de 90 dias de incubacidn, a laremocién de HT y a la generacién

de compuestos fitotdxicos por parte de la actividad de microbiota del sistema.

v" Luego de 90 dias y en presencia de la microbiota nativa, LPSC 232 es mas
eficiente en la remocién de HT de un suelo contaminado con barro FP al 10% y su

fitotoxicidad respecto a LPSC 436.

v' Apesar de la baja capacidad de remocidn y transformacién de HT de un suelo

contaminado con barro FP al 10%, la mayor actividad lacasa expresada por LPSC 436
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luego de 60 dias de tratamiento, sugiriere que este tipo de enzima puede ser un

pardmetro indicador de su habilidad competitiva frente a la microbiota del sistema.

v'  Laestrategia de inoculacién de los hongos aléctonos para la biorremediacién
de sistemas con barro FP al 25% condiciona el alcance del proceso, siendo prometedor
la aplicacién de una suspensién miceliar en adicién a un sustrato lignocelulésico en
comparacion a la utilizacién de este ultimo como un simple vehiculo de inoculacién. Esto
puede tener relacién con los niveles de actividad lacasa detectados en los sistemas de

estudio.

v" En condiciones axénicas la remocién de HA y PAH en tratamientos de
bioaumento seria producto de la actividad degradadora del sustrato lignoceluldsico y

barro FP debido a la actividad lacasa extracelular del sistema.

v' Laestimacién de biomasa de los hongos aldctonos en los sistemas con barro
FP al 25% bajo condiciones axénicas puede inferirse a través de la utilizacién de
marcadores moleculares y/o de los niveles de la actividad lacasa extracelular del
sistema. Especificamente, el marcador ITS Gram lo es para LPSC 232, mientras que el

marcador lcc1 y la actividad lacasa extracelular para LPSC 436.

v Las variaciones en la relacién entre las copias de los marcadores ITS Gram y

Icc sugieren la accién mutagénica del barro FP sobre los hongos aldctonos.

v/ Existe una respuesta diferencial en la remocion de hidrocarburos entre los
tratamientos de bioaumento frente a su interaccion con la micobiota nativa del barro,

resultando mas eficaz en presencia de LPSC 436.

v' El tratamiento combinado de oxidacidon del barro FP seguido de
bioestimulacién con rastrojo de trigo, promueve a la remocidon de HT por parte de la

microbiota, principalmente hongos nativos.

v' Eltratamiento combinado de oxidacidn del barro FP seguido de bioaumento
con LPSC 232 y LPSC 436 promueve la recuperacién de las comunidades bacterianas y

fungicas de manera diferencial.

v" Luego de 60 dias, C. rigida LPSC 232 genera cambios sobre los hidrocarburos

del barro FP, asociados a la formacion de quinonas y a la desorganizacion de los nucleos
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aromaticos. Dichos cambios se evidencian tempranamente cuando la microbiota nativa

estd presente.

v Futuros estudios con espectrofotometria FT-IR completarian el analisis sobre
los tratamientos con LPSC 436, por lo que no se puede descartar su potencial como

agente de micorremediacién en el tratamiento combinado de oxidacién del barro FP.

v La no intervencién de los microcosmos fue evidenciada durante el
tratamiento de bioestimulacidn, a través de la mayor abundancia relativa de bacterias
del phylum Chloroflexi y archaeas metanogénicas hidrogénicas, junto con

Colletotrichum sp, hongo asociado a ambientes poco oxigenados.
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Conclusiones generales




VIl Conclusiones generales

Sobre lo discutido en este trabajo de tesis, se presentan las conclusiones

generales en base a las hipdtesis planteadas:

v" Hongos saprétrofos especificos como, C. rigida LPSC 232 y G. subargentea
LPSC 436, posiblemente a través de procesos cometabdlicos, tienen capacidad para
tolerar bajo ciertas condiciones determinados PAH, incluyendo los mas complejos
disponibles en el barro FP. Estos hongos revelan respuestas diferenciales en su
metabolismo por el efecto causado por los mencionados xenobidticos, que bajo ciertas
condiciones y en presencia de hidrocarburos especificos, alteran los procesos de
glucdlisis y sintesis de acidos grasos asi como la remocion y/o mineralizacion de

compuestos téxicos.

v La estrategia de aplicacién de estos hongos con actividad lacasa y potencial
en la biorremediacion resulta clave en el alcance del bioaumento para la remocion,
detoxificacién y/o mineralizacién de los compuestos presentes en microcosmos con

barro FP al 25%.

v'  Existen interacciones entre los hongos inoculados en microcosmos
conteniendo el barro FP y su microbiota nativa, la cual es potenciada para la remediacién
de esta matriz contaminante. Especificamente, el tratamiento de bioaumento con C.
rigida LPSC 232 y G. subargentea LPSC 436 promueve la biodisponibilidad de nutrientes

y contaminantes a la microbiota a través del micelio fungico.

