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RESUMEN

Los herbicidas s-triazinas como la simazina son ampliamente empleados para el
control de malezas en zonas agricolas y forestales. Son compuestos tdxicos de elevada
persistencia en el ambiente y su deteccion en aguas superficiales y subterraneas es una
problematica ambiental global. En Chile, cultivos de importancia econdmica son tratados con
simazina. Los microorganismos de suelo desempefian una funcion crucial, en la
biodegradacion de compuestos xenobiéticos. La bioaumentacion es una estrategia
biotecnoldgica atractiva en la descontaminacion de ambientes por ser una técnica de
aplicacion in situ y de menor costo e impacto ambiental. En esta tesis se postuld que la
bioaumentacion con la bacteria degradadora de s-triazinas Pseudomonas sp. MHP41
incrementa la degradacion de simazina en suelos agricolas contaminados y que las
comunidades microbianas de los suelos agricolas de la region de Valparaiso, experimentan
cambios en su estructura en respuesta a la bioaumentacién y exposicion al herbicida
simazina.

Los estudios se llevaron a cabo en dos tipos de suelo agricola de la region de
Valparaiso, que diferian principalmente en su textura, contenido de materia organica e
historial de aplicacion de simazina en suelo. Se determinaron los coeficientes de adsorcion y
valores de entalpia de adsorcion de la simazina. Se estudio el efecto de la bioaumentacién
con la cepa MHP41 en microcosmos de suelo y a escala de campo. La cepa MHP41 se
adicion6 inmovilizada en alginato. La atenuacién de simazina se cuantificé por HPLC y se
estimé la actividad catabdlica de degradadores de simazina (ACDS) mediante nimero mas
probable. Asimismo, el andlisis de comunidades microbianas mediante técnicas moleculares
cultivo-independiente (librerias de genes, T-RFLP y FISH) permitié caracterizar la diversidad
nativa de los suelos y las variaciones en su estructura en respuesta a la bioaumentacion.

Los resultados indicaron que la simazina se adsorbe moderadamente a los suelos
estudiados principalmente por interacciones de la materia organica y la arcilla. Este proceso
es reversible, y por lo tanto, la simazina esta disponible para la biodegradaciéon. En
microcosmos de suelos sin historial de aplicacion de simazina la bioaumentacion incrementd
la remocion de simazina y la ACDS respecto a los controles. En suelos con historial de
aplicacion de simazina se observo atenuacién natural de simazina. Sin embargo, la
inoculaciéon con la cepa MHP41 redujo el tiempo de vida media del compuesto y aumento la
ACDS. La atenuacion natural fue el principal mecanismo de remocion de simazina a escala
de campo. Se demostré la gran diversidad bacteriana de los suelos agricolas estudiados.
Asimismo, se detectaron miembros activos del dominio Archaea en estos suelos. La
bioaumentacion con la cepa MHP41 promovié cambios en la estructura de las comunidades
microbianas. Dichas variaciones se determinaron a nivel de la composicién y la abundancia
relativa de grupos filogenéticos especificos como Alphaproteobaterias, Acidobacterias y
Planctomycetes.

La integracién de técnicas de microbiologia clasica y metodologias de biologia
molecular cultivo-independiente es fundamental para la comprensiéon del catabolismo de
compuestos xenobiodticos en ambientes complejos. El trabajo llevado a cabo en esta tesis
contribuye al desarrollo de biotecnologias que integren criterios ambientales y a resolver la
problematica que representa el manejo de residuos de herbicidas.
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ABSTRACT

Simazine is an s-triazine herbicide widely used for the control of weeds and annual
grasses in agriculture, forestry and non-crop lands. These compounds are toxic and
persistent in the environment. Their detection in drinking and sub-surface water is increasing
of environmental and health concern. In Chile, there are no restrictions for s-triazine usage in
agriculture. Soil microbiota is involved in the degradation of these contaminants.
Bioaugmentation is a promising and attractive biotechnology for clean-up of contaminated
sites due to of their in situ application and low cost.

The hypothesis of this research postulated that bioaugmentation with the simazine-
degrading bacterium, Pseudomonas sp. MHP41, increase the simazine attenuation in
agricultural soil and, bioaugmentation and simazine amendments promote changes in the
microbial community structure of agricultural soil.

For this study, two agricultural soils were selected from Valparaiso, central Chile. The
main differences between both soils were the texture, the organic matter content and history
of simazine application. Sorption coefficient and enthalpy values were determined to describe
simazine retention and availability in agricultural soil. Microcosm and small field-scale
experiment were performed to evaluate the capability of bioaugmentation strategies and the
native soil microbiota for simazine removal. For soil bioaugmentation the strain MHP41 was
added as an immobilized inoculum. Simazine removal was quantified in soil by HPLC and
simazine degrading-catabolic activities (ACDS) was determined by a Most Probable Number
method. In addition, cultivation-independent methods (clone libraries, T-RFLP and FISH)
were performed to analyse soil diversity and to study the microbial community changes during
bioaugmentation processes.

The results showed that simazine sorption to soil matrix was moderate, suggesting
that simazine adsorption is mainly governed by simazine-organic matter and simazine-clay
interactions. Microcosm results demonstrated that bioaugmentation strongly increased
simazine removal and ACDS in soils without history of simazine application. In soil with
history of simazine application natural attenuation was observed. However, the inoculation of
strain MHP41 reduces the simazine half life and increase ACDS. In field, natural attenuation
was the main process governing the simazine removal. A high microbial diversity was
observed in the studied agricultural soil and Achaea was detected in agricultural soil. During
bioaugmentation with strain MHP41, microbial community changes were observed.
Bioaugmentation promote changes in the microbial structure and the relative abundances of
specific phylogenetic groups, such as Alphaproteobateria, Acidobacteria and
Planctomycetes.

In conclusion, the combination of traditional microbiology techniques and modern
culture-independent approaches are useful to understand the catabolism of toxic compounds
in complex environments. This research contributes to the development of novel
biotechnologies for the clean-up of contaminated soils.
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I. INTRODUCCION

1. Plaguicidas y agricultura moderna

En la actualidad no es posible desarrollar una agricultura con altos rendimientos sin la
utilizacion de medidas de proteccion de plantas, entre las cuales los plaguicidas quimicos o
‘agroquimicos” siguen teniendo una participaciéon significativa. Pero los enfoques han
cambiado considerablemente. El comienzo de los plaguicidas favorecié al incremento de la
produccion alimentaria y contribuy6é a la salud humana a través del control de malezas,
insectos y agentes patogenos vectores de enfermedades. Hoy se concibe el uso de los
plaguicidas enmarcado dentro de un manejo integrado de plagas, enfermedades y malezas,
lo que obliga a conocer profundamente las propiedades de estos compuestos, sus residuos

en los cultivos y en el medio, asi como sus aspectos toxicologicos.

Los plaguicidas se definen como “cualquier sustancia quimica, preparacién u
organismo usados para destruir, mitigar o controlar plagas”. Los plaguicidas principalmente
utilizados con fines agricolas, control de hierbas en caminos y vias férreas u otros propésitos
tales como el control de enfermedades en la salud publica. El origen de algunos de los
actuales meétodos de lucha contra las plagas se remonta hasta hace dos mil afios (Fig. 1).
Sin embargo, el empleo sistematico de plaguicidas en la agricultura se inicié hace algo mas
de cien afios y su consumo ha ido aumentando. Actualmente la produccion mundial es de
unos diez millones de toneladas, y la mayor produccién mundial se concentra en Europa y
EE.UU (FAO Statistical Database).

Los plaguicidas poseen caracteristicas contaminantes que dependen principalmente
de sus propiedades toxicas, las cuales se definen por la concentracién de éste en un
momento dado en el ambiente y la sensibilidad de los organismos vivos afectados. Segun su
naturaleza quimica, los plaguicidas pueden clasificarse en inorganicos y organicos. Los
primeros no plantean, en general, una problematica importante desde el punto de vista de su
toxicidad y evolucion en el suelo. Por el contrario los plaguicidas organicos son el grupo mas

amplio de componentes quimicos potencialmente téxicos que se han introducido
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voluntariamente al medio ambiente, e incluyen amplia gama de productos que van desde
insecticidas, herbicidas y fungicidas, entre otros. En general, de la cantidad total de
plaguicida aplicada, la proporciéon que toma contacto directo con el objetivo es solo un
porcentaje minimo, por lo que es probable encontrar especies, comunidades o ecosistemas

completos con efectos colaterales indeseables.

-. "

Figura 1. Creacién artistica que ilustra la aplicacion de plaguicidas en la antigiiedad. (Fuente:

Sanchez Martin y Sanchez Camazano, 1984).

1.1. Plaguicidas como contaminantes en el medio ambiente

Una vez introducidos los plaguicidas en el medio ambiente, y como consecuencia de
la cantidad empleada, su amplio espectro de aplicacion y sus propiedades fisicoquimicas,

estan sujetos a una serie de procesos de conversién y transporte, por lo que se encuentran



en todos los compartimientos del medio ambiente, tales como sedimentos, aguas
superficiales y subterraneas, atmosfera y suelos. El transporte global de estas sustancias, ha
sido demostrado por su presencia en alimentos, aguas, suelos, fluidos bioldgicos, etc. (Dean
et al., 1996, Ahmed, 2001; Barr y Needham, 2002; Berrada et al., 2003) y en lugares tan
remotos como la Antartida o el Artico y en el aire de océanos del mundo (Barriuso, 2000). Se
han informado cifras tan impactantes, como que se calcula que anualmente se consume mas

de medio kilo de pesticida por persona (Coscolla, 1993).

La contaminacion por agroquimicos impacta las diferentes matrices del medio
ambiente. La contaminacion del aire por quimicos volatiles que se puede dispersar
facilimente por el viento u otros elementos climaticos. La contaminacion del suelo que si bien
es localizada, actia como reservorio y es un sistema mucho mas complejo y dificil de
recuperar. La contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas, fuentes vitales para
el planeta, es importante ya que conlleva un proceso de reversibilidad muy lento y

usualmente de expansion rapida y masiva.

La toxicidad de estos compuestos presenta varios aspectos: peligrosidad en su
fabricacion y formulacion, peligrosidad para el agricultor que entra en contacto con ellos,
peligrosidad ecolégica asociada a desequilibrios en el medio ambiente y peligrosidad para el
consumidor. A pesar de todos los inconvenientes que plantean, dificimente se puede

prescindir de su uso en el estado actual de desarrollo de nuestra agricultura.

1.2. Herbicidas s-triazinas, una clase de plaguicidas organoclorados

Los herbicidas, que constituyen una importante clase de plaguicidas, son aplicados al
suelo para el control de malezas (Curran, 1998) y su uso se ha extendido de manera
considerable. En los paises en desarrollo, el empleo de estos pesticidas representan
alrededor de un cuarto del consumo mundial de herbicidas (FAO, 2004).