Sobre estas premisas se considera aceptada la hipdtesis de que C. rigida genera
cambios en la microbiota asociada a matrices contaminadas con barro de fondo de pileta

APl 'y promueve una activa degradacion de hidrocarburos.

v El tratamiento en microcosmos con el barro FP previamente expuesto a un
oxidante quimico seguido del bioaumento con hongos especificos como C. rigida LPSC
232 y G. subargentea LPSC 436, conduce a cambios en la microbiota. Bajo estas
condiciones, C. rigida LPSC 232 resulta prometedor en la degradacién oxidativa de la
matriz contaminada.
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Sobre lo anteriormente expuesto, se acepta parcialmente la hipdtesis de que e/
tratamiento con un oxidante quimico, previo a la inoculacidn con C. rigida, incrementa
la eficiencia del bioaumento.

Futuros estudios, utilizando espectrofotometria FT-IR, contribuirdn a confirmar

si los tratamientos con G. subargentea LPSC 436 son también prometedores.
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IX Anexo

Tablas

Tabla A. 1. Resumen de la normativa ambiental internacional y nacional, con enfoque a los residuos

peligrosos.

Norma Observaciones

Convencion Marco de Naciones Unidas sobre el Cambio

Ley N*24.235 Climatico Global.

Protocolo de Kioto de la Convencion Marco de las

Ley N*25.438 Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico

Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos

Ley N° 26.011 Persistentes

Convenio de Rotterdam sobre Plaguicidas y Productos

tey N° 25.278 Quimicos Peligrosos

Convenio de Basilea sobre el Control de los Movimientos

Ley N°23.922 Transfronterizos de Residuos Peligrosos.

Art. 43 Amparo Ambiental

Constitucion Art. 121 Delegacién Poder
Nacional Art. 124 Dominio Provincial Originario de los Recursos
Naturales

Establece los presupuestos minimos para una gestidn
sustentable y adecuada del ambiente, la preservacion y
proteccion de la diversidad bioldgica y la implementacién del
desarrollo sustentable. Regula: el régimen de dafio ambiental
Ley N° 25.675 colectivo, las Evaluaciones de Impacto Ambiental (EIA) para
Ley General del | establecimientos industriales y emprendimientos productivos,

Ambiente la responsabilidad colectiva ambiental, reglas ambientales
procesales, la obligacién de contratar un seguro ambiental de
cobertura, con entidad suficiente. Establece la obligacién de
recomponer en caso de daifio ambiental.
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Ley N° 25.612

Establece los presupuestos minimos de proteccion ambiental
sobre la gestion integral de residuos de origen industrial y de
actividades de servicio, que sean generados en todo el territorio
nacional, y sean derivados de procesos industriales o de
actividades de servicios. La importacién de residuos peligrosos
estd prohibida por la Constituciéon Nacional y por la LRP.

Ley N° 24.051
Ley Nacional de
Residuos
Peligrosos (LRP)

Regula la generacion, manipulacidn, transporte, tratamiento y
disposicion final de residuos peligrosos en lugares sujetos a la
jurisdiccion nacional; o cuando el residuo peligroso trascienda
las fronteras provinciales por cualquier medio. Decreto
Reglamentario 831/93. Crea el Registro Nacional de
Generadores y Operadores de Residuos Peligrosos, en el que
deberan inscribirse las personas fisicas o Juridicas responsables
de la generacidn, transporte, tratamiento y disposicién final de
residuos peligrosos (independientemente de las obligaciones
locales de cada jurisdiccidn).

Resolucion SADS
N° 897/02
modificada por la
Resolucion N°

Agrega al Anexo | de la LRP la Categoria sometida a Control Y 48,
referente a todos los materiales y/o elementos diversos
contaminados con alguno o algunos de los residuos peligrosos
identificados en el Anexo | o que presenten alguna o algunas de
las caracteristicas peligrosas enumeradas en el Anexo Il de la
LRP, cuyo destino sea o deba ser una Operacién de Eliminacion

SADS 830/08 segun el Anexo lll de la Ley.
Ley N° 22.428 Establece el régimen para el fomento de la accién privada y
Conservacion de | publica de la conservacién de los suelos. Decreto reglamentario
Suelo 681/81.

Resolucion SADS
N°97/01

Reglamento para el Manejo Sustentable de Barros Generados en
Plantas de Tratamiento de Efluentes Liquidos.

Resolucion SADS
N°231/93.

Fija como LIMITE DE CARGA CONTAMINANTE PONDERADA
TOTAL (LCPT) al que se refieren los art. 42 y 52 del Decreto N°
674/89 el valor de 1.500

Resolucion
MPFIPyS
N° 266/08

Crea el Registro de Universidades Nacionales para realizacion de
auditorias técnicas, ambientales y de seguridad en areas de
almacenaje, plantas de procesamiento, de fraccionamiento y
almacenamiento, refinerias, tanques de almacenaje y no
subterrdneos, cisternas para transporte de hidrocarburos y sus
derivados.
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Tabla A. 2. Datos de concentracion y calidad de ADN extraido a partir de muestras de los microcosmos

FP y FP+PSA no estériles.
Tratamiento Tiempo  Concentracion ., /2280
(dias) ADN (ng/ul)
0 9,7 1,81
Control 30 14,1 1,73
60 204 1,70
FPNE
LPSC 232 30 25 1,77
60 13,7 1,80
LPSC 436 30 28,1 1,70
60 23,9 1,70
0 0,4 3,07
Control 30 1,4 1,6
60 3,4 1,72
PSANE LPSC 232 30 31 1,8
60 0,9 1,00
LPSC 436 30 3,8 1,54
60 1,7 2,13

Tabla A. 3. Datos de secuenciacion del gen 16S rARN (Bacteria y Archaea) y diversidad alfa.