Durante la década del 1950 los herbicidas organoclorados del tipo s-triazina fueron
desarrollados para la actividad agricola siendo exitosamente aceptados en el mercado

mundial. Actualmente son considerados uno los herbicidas mas empleados en el mundo
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(Gebendinger et al., 1998, Graymore et al., 2001, Barra Caracciolo et al., 2005). La familia de
los herbicidas s-triazinas son derivados heterociclicos del nitrégeno (Fig. 2) e incluyen una
amplia gama de congéneres como: atrazina, simazina, cianazina, propazina, terbutilazina,
entre muchos otros compuestos, las cuales difieren entre si por la sustitucion y posicion de

los radicales alrededor de un anillo (Fig.2).

Los herbicidas triazinicos son moléculas de baja solubilidad y han sido catalogados
como relativamente persistentes en el ambiente debido a su alta masa molecular, su
tendencia a formar iones y la presencia de grupos quimicos que incrementan la afinidad de
la molécula por la superficie del suelo (Curran, 1998; Santiago-Mora et al., 2005;
Gunasekara, 2007). Por ejemplo, para simazina se han documentado tiempos de vida media
en el suelo que varian de semanas a meses, dependiendo de las caracteristicas del suelo y
del numero de aplicaciones (Santiago-Mora et al., 2005). Estudios revelan presencia de
simazina en el suelo 4 afios después de la ultima aplicacion (Cogger et al., 1998). Ademas
este compuesto presenta otra caracteristica adversa como su movilidad hacia las capas

acuiferas subterraneas (Gunasekara, 2007; Cox et al., 2000; Troiano et al., 2001).

o,
J DS

N
SUSTITUYENTES o

R1 R R3 s-Triazina

Cl NHC2Hs NHCH(CHa)2 Atrazina

OH NHC2Hs NHCH(CHs)2 Hidroxyatrazina

CL NHCzHs NHC2Hs Simazina

CL NHCH(CHz)2 NHCH(CHa)2 Propazina

CL NHC2Hs NHCH(CHs)3 Terbutilazina

OH OH OH Acido ciantirico

F NHC2Hs NHCH(CHs)2 Fluoro atrazina
SCHs NHCH(CHs)2 NHCH(CHs)2 Prometrina

Figura 2. Estructura quimica de los herbicidas s-triazinas y sus congéneres.



Los herbicidas s-triazinas son empleados para el control de malezas en zonas
agricolas y forestales, como asi también en suelos no cultivables: vias ferroviarias,
autopistas, etc. (Ying et al., 2005, ANASAC, 2007). Se aplican como herbicidas pre- y post
emergentes. Son incorporadas a través de las raices de las plantas actuando a nivel del
transporte fotosintético de los electrones, inhibiendo la actividad del fotosistema Il de los
vegetales, provocando el amarillamiento y muerte de la planta (Wackett et al, 2001,
Ralebisto et al., 2002, Gunasekara et al., 2007). Debido a su bajo grado de especificidad,
resultan ser compuestos téxicos para numerosas especies vegetales, permitiendo el control
de una amplia variedad de malezas en cultivos de gran importancia econémica mundial

como maiz, esparragos, citricos, paltas, etc.

1.2.1 Problematica del empleo de herbicidas.

Las estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, Statistical Database), realizadas durante los comienzos del siglo XXI
revelan que el consumo de herbicidas tanto en la Union Europea (UE) como en América es
elevado. De acuerdo a dichas estadisticas, los paises pertenecientes a la UE registran un
consumo de 1,4 millones de toneladas de herbicidas entre 1990 y 2000. Las mayores
proporciones de utilizacion de herbicidas estan en manos de Francia (25%), Gran Bretana
(17%), ltalia (14%) y Alemania (12%), (FAO, Statistical Database). En la UE los herbicidas
detectados con mayor frecuencia en suelos agricolas son: s-triazinas (66%),
organofosforados (56%) y organoclorados (38%) (Garrido et al, 1998). En los paises del
este de Europa el 85% de los suelos cultivables son tratados con herbicidas al menos una
vez al afio (Engelen et al, 1998). Durante la misma década, Estados Unidos se posiciona
como el primer consumidor mundial de herbicidas, con un consumo total de 1,6 millones de
toneladas de herbicidas. En los paises de América del Sur la utilizacién total de herbicidas
entre 1990 y 2000 asciende a 670.000 toneladas, donde Brasil (34%), Argentina (30%) y
Colombia (17%) representan los mayores niveles de consumo, mientras que Chile tiene una
participacién activa del 7% en Sudamérica (FAO, Statistical Database). En Chile, los
herbicidas representan el mayor porcentaje (35%) del total de las importaciones de
plaguicida durante el afio 2006 (Servicio Agricola Ganadero (SAG), Tabla 1).



Tabla 1. Volumen de plaguicidas importados segtin clase de uso, expresado en kg/L y %
durante el afio 2006. Fuente: Servicio Agricola Ganadero (SAG).

N° SERIE _ -
Serle 1.000 Insecticidas, Rodenticidas, Nematicidas v

oS 4.653.122,21 24, 74%

Serle 2.000 Funglcidas y Bactericidas 5.286.678,80 28,10%

Serle 3.000 Herbicidas £.662.823,03 3542%

Serie 4.000 Miscelaneos 2.208.301,76 11,74%

No Clasificados 278,04 0,001%
EVCHTAE - o e e Sl e ] LS AT pomRAT T bo,0006,

1.2.2 Empleo de s-triazinas en Chile.

Los cultivos agricolas de mayor importancia en Chile son tratados con herbicidas pre-
emergentes del tipo s-triazinas tales como la atrazina o la simazina, con un consumo de 181
toneladas y 160 toneladas, respectivamente, durante el afio 2004 (SAG, 2004). El 90% del
total de simazina se aplica en plantaciones forestales de pino y eucaliptus (Cooman et al.,
2004). El resto se aplica en predios de produccién de manzanos, esparragos, moras, maiz,
paltos, citricos y vifiedos. Por ejemplo, la produccién de palta es uno de los rubros fruticolas
que mayor desarrollo ha presentado en la ultima década y es la tercera en importancia
después de la vid de mesa y manzano segun los ultimos catastros fruticolas realizados por el
Centro de Informacion de Recursos Naturales (CIREN) y en colaboracién de la Oficina de
Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA) durante el 2004 (CIREN, 2004). EI CIREN, informé
del aumento superior al 80% en los ultimos 10 afos en las plantaciones de palta a nivel
nacional, registrando un total de aproximadamente 26.731 ha con este cultivo en el pais. El
mayor porcentaje de las plantaciones de paltos se ubica en la V Regién, con una
participacion nacional de 56% (Gil, 2006). Esto demuestra el consecuente incremento en el
uso de herbicidas clorados necesario para mantener una alta productividad en suelos

agricolas de la V Region.

En nuestro pais, el Servicio Agricola Ganadero (SAG) es la entidad responsable de

controlar el empleo de agroquimicos y el no uso de productos prohibidos. Conscientes de la
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problematica, actualmente en Chile se ha establecido el no uso de mas de 10 agroguimicos
(Tabla 2). No obstante, atrazina o simazina no se encuentran entre las prohibiciones y
restricciones. Numerosos paises ya han normado y/o restringido su empleo [EU, 2004; EPA,
2007]. El empleo de herbicidas clorados y especificamente de s-triazinas es aun poco
fiscalizado y es prioritario en Chile, adoptar las medidas adecuadas para garantizar al
usuario que los productos que puede adquirir en el mercado son suficientemente seguros

para la salud y el ambiente.

Tabla 2. Listado de plaguicidas de uso domestico prohibidos y restringidos en Chile por el SAG
en el afio 2003.

RESTRICCIONES Y PROHIBICIONES AL USO DE PLAGUICIDAS DE USO DOMESTICO.
SAG, Ao 2003

PROHIBICIONES

PRODUCTO ANO
- Monofluoracetato de Sodio o compuesto 1080 1982
- DDT. 1984
- Dibromuro de Etileno 1985
- Dieldrim, Endrin, Heptocloro y Clorddn 1987
- Aldrin 1988
- Daminozide 1989
- Sales orgénicas o inorganicas de mercurio 1993
Mevintos 1994
- 2,4,5-T, Clodimeform, Toxafeno o Canfeclor 1998
- Lindano, uso agricola 1998
- Paration Etilo y Metilo 1999
- Pentaclorobenceno 1999
- Restringe Paraquat 2001
- Hexaclorobenceno 2002
- Mirex 2002

RESTRICCIONES

- Nivel maximo de residuos de clorados en empastado 1986
- Paraquat 2001

Fuente: Servicio Agricola Ganadero



1.2.3. Toxicidad e impacto ambiental de herbicidas s-triazinas

El uso excesivo de s-triazinas y otros herbicidas en la agricultura, derrames
accidentales, lavado inadecuado de tangques contenedores, filtraciones en los depositos de
almacenamientos y residuos descargados en el suelo han provocado que se conviertan en
un grave problema ambiental, con riesgo para los sistemas biéticos y abidticos y
representando un claro peligro para la salud publica (Sanborn et al., 2002). Numerosos
estudios de laboratorio y de campo han revelado el impacto biolégico de la contaminacién
con atrazina, y su efecto sobre los anfibios (Kosanke et al., 1988; Hayes et al., 2003) y
mamiferos (Graymore et al., 2002; Biradar et al., 1995). Ademas, producen efectos adversos
sobre la salud humana actuando como disruptores endocrinos y posibles carcinégeno
humano clase C (FIFRA, 2000; Birnbaum and Fenton, 2003; Hayes et al., 2006; Fan et al.,
2007).

Estudios de la European Environmental Agency (EEA) sobre la contaminacion de
aguas continentales indican que los plaguicidas mas frecuentemente encontrados en aguas
subterraneas son atrazina y simazina, y sus metabolitos. Se han detectado niveles que
exceden los maximos permitidos en regiones como Eslovenia, Austria, Alemania, Francia y
el Reino Unido (EEA, 1998). En Estados Unidos se han realizado exhaustivos catastros de
presencia de s-triazinas. Atrazina ha sido la mas comunmente detectada en niveles que
exceden los permitidos en aguas subterraneas (Gunasekara et al, 2007) y en aguas
superficiales (Battaglin et al., 1999). Estudios de deteccion de s-triazinas y sus metabolitos
realizados por Troiano indican ique simazina es mas frecuentemente detectado que atrazina
en aguas subterraneas de California (EPA California, 2001, Troiano, 2002, Barra Caracciolo
et al., 2005). En Australia, simazina y atrazina, también pertenecen a la lista de los pesticidas

mas comunmente detectados en aguas subterraneas y superficiales (Ying ef al., 2004).

En Chile, a pesar de las altas tasas de aplicacion de herbicidas s-triazinas no existen
suficientes estudios sobre la presencia de estos compuestos en el medio ambiente. Un
estudio sobre la dinamica de simazina en suelos de vifiedos en la Region de Valparaiso
determiné que simazina puede lixiviar hasta 90 cm de profundidad bajo las condiciones
climaticas imperantes y las caracteristicas del suelo (Alister et al, 2005). Analisis de
toxicidad en el rio Chillan, Region del Biobio, documentan que atrazina es el Unico pesticida



presente en concentraciones sobre el nivel de toxicidad para Daphnia sp. (Cooman et al.,
2004).

Dado el impacto de los herbicidas s-triazina y de sus metabolitos en la salud humana
y el medioambiente, se han establecido diferentes marcos regulatorios para controlar la
aplicaciéon y comercializacion de esta clase de herbicidas. En las naciones pertenecientes a
la Unién Europea desde el afio 2007 atrazina y simazina deben ser retiradas del mercado
(PAN Europe, 2006). En EEUU la EPA ha establecido que el nivel maximo de contaminante
(NMC) en agua potable para atrazina es 3 ug/L y para simazina 4 ug/L. En Canada, la
Canadian Water Quality Guidelines restringe la concentracion de atrazina y simazina en
agua potable a 5 pg/L y 10 ug/L, respectivamente (Federal-Provincial-Territorial Comité on
Drinking Water, 2006). En Australia la restriccion es de 13 ug/L desde el afio 2001 (Vancov
et al, 2005). Asimismo, la South African Water Quality Guidelines desde el afio 1996
restringe la concentracion de atrazina en agua potable a 2 ug/L (Ralebisto et al., 2002). En
Chile, la Norma de Calidad para la Proteccion de Aguas Continentales Superficiales
establece como maximos niveles permitidos para atrazina 60 pg/L y para simazina 50 pg/L
(Decreto N° 87/01). La Norma Chilena para Agua Potable no establece niveles maximos para
herbicidas s-triazinas (NCh 409/1. Of. 2005).

1.3. Comportamiento de los herbicidas en los suelos y procesos que determinan su dinamica

La presencia de los herbicidas en el suelo se produce por diversas vias que se
encuentran representadas en la Figura 3. Las vias principales por las que los herbicidas
llegan al suelo son su aplicacién directa (1), ya sea cuando se aplican a las partes aéreas de
las plantas o a la superficie del suelo (2). Como gran parte del herbicida aplicado no alcanza
el objetivo deseado, que es la planta, este se deposita sobre la superficie del suelo. También
puede producirse por escorrentia por el agua o el viento del herbicida que se ha depositado
sobre la planta (3) asi como por arrastre de restos suspendidos en la atmésfera por la lluvia
o el viento (4). En menor proporcion, los herbicidas pueden llegar al suelo a través de restos

vegetales desprendidos o que quedan en el suelo al cosechar (5).



Esto obliga a prestar una atencion especial a la dinamica de los herbicidas en el suelo
y su transito hacia las aguas. En el suelo la dinamica de los herbicidas esta compuesta por

una serie de procesos los cuales determinan su disposicion final (Fig. 4).

PLAGUICIDA

Figura 3. Principales causas de la presencia de los plaguicidas (herbicidas) en el suelo. Las vias
principales por las que los herbicidas llegan al suelo son: (1) su aplicacion directa, (2) cuando se
aplican a la superficie del suelo, (3) escorrentia por el agua o el viento, (4) arrastre de restos
suspendidos en la atmésfera por la lluvia o el viento y (5) a través de restos vegetales.

Dichos procesos son:

o Descomposicion quimica. En el suelo ocurren diferentes reacciones quimicas que
pueden conducir a la inactivacion total del herbicida: oxidacién, reduccion, hidrolisis e
hidratacion, ruptura de anillos, hidroxilacién, desalquilacion, etc.

o Descomposicion fotoquimica. En la superficie del suelo la absorcidén de radiacion
ultravioleta aumenta el nivel de energia de la molécula del herbicida, provocando
alteraciones estructurales de la misma. _
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o Volatilizacién. Es la tendencia que exhibe la molécula de herbicida para volatilizarse
dependiendo de su presiéon de vapor, del estado fisico en que se encuentre y de la
temperatura ambiente.

o Movimiento. El transporte de un herbicida en el suelo, por disolucion o arrastre
mecanico ocurre bajo la influencia del agua. El grado de lixiviacion depende de las
propiedades fisicoquimicas del suelo, solubilidad del producto, frecuencia e
intensidad de la lluvia, etc.

o Adsorcion mediada por plantas. La mayoria de los herbicidas adicionados al suelo
son facilmente adsorbidos por las raices, tallos emergentes y otros o6rganos
subterraneos como consecuencia de los procesos metabdlicos de las plantas.

o Adsorcion a los coloides del suelo. El fenémeno de la adsorcion esta influenciado
por la capacidad de intercambio ionico entre los coloides de la solucién y el herbicida.

o Biodegradaciéon microbiana. La accién de los microorganismos del suelo sobre los
herbicidas es probablemente uno de los mecanismos de descomposicion mas
importante (Radosevich et al.,, 1995; Gebendinger et al, 1998, Newcombe et al,
1999; Margesin and Shinner, 2001).

Todos los procesos estan interrelacionados, por lo que un conocimiento global y
simultaneo de todos ellos resulta fundamental a la hora de predecir el comportamiento del
herbicida en el medio ambiente, y junto a ello, disefiar estrategias para obtener el
comportamiento deseado del compuesto, es decir, una maxima eficacia del herbicida y un

minimo impacto ambiental.

Actualmente se reconoce que el mecanismo predominante de disipacion de
plaguicidas en el suelo es la microbiota nativa (Margesin and Shinner, 2001; Wackett y
Hershberger, 2001), la cual se ve principalmente afectada por las propiedades fisicas y
quimicas del mismo (pH, materia organica, humedad, etc), la frecuencia y cantidad de

aplicacion, tipo de cosecha y la presencia de otros plaguicidas.

Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, entre otros microorganismos, poseen la
capacidad de metabolizar herbicidas del tipo s-triazinas. En el caso particular de herbicidas
s-triazina, el anillo puede presentar diferentes sustituyentes, tales como halégenos,
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metiltioésteres o N-alquilos (Fig. 2), los que a su vez pueden dificultar la degradacién
mediada por microorganismos de los diferentes congéneres (Wackett et al., 2002).

aplicacion
| 090
. Degradacionen - =~
. vegetacion - - \

%’ ﬁ volatilizacion,
absorcion =
?:‘;jf.,

fotolisis

E‘-.’":II adacion escorrentia
MICROBIANA
SUELO " adsorcion
- > O\

= R
L

= )
Transformacion - souble
Quimica

Lixiviacion AGUA SUPERFICIAL

Figura 4. Procesos que determinan la dinamica de los plaguicidas en el suelo. Distribuidos por la
superficie del suelo, la degradacion de los herbicidas depende de varios procesos biéticos y abidticos,
tales como la hidrolisis, la fotolisis y la transformacion por las raices de las plantas y los
microorganismos del suelo. . '

2. Biodegradacion s-triazinas: aislamiento y caracterizacion de bacterias degradadoras

En la década del 80, Cook y colaboradores aislaron bacterias capaces de crecer en
acido cianurico (intermediario de la via de degradacion de las s-triazinas) pero ninguna de
ellas fue capaz de crecer en atrazina como Unica fuente de nitrogeno (Cook and Hutter 1981,
1984; Cook et al., 1984,1985). En la década de los 90, se aislaron una amplia variedad de
cepas bacterianas con potencial capacidad de metabolizar la atrazina, pertenecientes a
diferentes géneros: Pseudomonas, Rhizobium, Acinetobacter, Cupriavidus, Nocardiodes y
Agrobacterium entre otros (Mirgain et al., 1993; Assaf et al., 1994; Radosevich et al., 1995;
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Bouquard et al.,, 1997; Struthers et al, 1998; Topp et al, 2001a). No obstante, muy pocas
fueron capaces de mineralizar completamente este herbicida. En 1994 Yanze-Kontchou y
colaboradores describieron que Pseudomonas sp. cepa YAYAB es capaz de emplear
atrazina como unica fuente de carbono, y de degradar simazina. En el afio 1995
Mandelbaum y colaboradores aislaron Pseudomonas sp. ADP, una bacteria capaz de
mineralizar atrazina hasta CO; y NH; cuando atrazina cuando esta presente como Unica
fuente de nitrégeno. Con el trascurso de los afios, esta cepa se ha convertido en la bacteria
modelo para la degradacion de compuestos s-triazinas y en ella se ha descrito un plasmido
catabdlico (pADP-1) que contiene todos los genes atz que codifican las enzimas de la ruta
catabolica superior (atz ABC) e inferior (atz DEF) de estos compuestos (Martinez et al.,
2001; De Souza et al., 1998a; Strong et al., 2002), (Fig. 5).

atzF
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Figura 5. Cepa modelo de la degradacion de compuestos s-triazinas Pseudomonas sp. ADP. A)
Cultivo en placa de Pseudomonas sp. ADP en medio minimo con atrazina como Unica fuente de
nitrogeno. Se visualiza el halo de degradacion de atrazina (zona de transparencia alrededor de la
colonia), adaptado de Mandelbaum ef al, 1995. C) Mapa fisico del plasmido pADP-1, que codifica
para los genes atz, responsables de la degradacion de atrazina, adaptado de Wackett et al., 2002.

En la ultima década, el aislamiento y la identificacion de. diversas bacterias
degradadoras de s-triazinas, dejan al descubierto las capacidades catabolicas de nuevas
bacterias capaces de mineralizar dichos herbicidas y de ser utilizadas en procesos de
biorremediacion de suelos. Topp Yy colaboradores (2000b), demostraron que
Pseudaminobacter sp. C147 y C195 son capaces de mineralizar atrazina, y que Nocardiodes
sp. C190 degrada atrazina y simazina. Rousseaux et al, (2001) aislaron de suelos de
Francia Chelatobacter heintzii Cit1, que puede mineralizar atrazina. Strong y colaboradores
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(2000) aislaron Arthrobacter aurescens TC1 que emplea atrazina como Unica fuente de

carbono y nitrégeno, y simazina como unica fuente de nitrégeno.

En este contexto, el laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental
de la UTFSM se ha focalizado en la problematica que representa la biorremediacion de
suelos tratados con herbicidas clorados. Nuestro grupo de investigacién ha aislado una
amplia variedad de bacterias nativas de suelos agricolas del Valle del Aconcagua, Region de
Valparaiso (Hernandez et al., 2008a, 2008b). La caracterizacion fisiologica y genética de las
cepas permitid seleccionar biocatalizadores de herbicidas del tipo s-triazinas, para
estrategias de biorremediacion. Hernandez et al, (2008c) describieron el aislamiento y
caracterizacion de la cepa bacteriana Pseudomonas sp. MHP41, que muestra una elevada
tasa de degradacion de simazina cuando es cultivada en medios minimos con simazina
como unica fuente de nitrogeno. Asimismo, esta bacteria posee todos los genes atz de las

vias catabdlicas de s-triazinas (Fig. 6).