_ Tiempo OTUS indice de Inversa
Tratamiento (dias) obs Good Chaol Shannon . de

(%) Simpson

0 356 96 448 6,08 1,04

Control 30 400 95 509 6,29 1,03

60 342 97 388 6,50 1,03

FPNE LPSC 232 30 420 96 491 6,71 1,02

60 391 97 448 6,32 1,03

LPSC 436 30 408 98 502 6,81 1,02

60 394 97 490 6,43 1,03

0 280 98 393 3,35 1,47

Control 30 258 98 377 3,85 1,17

60 237 97 374 3,69 1,21

PSANE LPSC 232 30 225 98 407 2,72 1,71

60 218 98 378 3,21 1,38

LPSC 436 30 239 98 344 3,82 1,23

60 224 97 322 3,94 1,17
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Tabla A. 4. Datos de secuenciacion del gen 18S rARN (Fungi) y alfa diversidad.

Inversa
Tiempo OTUs Indice de de
Tratamiento (dias) observado Good (%) Chaol Shannon Simpson
0 134 98,30 157,50 3,30 1,10
Control 30 175 95,20 320,68 2,45 1,31
60 240 95,30 310,43 3,31 1,12
FPNE LPSC232 30 163 95,60 349,36 1,68 2,23
60 213 93,60 483,19 3,21 1,11
LPSC 436 30 164 96,00 269,13 2,03 1,68
60 159 95,90 282,50 2,26 1,43
0 88 97,70 182,27 1,02 3,28
Control 30 227 95,00 357,40 3,19 1,21
60 212 95,30 345,03 3,07 1,20
PSANE LPSC 232 30 94 98,60 110,88 1,07 3,42
60 211 96,20 278,00 3,09 1,22
LPSC 436 30 205 95,80 323,00 2,63 1,41
60 229 95,50 321,00 3,53 1,12
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Figura A. 1. Curvas de rarefaccion correspondiente a la secuenciacién del gen 16S rARN (A) y 18S rARN

(B) del barro FP oxidado (rojo) y sin oxidar (azul).
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Figura A. 2. Cuantificacion del gen ITS Gram por qPCR. Curvas de amplificacion para las diluciones (-4 a -
7) del plasmido (A) y muestras de cultivos puros de LPSC 232 (naranjas) y LPSC 436 (violetas)(B). Curvas de
melting para los patrones (C) y las muestras (D). Curva estandar con una eficiencia de 1,26. Tamafio del

amplicon 250pb.
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Figura A. 3. Cuantificacion del gen Icc1 por qPCR para C. rigida LPSC 232. Curvas de amplificacion para
las diluciones (-3 a -8) del producto de PCR (A), muestras de cultivos puros de LPSC 232 'y de microcosmos
FP y FP+PSA inoculados con LPSC 232 en condiciones axénicas (naranjas). (B). Curvas de melting de los
patrones (C) y las muestras (D). Curva estdndar con una eficiencia de 1,09. Tamafio del amplicon de PCR

123pb.
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Figura A. 4. Cuantificacion del gen Icc1 por gPCR para G. subargentea LPSC 436. Curvas de amplificacion
para las diluciones (-3 a -8) del producto de PCR (A) y muestras de cultivos puros de LPSC 436 (violetas)(B).
Curvas de melting para los patrones (C) y las muestras (D). Curva estdndar con una eficiencia de 1,27.

Tamafio del amplicon de PCR 236pb.
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Figura A. 5 A. Cuantificacion del gen 16S rARN por qPCR. Curvas de amplificacion para las diluciones (-3
a -6) del plasmido 16S rARN (A) y de muestras de los microcosmos FPNE y FP+PSANE a los 60 dias (B).

Curvas de melting de los patrones (C) y las muestras (D). Curva estdndar con una eficiencia de 0,95.
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Figura A. 6. Curvas de rarefaccion normalizadas correspondientes a las secuencias del gen 16S rARN de
los tratamientos en condiciones no estériles. En el eje X se representa el numero total de secuencias
obtenidas para cada microcosmos, mientras que en el eje Y el numero de secuencias observadas (OTUs)

en cada uno de ellos.

NiUmero de OTU observadas

Secuencia por muestra

Figura A. 7. Curvas de rarefaccion normalizadas correspondientes a las secuencias 18S rARN de los
tratamientos en condiciones no estériles. En el eje X se representa el numero total de secuencias
obtenidas para cada microcosmos, mientras que en el eje Y el numero de secuencias observadas (OTUs)

en cada uno de ellos
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