2.1. Ruta catabdlica de los herbicidas s-triazinas

Pseudomonas sp. ADP se ha convertido en la cepa referencial para estudios de
biodegradacion de s-triazinas, y sus vias de degradacién de atrazina y simazina han sido
completamente descritas. La ruta superior, que es codificada por los genes atzA (de Souza
et al., 1996), atzB (Boundy-Mills et al., 1997) y atzC (Sadowsky et al., 1998), catabolizan la
atrazina hasta acido cianurico. Las enzimas acido ciandrico aminohidrolasa, biuret
amidohidrolasa y ureasa, codificadas por los genes atzD, atzE y atzF participan en la via
inferior de ruptura del anillo de s-triazina y liberacién de amonio y CO,. En Pseudomonas sp.
ADP todos los genes necesarios para el catabolismo de atrazina y simazina hasta amonio y
CO, estan localizados en el plasmido transferible pADP-1 de 108 kpb (Fig. 5)

Las vias de degradacion de simazina son similares a las de atrazina, incluyendo los 4
pasos principales: deshalogenacion, N-desalquilacion, desaminacion y ruptura de anillo. La
degradacion de simazina contempla enzimas codificadas por los genes atzA, atzB y atzC en
la via superior y los genes atzD, atzE y atzF en la via inferior (Cheng et al., 2005) (Fig. 7).
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Figura 6. Caracterizacién de la bacteria degradadora de s-triazinas Pseudomonas sp. MHP41. A)
Microscopia electrénica. B y C) Colonias de la cepa MHP41 creciendo en medio minimo con simazina
como unica fuente de nitrdbgeno. Se observa el halo de degradacion de simazina (zona de
transparencia alrededor de la colonia). D y E) Curvas de crecimiento y degradacién de simazina,
respectivamente. F) Genes catabodlicos de la via de degradacion de s-triazinas. Lineas 1 a 6
representan los genes atz A-F, respectivamente. MM: marcador molecular y C: control negativo de
PCR (Adaptado de Hernandez et al., 2008c).
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Figura 7. Via catabolica de simazina. Simazina es degradada hasta acido cianurico por las enzimas
de la via superior de simazina: clorohidrolasa, hidroxiatrazina etilaminohidrolasa y N-isopropilamelida-
isopropilamino hidrolasa codificadas por los genes atzA, atzB y atzC respectivamente. En la via
inferior el acido cianudrico es mineralizado por accién de las enzimas acido cianurico amidohidrolasa,
biuret hidrolasa y alofanato hidrolasa, codificadas por los genes atzD, atzE y atzF, respectivamente.

3. Biorremediacién

La legislacion y la tecnologia orientada a la limpieza del ambiente y la prevencion de
su deterioro han sido dos de los mayores avances de finales del siglo XX y han propiciado el
nacimiento de la tecnologia de la biorremediacion. Dicha técnica se basa en la existencia de
microorganismos cuyo metabolismo es capaz de transformar compuestos xenobidticos en
productos no toxicos, los cuales pueden integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. El
exito de la técnica depende de la existencia, en el lugar contaminado, de microorganismos
con las capacidades metabdlicas apropiadas, concentraciones adecuadas de oxigeno y

nutrientes, asi como de las caracteristicas fisico-quimicas del compuesto a degradar.

A mediados del siglo XX se desarrollaron las primeras investigaciones encaminadas a

estudiar el potencial de los microorganismos para biodegradar contaminantes (Zobell, 1946;
16



Davis, 1956). Este “empleo” intencionado de microorganismos recibié entonces el nombre de
biorremediacion. Las primeras técnicas se aplicaron en los afios 70 y sus actores principales
fueron companias petroliferas quienes, por entonces, originaron las mas grandes catastrofes
ambientales por vertido de petréleos. Desde esa fecha a la actualidad las estrategias de
biorremediacion han ido perfeccionandose gracias a la labor conjunta e interdisciplinaria
desarrollada por investigadores de diferentes areas (ingenieria, microbiologia, bioquimica) a

favor del medio ambiente.

Las tecnologias que se enmarcan dentro de los procesos de biorremediacion se
pueden clasificar como ex situ e in situ (Boopathy, 2000). Las tecnologias denominadas ex
situ son aquellos tratamientos que involucran la remocion fisica del material contaminado
para su posterior tratamiento. La seleccion de la tecnologia ex situ se basa en la naturaleza
del contaminante a remediar, el nivel de recuperacion requerido y los costos asociados,
incluyendo el costo de transporte al lugar de operaciones. Entre las técnicas de
biorremediacion ex situ se destacan biopilas, compostaje en hileras y el tratamiento sobre el

terreno.

Los tratamientos que se realizan en el sitio contaminado se denominan tecnologias in
situ. Frecuentemente se recomienda como alternativa de tratamiento las técnicas de
remediacion in situ, ya que minimizan el impacto en el sitio contaminado (Erickson et al.,
1992). Algunos ejemplos tecnologias in situ son: compostaje, biorreactores, bioventing,
biofiltros, bioaumentacién y bioestimulacién (Lagrega et al., 1998, Philp et al, 2005). Las
ventajas de la biorremediacién in situ estan dadas porque la intervencion del sitio a remediar

es minima frente a las tecnologias ex situ (Philp et al., 2005).

La biorremediacion es una herramienta que puede ser utilizada eficazmente en
diversos ambientes contaminados especificos (agua, suelo, lagunas, sedimentos o residuos
industriales). Cuando es aplicable, la biorremediaciéon suele ser un medio rentable para
restablecer |la calidad del medio ambiente. En la Tabla 3 se muestran algunos calculos
economicos realizados por autores de reconocido prestigio en el campo de la

biorremediacion de hidrocarburos (Atlas y Unterman, 1999).
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Tabla 3. Beneficios econémicos de la biorremediacion en casos reales. Los costos (9)
se indican en dolares americanos. Fuente: Atlas & Unterman, 1999.

Aplicacion Tratamiento fisico Biorremediacion Diferencia

yfo quimico (beneficio)
Suelo contaminado Excavacion y “Bioventing on site™: $2.8 millones
por hidrocarburos transporte a vertedero. 30,2 millones
("brownfield" urbano] Coste: $3 millones
Acultero contaminado Bombeo, tratamiento de ‘Soil vapor extraction’ $1,75 millones
por un vertido de gasclina  "air stripping” y " skimming”. y bioventing.
desde un tanque enterrado Coste: $2 millones $0.25 millones.
Contaminacion multiple Encapsulamiento. Biorremediacion 'in situ’, $20 millones
("superfund site”) Coste: $25 millones $5 millones.
Contaminacion multiple ¢ Bombeo y tratamiento, Bioestimulacion 'in situ’, $48 millones
con BTEX y Arsenico Encapsulamiento. bioventing y air sparging.
("superfund site") Coste: $50 millones Inmovilizacion biologica
de metales.
$2 millones.
Vertido de crudo Lavado fisico, coste de Bicestimulacion con Mas de
en el mar, $1.1 millones por kilometro  fertilizante: $0.005 millones §$1 millon
de costa atectado. por kilometro de costa afectado  por km de costa

3.1. Factores que afectan la biorremediacién

A pesar de la relativamente larga historia de la investigacion en el campo de la
biorremediacién, ésta continua siendo una disciplina esencialmente empirica, en la cual
muchos de los factores biolégicos que controlan los procesos no se comprenden

adecuadamente.

La capacidad de los microorganismo de degradar compuestos depende de
numerosos factores, entre los que se incluyen la estructura quimica, la concentracion y la

biodisponibilidad del contaminante, el tamario y tipo de las comunidades microbianas (Vogel
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et al., 2002). Entre los factores medioambientales se encuentran la humedad, el pH, la

temperatura, el contenido de carbono y de nitrégeno, la textura del suelo y el potencial redox

(Tabla 4) (Boopathy, 2002).

Tabla 4. Principales factores que afectan la biorremediacion. Adaptada de Boopathy,

2002.

Microbiolégicos

Generacion de biomasa necesaria
Mutaciones o transferencia horizontal de genes
Induccion enzimatica

Produccién de metabolitos toxicos

Ambientales

Deficiencia de nutrientes
Condiciones ambientales inhibitorias

Presencia de sustratos alternativos

Sustrato (contaminante)

Concentracion
Estructura quimica
Toxicidad

Solubilidad

Adsorcion de equilibrio

| Adsorcién Irreversible

Incorporacién en la materia himica

Difusién de Oxigeno y Solubilidad

Difusion de nutrientes

! Solubilidad/Miscibilidad en agua
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3.2. Estrategias de biorremediacién in situ: bioaumentacion

La bioaumentacion es una técnica de biorremediacién que consiste en la inoculacion
directa al sitio de contaminaciéon de cepas especificas o consorcios de microorganismos al
suelo contaminado, de manera de incrementar la capacidad degradadora del sistema (Vogel,
1996). En general, es utilizada para compuestos recalcitrantes y cuando la microbiota nativa
no posee la capacidad para degradar los contaminantes (Philp et al, 2005). Existen tres

alternativas en el desarrollo de técnicas de bioaumentacién:

a) Aumentar la diversidad genética mediante la inoculacion de microorganismos no
autéctonos, con lo que se busca incrementar el potencial catabdlico y, en

consecuencia, aumentar la tasa de degradacién del contaminante.

b) Extraer muestras del sitio contaminado y utilizar estas muestras como inéculo inicial
para enriquecimientos sucesivos con el contaminante, con lo que se incrementa la
poblacion de microorganismos degradadores. Luego, el indculo es aplicado al sitio a
remediar, logrando aumentar la tasa de biodegradacién. En este procedimiento no se
incrementa la diversidad genética del sitio. La cepa utilizada como inéculo, en
general, posee una elevada capacidad de degradacion y alta velocidad de

crecimiento.

c) Adicionar consorcios sin caracterizar, presentes en lodos de aguas residuales y en
material de compost. Esta una alternativa utilizada en la practica por compafiias que
deben remediar sitios, pero no se encuentran vinculados con tecnologias de

biorremediacion.

Se han descrito numerosas situaciones en las que la bioaumentaciéon ha funcionado, en
suelos, lodos y aguas subterraneas contaminadas (Tabla 5). Sin embargo, es necesario en
cada caso particular estudiar la necesidad o no de aplicar inéculos exdgenos, asi como sus
condiciones 6ptimas de aplicacion (Vogel, 1996). Como puede observarse en la Tabla 5 se
mencionan algunos ejemplos exitosos donde indculos exégenos fueron utilizados en

procesos de bioaumentacion.
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Tabla 5. Estudios exitosos de biorremediacion de lodos y suelos contaminados mediante la
utilizacién de in6culos bacterianos (bioaumentacion).

Pseudomonas sp. P51

Alcaligenes eutrophus TCP
Ralstonia eutropha JIMP134
Comamonas testosteroni 12
Comamonas testosteroni BR60
Pseudomonas sp. ADP

Consorcio

Consorcio

Consorcio

Agrobacterium radiobacter J14a
Escherichia coli (pAtzA)
Arthrobacter sp B1B

Consorcio

Consorcio

Arthrobacter sp. RP17
Sphingomonas paucimobilis EPAS05
Suelo activado

Desulfitobacterium frappieri PCP-1
Pseudomonas sp. MHP41

‘Contaminante (matriz)

Referencia

1,2,4-triclorobenzeno (suelo)
2,4,6-triclorofenol (suelo)
2,4-4cido diclorofenoxiacético (suelo)
3-cloroanilina (lodos)
3-clorobenzoato (suelo)
atrazina (suelo)

atrazina (suelo)

atrazina (suelo)

atrazina (suelo)

atrazina (suelo)

atrazina (suelo)
policlorobifenilo (PCB) (suelo)
crudo de petréleo (lodos)
HAPs (lodos) )

HAPs (suelo)

HAPs (suelo)

pentaclorofenol (suelo)
pentaclorofenol (suelo)

simazina (suelo)

(Tchelet et al., 1999)
(Andreoni et al., 1998)
(Daane y Haggblom, 1999)
(Boon et al., 2000)

(Gentry et al., 2001)

(Shapir y Mandelbaum, 1997)
(Alvey y Crowley, 1996)
(Grigg et al., 1997)
(Newcombe y Crowley 1999)
(Struthers et al., 1998)
(Strong et al., 2000)

(Singer et al., 2000)

(Mishra et al., 2001)
(Cardinal y Stenstrom, 1991
(Singer et al., 2000)

(Straube et al., 1999)
(Barbeau et al., 1997)
(Beaudet et al., 1998)

esta tesis

3.3. Aproximacion experimental de la biorremediacion: estudios a escala de microcosmos y

campo

Los microcosmos utilizados en los experimentos de laboratorio son modelos

miniaturizados con multiples componentes, que permiten comprender las relaciones que se

establecen entre las poblaciones microbianas, asi como la funcién de éstas en el ecosistema

cuando tiene lugar un episodio de contaminacion. Estos sistemas, ademas de los resultados

cualitativos, permiten obtener resultados cuantitativos respecto al comportamiento del

contaminante en el medio.
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Un aspecto clave a la hora de considerar si los datos obtenidos a partir del modelo
experimental pueden extrapolarse a un suceso real, es el grado de fidelidad con el que cada
modelo experimental reproduce el ecosistema original. Es importante incluir controles
apropiados para separar la biodegradacion de otros procesos abidticos que pudieran
controlar o limitar la desaparicién del contaminante. En este sentido, para demostrar la
utilidad potencial de una técnica de biorremediacién, un aspecto importante es documentar la

degradacion del contaminante en condiciones controladas de laboratorio.

Los parametros comunmente analizados para evaluar la respuesta de los
microorganismos frente a un contaminante son los recuentos de microorganismos, ya sea
mediante la técnica del numero mas probable (MPN), mediante microscopia de fluorescencia
o a traves del recuento de microorganismos degradadores del compuesto capaces de crecer
en placas de medio selectivo, la medicion de la respiracién microbiana (consumo de oxigeno
0 produccion de dioxido de carbono) y la determinacion de la velocidad de degradacion en
comparacion con los controles no tratados. Estas técnicas, a excepcion de los recuentos
directos al microscopio, estan limitadas por los problemas asociados a los microorganismos
no cultivables, haciéndolas inadecuadas para evaluar la estructura de la comunidad de los
ambientes afectados. Por lo tanto, la realizacion de un estudio fiable requiere el uso de

métodos de biologia molecular.

La informacion obtenida durante los ensayos de microcosmos, es necesaria para
evaluar, los factores ambientales que pudieran condicionar la biodegradacion microbiana de
los contaminantes en el suelo y decidir si es factible la aplicacién de la biorremediacion.
Finalmente, si los resultados son favorables, se puede pasar a una siguiente fase
experimental a escala de campo donde es posible estudiar los efectos reales de los distintos

parametros ambientales sobre la biodegradacion de contaminantes organicos en suelos.

4. Ecologia microbiana: microorganismos en la biosfera

Aunque todos los organismos vivos contribuyen a la vida, los microorganismos

desempefian un papel particularmente importante. Los microorganismos son los seres mas
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numerosos que existen en la tierra; son organismos ancestrales que han colonizado
exitosamente diversos nichos ecologicos. Ademas, su presencia y actividad es esencial para

la salud y funcionamiento adecuado de todos los ecosistemas.

En los ultimos afios, se ha podido estimar con suficiente fiabilidad el nimero total de
procariotas que existen en nuestro planeta. Whitman et al., (1998) lo sitian en unos cinco
quintillones (4-6 x 10°°) de células procariotas. En estos calculos se considera que sélo el
10% de ésta se desarrolla en |la biosfera superficial (aguas, sedimentos, aire, suelos), que es
la que mas se ha investigado. Sorprendentemente, esta abundancia de microorganismos
terrestres conformaria aproximadamente el 50% de la biomasa protoplasmatica viva del
plantea, constituyendo el principal componente de |la biomasa de la Tierra (Pedersen, 2000;
Whitman et al., 1998).

La capacidad de los microorganismos para desarrollar tal relevancia en el planeta se
debe a su gran versatilidad bioquimica, basada en la posibilidad de llevar a cabo una enorme
cantidad de tipos de reacciones: oxidaciones, reducciones, etc. sobre los elementos
componentes de lo que llamamos vida, y que de manera directa o indirecta gobiernan todos
los procesos en la tierra (Atlas y Bartha, 1997; Diaz, 2004).

4.1. El suelo como habitat para los microorganismos: “la caja negra”

Llamamos suelo a la parte mas externa de la corteza terrestre. Es un sistema de
interaccién entre tres fases bien definidas: una fase sélida, constituida por materia mineral y
organica, una fase liquida, y una fase gaseosa o atmosfera del suelo. Este sistema complejo
que constituye el suelo, caracteristicamente heterogéneo espacial y temporalmente, alberga
una gran riqueza de especies vegetales, animales y microbianas (Fig. 8). El suelo es un
ambiente muy apropiado para el desarrollo de los microorganismos tanto eucariotas (algas,
hongos, protozoos) como procariotas (bacterias y arqueas) (Nogales, 2005). La abundancia
de procariotas estimada en el suelo se describe en la Tabla 6 (Whitman et al, 1998). Todos
estos organismos establecen relaciones entre ellos en formas muy variadas y complejas y

tambien contribuyen a las caracteristicas propias del suelo ya que desempenfan funciones de
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gran importancia en relacién con los ciclos biogeoquimicos; fertiidad de las plantas y

proteccion frente a patégenos; degradacion de compuestos xenobioticos, etc.

Figura 8. Horizontes del suelo y composicion de las
microparticulas de suelo. A) horizonte en el que se

i encuentran los elementos organicos, finos o gruesos, y
solubles, que seran lixiviados. B) horizonte en el que se
acumulan los coloides lixiviados del horizonte A. Tiene una
mayor fraccion mineral. C) horizonte de contacto entre el suelo
y la roca madre.

Tabla 6. Abundancia de especies de Bacteria y Archaea en diferentes ecosistemas de suelo.

Fuente: Whitman et al., 1998.

Tipo de ecosistema Area N° cel

(x 1072 m?) (x 1027)
Selva tropical lluviosa 17.0 1.0
Selva tropical pluviestacional 7.5 0.5
Bosque templado esclerdfilo 5.0 0.3
Bosque templado caducifolio 7.0 0.4
Bosque boreal (taiga) 12.0 0.6
Bosques y arbustedas 8.0 28.1
Sabana 15.0 52.7
Praderas templadas 9.0 31.6
Matorral deseértico 18.0 63.2
Tierras cultivadas 14.0 49.1
Tundray vegetacion alpina 8.0 20.8
Pantanosy zonas hiumedas 2.0 7.3
otal 123
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La complejidad del suelo como ecosistema junto con las especiales particularidades
de los microorganismos, tales como su tamafio microscopico y las dificultades para una
diferenciacién basada en su morfologia, habian proporcionado una vision del mundo
microbiano edafico como una “caja negra” de la cual se sabia que cumplia una funcién
aunque no se conociese su contenido (Insam, 2001). Histéricamente, debido a la falta de
métodos adecuados, la complejidad de las comunidades microbianas o “caja negra" se
analizaba empleando metodologias que aproximaban la actividad y abundancia microbiana y
el intercambio de flujos entre la atmosfera y el suelo (procesos como respiracion,
desnitrificacion, nitrificacion, fijacion denitrégeno, etc.) De esta manera, el conocimiento de
los microorganismos del suelo quedaba limitado a aquellos pocos que podian cultivarse en el
laboratorio. De esta manera, importantes preguntas quedaban por resolver en cuanto a la
composicion y estructura de las comunidades microbianas edaficas, los cambios que se
producen en dichas comunidades en respuesta a diferentes factores ambientales y/o

perturbaciones.

4.2. Mundo microbiano del suelo: la apertura de “la caja negra”

La comparacion de recuentos microscépicos directos de células con los obtenidos en
placas de cultivo puso de manifiesto que al menos el 99% de los procariotas presentes en el
suelo son incapaces de crecer en medios de cultivo (Torsvik, et al., 1990; Truper, 1992). Por
lo tanto, la mayor parte de la diversidad procariota que integraba la caja negra del suelo

quedaba fuera del alcance de los métodos de estudio tradicionales,

A partir de la década de los ochenta, se incorporaron novedosas y potentes diferentes
técnicas de estudio para caracterizar a las comunidades microbianas que no requieren del
cultivo previo de los microorganismos (Insam, 2001; Kirk, et al,, 2004). En general estas
técnicas se basan en el analisis de marcadores moleculares como acidos grasos de
fosfolipidos (PLFA) y acidos nucleicos (DNA y RNA). Ambos tipos de marcadores se
encuentran presentes en todas las células, se pueden extraer directamente de muestras de
suelo sin necesidad de realizar cultivos previos y ademas permiten diferenciar distintos
grupos de microorganismos. Utilizando estos marcadores no sélo se puede determinar la
composicion de las comunidades microbianas sino que tambien se puede cuantificar la
abundancia de microorganismos especificos.
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4.2 1. Técnicas moleculares basadas en acidos nucleicos: el RNA ribosomal para analisis de

la composicion de comunidades microbianas de suelos.

Entre los microorganismos, la diversidad filogenética y bioquimica es tal, que
establecer su identificacion y sus relaciones filogenéticas no es una tarea sencilla. El uso de
métodos modernos de analisis molecular ha demostrado ser las herramientas de analisis
mas adecuadas (Amann et al., 1995; Head et al., 1998).

De entre todas las moléculas celulares estudiadas, los acidos nucleicos son las
moléculas mas utiles, puesto que han contribuido con una nueva perspectiva al
entendimiento de la estructura de las comunidades microbianas. Una de las principales
ventajas asociadas a los métodos con acidos nucleicos es que puede analizarse a la
comunidad microbiana en su totalidad, incluyendo aquellos organismos que no han podido

ser cultivados en el laboratorio.

La descripcién de los microorganismos presentes en muestras de suelo experimento
un gran avance gracias a la utilizacion de la informaciéon que proporcionan los genes que
codifican para RNA ribosomal (rRNA), y en particular el gen que codifica para la subunidad

menor del ribosoma bacteriano, 16S rRNA.

Hay varias razones explicitas y una serie de ventajas que justifican el uso de este

marcador molecular (rRNA):

a) esta presente en todos los organismos y tiene la misma funcién en todos ellos

b) el rRNA constituye un componente importante de la masa celular y, en general,
recuperado facilmente de todos los tipos de organismos.

c) las moléculas de rRNAs son antiguas y muy conservadas en su estructura global. Asi,
formas homologas de rRNAs son facilmente identificados por su tamario.

d) debido a restricciones estructurales, diferentes regiones de la molécula presentan
distinto grado de variabilidad en secuencia, lo que permite realizar comparaciones
con diferente nivel de resolucion

e) su transmisién es principalmente vertical ya que se considera que no esta sujeto a

transferencia génica horizontal entre microorganismos. Por lo tanto, las relaciones
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establecidas por las comparaciones de secuencias de rRNA representan verdaderas
relaciones evolutivas

f) la longitud de su secuencia tiene un tamafo adecuado como para proporcionar
suficiente informacién y comparaciones estadisticamente significativas

g) el analisis de la secuencia nos permite realizar reconstrucciones filogenéticas de los

microorganismos.

4.2.2. Ecologia microbiana molecular: dos enfoques para conocer a la diversidad natural del

suelo

Una vez extraido y amplificado el gen 16S rRNA por PCR es posible analizar su
diversidad en la comunidad siguiendo diferentes estrategias moleculares. La utilizacion
combinada de dichas tecnicas moleculares ha permitido un estudio en profundidad de la
diversidad, estructura y dinamica de comunidades microbianas en general y del suelo en

particular.

La ecologia microbiana molecular tiene dos enfoques generales: la identificacion de
las especies presentes en un medio ambiente, y el analisis de sus poblaciones en el medio
ambiente (Fig. 9). Segun ambos enfoques, la Figura 9 describe los métodos moleculares
dependientes del gen ribosomal (rRNA) empleados en ecologia microbiana molecular para la
descripcion de la diversidad en una muestra ambiental (Head et al., 1998). En el primer caso,
organismos de un medio ambiente son estudiados utilizando métodos similares al analisis de
cultivo de especies. Este enfoque empieza con una muestra del medio ambiente cultivada en
el laboratorio y termina con la obtencién de secuencias y el analisis filogenético de los datos.
En el segundo enfoque, los organismos se estudian directamente en el microambiente
utilizando secuencias de rRNA para determinar el numero y la dinamica de la poblacion, y
distinguir una especie o grupo filogenético de los demas. En este caso, el enfoque comienza
con la obtencién de secuencias y la informacion filogenética y culmina con la aplicacién de
los datos obtenidos sobre el medio ambiente, es decir, a la inversa del caso anterior. Segun
ambos enfoques, algunas de las estrategias que se pueden emplear para el estudio de las

comunidades microbianas en el ambiente son las siguientes:
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a) identificacion de los principales grupos microbianos en una muestra ambiental
mediante la obtencion de secuencias de los diferentes grupos filogenéticos. De esta

manera se puede evaluar su abundancia en el ecosistema

b) utilizacién de la oligonucledtidos de rRNA marcadas con fluorocromos para ser
empleadas como sondas en la identificacion y cuantificacion de microorganismos o
grupos de microorganismos especificos en muestras ambientales mediantes técnicas
de por toda la hibridacién de células intactas

c) cultivo de microorganismos mediante métodos de enriquecimiento con el objeto de
aislar organismos previamente identificados por su secuencias de rRNA
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Figura 9. Descripcion del ciclo completo del rRNA para el estudio de la diversidad microbiana
natural del medio ambiente. Fuente: Head et al., 1998.

28



4.3. La dinamica y estructura de las poblaciones durante estrategias de biorremediacion

La comunidad bacteriana del suelo actia como una entidad funcional y dinamica,
combinando cada una de las capacidades metabdlicas de las especies bacterianas que la
conforman (Schmidt et al, 1989, 1990). Cuando un compuesto quimico entra al suelo su
mineralizacion es posible sélo si la microbiota del suelo presenta la ruta completa de
degradacion correspondiente. Estudios en ecologia microbiana han demostrado que la via
de biodegradacion de los herbicidas clorados esta restringida a una pequefa fraccion de
microorganismos de suelo y que el tamafio de la comunidad degradadora limita dicha tasa

de degradacion (Soulas and Lagacherie, 2001).

Los cambios en la composicion de las comunidades microbianas del suelo
ocasionados por los impactos producidos por compuestos xenobiéticos han sido estudiados
(Soulas and Lagacherie, 2001; Ostrofsky et al., 2002). No obstante, la mayor parte de las
investigaciones se basan en el estudio de la degradacion del compuesto toxico. Las
variaciones que la microbiota del suelo pueda sufrir respecto a su estructura, viabilidad y

actividad biolégica, aun son interrogantes.

Existe una variedad de investigaciones que aplican técnicas de ecologia microbiana
molecular para el analisis de la diversidad microbiana en suelos contaminados con diversos
compuestos xenobiéticos. Muller y colaboradores (2001) estudiaron el impacto de la
contaminacion por mercurio sobre la diversidad de la microbiota de tres suelos con diferente
grado de exposicion a dicho metal. Se estudiaron también, cambios en la composicion de la
microbiota de suelos contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos durante
ensayos de fito-remediacion (Siciliano et al., 2003). Dejonghe et al, (2000) evaluaron el
efecto producido sobre la degradacion herbicida 2,4 D (acido 2,4-diclorofenoxyacetico) y la
estructura de la comunidad del suelo cuando la cepa Pseudomonas putida UWC3 fue
introducida en dos horizontes de profundidad en suelos expuestos y no expuestos a dicho
herbicida. Este trabajo, demostré que la bioaumentacién provoca cambios en la composicion
de las comunidades del suelo resultando ser una estrategia de biorremediacion efectiva
incluso para aquellos suelos que tengan una baja actividad microbiana (como lo son suelos
de horizontes mas profundos). Boon et al., (2003) establecieron mediante analisis de DGGE

(Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) y FISH (Fluorescent in situ hybridization) que la
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bioaumentacion con bacterias degradadoras de compuestos organicos clorados de
bioreactores, utilizados en la remocion de xenobiéticos clorados, acelera la degradacion de

dichos toxicos y ejerce un efecto protector sobre las comunidades bacterianas nitrificantes.

En este contexto, el uso de herramientas moleculares favorece el estudio de la
estructura y funcion de la comunidad microbiana de suelos expuestos a s-triazinas,
permitiendo conocer la respuesta de dicha comunidad frente a diferentes impactos

ecolégicos como lo son la aplicacion de herbicidas clorados y estrategias de bioaumentacion.
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Il. HIPOTESIS

La complejidad del suelo como ecosistema y las capacidades de los microorganismos
para llevar a cabo los procesos de remocién de xenobidticos llevan a plantear las siguientes

hipotesis de trabajo:

1- “La bioaumentacién con la bacteria nativa degradadora de s-triazinas Pseudomonas sp.
MHP41, incrementa la degradacién de simazina en suelos agricolas contaminados

potenciando los procesos naturales de remocion del herbicida.”

2- “Las comunidades microbianas de suelos agricolas de la regién de Valparaiso
experimentan variaciones en su estructura en respuesta a estrategias de biorremediacion y

por exposicion al herbicida simazina.”

lll. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la bioaumentacion con la cepa bacteriana Pseudomonas sp. MHP41
sobre procesos de degradacion de simazina en suelos agricolas a escala microcosmos y de

campo y sobre la estructura de las comunidades microbianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el potencial de degradacién de simazina de células inmovilizadas de

Pseudomonas sp. MHP41 bajo condiciones controladas de laboratorio.
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2. Determinar el efecto de la bioaumentacion con la bacteria Pseudomonas sp.
MHP41 sobre la atenuacion del compuesto simazina en suelos agricolas,

mediante experimentos de biorremediacion a escala de microcosmos.

3. Caracterizar la estructura de comunidades microbianas de suelos agricolas y
estudiar su dinamica en respuesta al proceso de bioaumentacion con la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 y a la aplicacion de simazina, mediante técnicas

moleculares cultivo-independiente.

4. Estudiar el efecto de la bioaumentacion con la bacteria Pseudomonas sp. MHP41
sobre la atenuacién de simazina en suelo agricola contaminado bajo condiciones

de campo.

IV. PLAN DE TRABAJO

Para abordar el objetivo general de esta tesis se hizo necesario disefiar un sistema
modelo de estudio que permitiese evaluar las capacidades de la cepa bacteriana como

biocatalizador de simazina y su aplicacion biotecnologica.

En este contexto se propuso la bioaumentacidon como estrategia de biorremediacién
de suelos, por ser una tecnologia natural, limpia y promisoria desde el punto de vista

ambiental y econémico.

Como sistema modelo para estudiar la bioaumentacion se disefiaron microcosmos de
suelos. El sistema de microcosmos, es una aproximacion intermedia entre el laboratorio y la
situacion real a campo. Su implementacion durante estudios biotecnolédgicos es fundamental
dado que aportan mayor complejidad al sistema de estudio bajo algunas condiciones aun
controladas. Cabe destacar que el suelo que se selecciond para los experimentos de
biorremediacion en microcosmos representa a los ecosistemas agricolas. Los suelos

seleccionados diferian principalmente, en el historial de aplicacién del herbicida simazina.
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Como primer desafio se propuso proteger el biocatalizador Pseudomonas sp.
MHP41. La bacteria MHP41 es una cepa degradadora de compuestos s-triazinas, nativa de
suelos agricolas con historial de aplicacion de simazina de la regién de Valparaiso. Se
evalud su capacidad degradadora bajo procesos de inmovilizacion en matriz de alginato, en

cultivos puros y en suelos contaminados con simazina.

Durante los experimentos de bioaumentacién, la principal variable de estudio fue la
inoculacion de la cepa MHP41. Ademas, se estudi6 el efecto sobre la atenuacion de
simazina, de otras variables como la dosis de aplicacion de simazina, el rol de la microbiota

nativa y de plantas.

La efectividad de la bioaumentacion se estudi® mediante métodos analiticos,
microbiolégicos y moleculares. Se determindé la disminucion de la concentracion del
compuesto durante el proceso de biorremediacion y la eficiencia de la bioaumentacion en
relacion a la atenuacién natural observada. Asimismo, se comparé la actividad catabdlica
nativa de cada suelo respecto de la observada en los suelos bioaumentados con la cepa
MHP41. También se describid la estructura y diversidad de las comunidades microbianas del
suelo y sus variaciones en respuesta a la aplicacion de simazina y la adicién directa al suelo

del agente biocatalizador.

Por otra parte, para estudiar el efecto de la biorremediacion en condiciones naturales,
se disefid un experimento a escala de campo. En este aspecto, la bioaumentacion con
Pseudomonas sp. MHP41 se realizd bajo condiciones ambientales de campo.

Por consiguiente, para la realizacion de esta tesis se considerd el desarrollo de
diversas actividades y la implementacion de metodologias de gran complejidad cuyos

resultados y discusion son presentados a continuacion.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

Para suplementar medios de cultivo, se empled el herbicida simazina de 99%
pureza (Atanor, Buenos Aires, Argentina). Las curvas de calibracion para la cuantificacion
por HPLC se realizaron con un estandar de simazina con una pureza >99% (Dr.

Ehrenstorfer-Schafer, Augsburg, Alemania).

Para la contaminacion controlada del suelo, se empleé simazina comercial,
Gesatop 90 WG®, 90% ingrediente activo (Syngenta Crop Protection Inc., Greensbordo,
U.S.A) importada y distribuida en Chile por Syngenta Agribusiness S.A.

Los materiales utilizados en biologia molecular para el estudio de la estructura y
dinamica de las comunidades bacterianas, se encuentran detallados en la metodologia

segun corresponda.

2. Cepas bacterianas

Pseudomonas sp. MHP41 es una bacteria que se aislé de un suelo de cultivo de
palto, en la provincia de Quillota, Regién de Valparaiso. Este suelo tiene un historial de
aplicacion se simazina de mas de 20 afios (Hernandez et al, 2008b, 2008c).
Pseudomonas sp. MHP41 posee los genes que codifican las enzimas de las vias de
degradacién y mineralizacion de compuestos del tipo s-triazinas, codificadas por los

genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE y atzF (Hernandez et al., 2008c) (véase Figura 6).

Otra cepa bacteriana empleada en esta tesis es Pseudomonas sp. ADP
(Mandelbaum et al, 1995). Esta es una bacteria modelo para la degradacion de
compuestos s-triazinas y en ella se ha descrito un plasmido catabdlico (pADP-1) que
codifica todos los genes atz asociados a la ruta catabdlica superior (atz ABC) e inferior
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(atz DEF) de estos compuestos (Martinez et al., 2001; De Souza et al.,, 1998; Strong et al.,
2002) (véase Figura 5).

3. Medios y condiciones de cultivo

Pseudomonas sp. MHP41 y Pseudomonas sp. ADP se crecieron en medio minimo
(MM) suplementados con simazina como unica fuente de nitrogeno (Garcia-Gonzalez et
al., 2003). 100 mL de MM contienen: 10 mL de tampén fosfato 10x; 2,5 mL de solucion

stock de succinato 1M; 200 pL de solucién de microelementos 500x.

e 1 L de solucién tampédn fosfato 1x contiene: 70 g de Na,HPO, x 2H,0O; 28 g de
KH,PO,; 5 g de NaCl.

100 mL de soluciéon de microelementos 500x contiene: 5 g de MgSO, x 7 H,0; 0,5 g
FeSO, x 7 H,0; 0,25 g MnSO, x H,0O; 0,32 g ZnCl,; 0,033 g CaCl; x 2 H,0; 0,018 g
CuSO, x 5 H,0; 0,015 g CoCl, x 6 H,0; 0,325 g H;BO3; 0,5 g EDTA; 7,3 mL de HCI
37%.

Para MM liquidos la concentracion de simazina fue 0,5 mM, mientras que para MM
sélidos (suplementados con agar 1,5% p/v) simazina se adiciond a una concentracion 2,5
mM. Alternativamente, se emple6é medio agar tripticasa soya (TSA, Oxoid) suplementados

con simazina (3,5 mM).

3.1. Conservacion de cepas

Con el fin de preservar las cepas en este trabajo se han utilizado dos técnicas para

su conservacion.

Las cepas MHP41 y ADP cultivadas hasta fase exponencial de crecimiento se
almacend en viales con glicerol al 20% v/v, a -20 °C o a -70 °C; para su consrvacion por

meses.
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Las cepas bacterianas se guardaron habitualmente en forma de cultivo puro en las
placas con los medios sélidos o en medios liquidos mencionados anteriormente (MM-Sz y
TSA suplementado con simazina). El uso de este método esta limitado por el desecado de
las placas o envejecimiento del cultivo. En el caso de almacenamiento de placas crecidas
con la cepa, el mismo se efectué por un periodo nunca superior a 30 d a 4 °C. El

almacenamiento de cultivos liquidos se efectué por un periodo maximo de 10 d a 4 °C.

3.2. Crecimiento bacteriano

3.2.1. Preparacion de preindculos

Se tomo 10 ul desde vial de conservacion de la cepa y se plaqueé en medio MM
con simazina 2,5 mM o medio TSA suplementado con simazina (3,5 mM). Las placas se
incubaron durante 5 0 6 d a 28 °C. Al cabo de este tiempo, se observé la formacion del
halo de degradacion (zona de transparencia alrededor de la colonia). Se tomé una colonia
crecida en estas condiciones y se inoculdé en tubos con 3 mL de MM con simazina como
unica fuente de nitrogeno (0,5 mM). Los tubos se incubaron a 28 °C con agitacion (180
rpm) durante 3 d. El crecimiento de la cepa se determiné por medicion de turbidez a 600
nm en espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS, Spectrometer Lambda 11. La viabilidad
celular se determiné mediante recuento de unidades formadoras de colonias (UFC mL™)
en medio TSA. La cepa MHP41 crecida hasta fase de crecimiento exponencial a una
turbidezgoonm ~0.8 presenta 1,52 x 10° UFC mL™" (Miralles, 2007; Hernandez et al., 2008c).

3.2.2. Preparacion del cultivo

Para la preparacion de cultivos liquidos, una alicuota del preinoculo (2% v/v) se
inoculé en medio MM con simazina 2,5 mM e incubo a 28 °C en agitacion (180 rpm) hasta
alcanzar fase exponencial (4 6 5 d). Para cultivos por lote se utilizd matraces de vidrio

aforados de 125 mL con 30 mL de MM con simazina 2,5 mM. Para obtener mayor
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biomasa, el crecimiento de la cepa MHP41 en cultivos por lote (400-600 mL) se optimizé
empleando recipientes de vidrio de mayor capacidad (1 L) y mediante aireacién constante
(flujo de aire estéril de 2 L min'1) con una bomba de aire (Resun AC-2600, China). De
esta forma, tambien fue posible asegurar una agitacién completa del caldo de cultivo. La
Figura 10 muestra cultivos por lote optimizados de la cepa MHP41.

Para el control de degradacion de simazina, Pseudomonas sp. MHP41 se crecié
en placas de agar TSA suplementado con simazina (3,5 mM) y se incubé a 30 °C. Luego

de 5 6 6 d se observo un halo de transparencia alrededor de la colonia, que indica

degradacion de simazina (Hernandez ef al., 2008c, véase Fig. 6).

Figura 10. Cultivos optimizados de Pseudomonas so. MHP41 mediante influjo continuo de
aire estéril. A) Frasco MM-Sz inoculado con la cepa MHP41 y conexiones de entrada y salida de
aire estéril. B) Incubacion del cultivo por lote en bafio de agua en un rango de temperatura de 28 -
30 °C. C) Cultivo denso de la cepa MHP41 crecido (3 x 10° UFC mL™") luego de 10 d de incubacion.

4. Suelos agricolas

En esta tesis se emplearon dos tipos de suelos agricolas obtenidos desde el sector
de Pocochay, provincia de Quillota, Region de Valparaiso (Lat 32° 52' S, long 71° 11' O),
que se ilustra en la Figura 11. La distribucion politico-administrativa de la Region de
Valparaiso corresponde a 7 provincias, dentro de las cuales se encuentra la provincia de

Quillota, la que a su vez se divide en 7 comunas, encontrandose entre éstas la comuna de
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Pocochay. Basados en la clasificacion de Luzio y Alcayaga (1992) se puede establecer
que estos suelos corresponden a suelos aluviales del valle central (V a VIl Region), que
pertenecen al orden de los Alfisoles, Mollisoles y Entisoles. Las series de suelos
presentes en el sector son San Isidro, Hijuelas, Ocoa, Las Chilcas, Pucalan, Tabolango,
Catemu, Los Pidenes, Artificio, Chagres, Mantagua, Las Varillas, Lo Campo, Quillota y
Calera (CIREN CORFO, 1993), (Fig. 12). De estas series la mayoria corresponde a
suelos del orden de los Mollisoles, los cuales se destacan por ser suelos profundos, con
un horizonte superficial negro, rico en materia organica, que se ha formando en
condiciones de pradera o estepa, lo que permite que sean suelos muy fértiles. También
estan presentes los suelos Alfisoles, los cuales se caracterizan por tener un horizonte B
que presenta un incremento de arcilla en relacion al horizonte A. El tercer orden de suelo
que es posible encontrar, tiene un horizonte B bien definido, pudiendo presentar un

horizonte superficial con alto contenido de materia organica.
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Figura 11. Localizacion de la comuna de Pocochay en la Region de Valparaiso. El recuadro
amarillo indica el sector de muestreo de los suelos agricolas de la Region de Valparaiso

estudiados en esta tesis.
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<) Series de Suelo de la V Region de Valparaiso

Series de Suela
Simbolo  Nombre Simbolo  Nombre
Bo Bochinche LuL Uiy Uiu
CAL Ls Calera 0] Matanzas
CAs Las Chilcas MLG hilagro
cca Chillicauquen MLE Los hiolles
CHR Chagres MNG Mantagua
CLG Calle Larga MTH higitenes
ChiP Campiche OCA Ocoa
CNQ Colunguen OLM Olmug
CPC Catapilco PCR Pocuro
CRM Curimon PLL Pullali
csB Casablanca PLM Palomar
CTh Catemu PTD Putaendo
CTR Cristo Redentor QLT Quillota
ERE Encon RED t?;af:?st,:balanca
HCP Hualeapo SDOR San lsidro
HJA  Hiuslas 8Ft | 25 ranelsso
Ky Curamilla 104 San Lorenzo
LCM Lo Campo ShA Sarta Maria
LGT Longatomna TAP Tapihue
LGU L= ligua TBL Tobolange
LLY Uay Uay VCN Mohiculén
LNR Loncura Ou Dunas
LPD Los pidenes

Figura 12. Serie de los suelos de la Region de Valparaiso. La flecha amarilla indica la serie de
los suelos estudiados en esta tesis. (Fuente de informacién: Centro Tecnolégico de Suelos y
Cultivos (CTSyC) de la Universidad de Talca; http://www.ctsyc.cl)

El desarrollo econémico de la zona esta basado principalmente en la actividad
silvo-agropecuaria debido a las buenas caracteristicas climaticas y de suelos, de la cual el
30% se dedica a |la agroindustria, especialmente a la horto-fruticultura, experimentando un
gran auge la produccion fruticola (ODEPA y CIREN 2004). La zona de extracciéon se
caracteriza por una posicion geografica de pie de colina (piedmont), y una buena aptitud
agricola.

Los suelos estudiados provienen de predios con actividad agricola y fueron
denominados como A y B, respectivamente. El suelo tipo A, se recolectd desde un sector
colindante a un cultivo de claveles. Este suelo no tiene historial de aplicacion de simazina
u otro herbicida del tipo s-triazinas. El suelo tipo B, se recolectdé desde un cultivo agricola
de paltos que es tratado anualmente con simazina comercial (3,5 kg ha™') desde hace mas
de 20 afios para el control de malezas.

Los suelos empleados fueron obtenidos desde el estrato 0 — 20 cm de profundidad
(suelo superficial), previa eliminacion de hojas y plantas. Se procedié al tamizado con
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Los suelos empleados fueron obtenidos desde el estrato 0 — 20 cm de profundidad
(suelo superficial), previa eliminacion de hojas y plantas. Se procedié al tamizado con
mallas metalicas de 5 mm, 2,8 mm y 2 mm para lograr una textura homogénea y eliminar
piedras y otros elementos no deseados del suelo (Fig. 13). Ademas se dejaron secar al
aire libre (Santiago-Mora et al., 2005), hasta alcanzar valores de humedad de entre un
15% y 20%. La humedad inicial en ambos tipos de suelo se determind para ajustar la
cantidad de suelo inicial, ajustando al rango 6ptimo con agua destilada estéril. Finalmente

se conservaron a 4 °C, hasta la realizacion de los estudios.

La contaminacion controlada .de los suelos agricolas se realizd con simazina
comercial (Gesatop, 90% de simazina). En el suelo tipo A se emplearon dos dosis
iniciales de simazina: 100 ppm y 10 ppm. Para el suelo tipo B se empleé' la dosis 13 ppm.
Los calculos de concentracion considerando las dosis aplicadas seguin practicas agricolas
estandar de 3,5 kg ha” (equivalente a 13 ppm o mg kg™'). Para la contaminacion de suelo
tipo B irradiado, el Gesatop se esterilizé en autoclave y se adiciono6 al suelo (13 ppm) en

solucion con agua estéril bajo campana de flujo laminar.

Figura 13. Proceso de tamizado de los suelos. A) Suelo recolectado sin restos vegetales ni
piedras. A) Tamiz 5,8 mm. B) Tamiz 2.8 mm.

4.1. Caracterizacion del suelo

La determinacion de las propiedades fisico-quimicas del suelo tipo A se realizé en
el Laboratorio de Suelos y Analisis Foliar de la Facultad de Agronomia (PUCV) en

Quillota. En el caso del suelo tipo B, los analisis fueron realizados por gentileza del Dr.
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Quillota. En el caso del suelo tipo B, los andlisis fueron realizados por gentileza del Dr.
Edward Moore, en el Macaulay Land Use Research Institute, Aberdeen, Escocia. La
metodologia empleada fue descrita previamente por Nelson y Sommers (1996). El pH del
suelo se determind empleando una mezcla de suelo/agua desionizada en proporcion 1:3
(p/v). El contenido de carbono organico se realizé mediante el método de oxidacion de
dicromato. En la seccion de resultados (Tabla 13) se muestra la caracterizacion de los
suelos Ay B.

5. Estudios de adsorcion de simazina en suelos

Durante el desarrollo de esta tesis se trabajé en conjunto con la Ing. Cecilia Flores
de la UTFSM, para establecer y describir las interacciones entre el herbicida simazina y

los suelos mediante isotermas de adsorcidn y entalpia de adsorcion.

5.1. Isotermas de adsorcion

Para determinar las isotermas de adsorcion de simazina se realizaron
experimentos de tipo batch segun protocolos establecidos (Selim, 2003; Flores, 2007;
Flores et al., 2008). Se preparard soluciones de simazina en CaCl, 0,005M con las
siguientes concentraciones: 100, 30, 20, 10, 5 y 2 ppm. Las soluciones de simazina se
pusieron en contacto con 20 g de suelo (peso en base seca) en una proporcion de 4:1 en
matraces de vidrio de 125 mL. Los matraces se mantuvieron a temperatura ambiente en
agitacion fuerte. Se dejé decantar y 600 uL de muestra se obtuvieron alas 1, 6, 12, 24 y
48 horas. La muestra se diluyo en metanol (1:1) y luego se centrifugd para eliminar restos
de suelo. Las muestras fueron almacenadas a 4° C. La simazina remanente en solucion
fue determinada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), empleando una
columna C18, método isocratico, temperatura ambiente, fase mévil: 67 % acetonitrilo, 32,5
% agua y 0,5 % acido fosforico. La cuantificacion se realizdé empleando una curva de
calibracion generada con un estandar de simazina.

Los métodos comunmente empleados para analisis de isotermas de adsorcion son
el modelo lineal y el modelo de Freundlich. El modelo lineal relaciona la concentracion de

un compuesto en solucién y la concentracion en la superficie adsorbente, a través de un
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coeficiente de distribucion Ky expresado en L kg'. La metodologia para obtener este
coeficiente consiste en realizar una regresion lineal (R% de los datos de las isotermas

donde K, es la pendiente de la recta.

El modelo de Freundlich, en tanto, establece una relacion no lineal entre la
concentraciéon del compuesto en solucién y la concentracion en la superficie adsorbente,
también a través de un coeficiente denominado de Freundlich (K;). Los parametros del
modelo de Freundlich se obtienen graficando los logaritmos de los valores de las
isotermas, donde K; es el intercepto de la recta que se genera y el valor n (indice de no
linealidad) es la pendiente de la recta.

Las isotermas de adsorcidon se obtuvieron graficando para cada tiempo de
muestreo la concentraciéon de simazina adsorbida en suelo (S) (mg kg™') obtenidas por
balance de masa simple (concentraciéon en solucién menos concentracion inicial) versus la

concentracion de simazina en solucion (C) (mg L™).

El coeficiente de distribucion K4 se obtuvo de la linealizacion de las isotermas de
adsorcion:

K,=8/C
El coeficiente de distribucion K: se calculo a través de la linealizacion de las
isotermas segun el modelo de Freundlich:
logS =log K, +1/nlogC

donde S y C son los parametros ya descritos, y K¢ y n son constantes.

El coeficiente de adsorcién normalizado a contenido de materia organica Koc se
calculo respecto al porcentaje de materia organica de cada suelo.

100
oc = MO

Kowv= K., — ——
o d ocC 1.72

donde OC es el porcentaje de carbono organico del suelo y MO el porcentaje de materia

organica.
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5.2. Entalpia de adsorcion.

Por su parte, la entalpia de adsorcidon permite determinar si la adsorcién del
compuesto al suelo es de caracter fisico o quimico. Si los valores de entalpias estan

comprendidos entre 8 a 40 (kJ mol™”) la adsorcién es fisica y reversible.

Para determinar la entalpia de adsorcion de simazina en suelo con y sin historial
de aplicacion de herbicidas se realizaron experiencias segun el protocolo establecidos
(Gupta, 2005; Gupta, 2006; Flores, 2006; Flores et al., 2008). Se preparar6 soluciones de
simazina en CaCl, 0,005M con las siguientes concentraciones: 20, 10 y 5 ppm. Las
soluciones de simazina se pusieron en contacto con 10 g de suelo (peso seco) en una
proporcién de 4:1 en matraces de vidrio de 125 mL. En la primera etapa, los matraces se
mantuvieron a 25 °C con agitacion fuerte. La toma de muestra se realizo a las 6 horas de
comenzada la experiencia. Se dejoé decantar y 600 pL del sobrenadante se mezclaron con
metanol (1:1). Luego se centrifugd para eliminar restos de suelo. Las muestras se
almacenaron a 4 °C. Para la segunda etapa se preparé otro set de matraces. Las
soluciones de suelo y simazina se mantuvieron a 35 °C con agitacion fuerte. La toma de
muestras también se realizé a las 6 horas, de la forma ya descrita. Las muestras se
almacenaron a 4 °C. La simazina remanente en solucion fue cuantificada en HPLC segun

el protocolo descrito previamente.

Para calcular la entalpia de adsorcion se realizé el ajuste de los datos segun el

modelo de Langmuir:
1 1 1

v = L & Al
S 0y bO.C

donde S y C son los pardametros ya descritos, y Qo (mg kg') y b (L mg™) son las
constantes del modelo de Langmuir asociadas a la capacidad maxima de adsorciéon y a la

energia de adsorcion, respectivamente.

Una vez ajustado los datos, la entalpia de adsorcion se obtiene mediante la

siguiente ecuacion:
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donde T, y T, son las temperaturas empleadas en las experiencias, R es la constante
universal de los gases (8.314 J mol™ K") y b, y b, se obtienen del ajuste de Langmuir ya

descrito.

6. Estudios de biorremediacion de simazina a escala de microcosmos

La biorremediacion de suelo agricola tratado con simazina mediante Ia
bicaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 se estudid, en una primera etapa, a escala

de microcosmos.

6.1. Disefio experimental.

Cada microcosmos consistia de 150 g de suelo tamizado y tratado con simazina.
La Figura 14 muestra el disefio experimental general del ensayo de bioaumentacion a
escala de microcosmos. Se consideraron tres variables principales para el disefio
experimental: /) tipo de suelo, /i) dosis de tratamiento con simazina y iii) inoculacion con la
cepa MHP41. Otras variables estudiadas solo en suelos tipo B fueron: iv) perturbacion de
la microbiota nativa de suelos y iv) presencia de plantas.

El experimento se realizd considerando triplicados o duplicados de los
microcosmos, los que a su vez fueron sacrificiales por tiempo de muestreo. La toma de

muestras se realizé por triplicado cada 7 d durante 4 semanas.

Para el armado de los microcosmos se utilizé frascos de vidrio de 500 mL, con una
base de 7 cm de diametro. Los microcosmos se mantuvieron a temperatura ambiente en
los meses de marzo a mayo, periodo en el que se registrd una temperatura media de 22
°C (Laboratorio de Evaluacion Solar, 2007, Universidad Técnica Federico Santa Maria).
En el caso de los microcosmos con suelos irradiados, la manipulacién de los mismos fue

siempre en condiciones de esterilidad.
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El primero de los experimentos de microcosmos contemplé el empleo de suelo tipo
A (sin historial de aplicacion de simazina). La Tabla 7 resume los diferentes tratamientos
en experimentos de microcosmos con suelo tipo A. El experimento se realizé por
triplicado.

El segundo experimento a escala de microcosmos contempld la utilizacion de
suelo tipo B (con historial de aplicacién de simazina). En esta etapa, se analizd la
degradacion de simazina en estos suelos considerando como variables de estudio la
inoculacion con la cepa MHP41 (Tabla 7). En una etapa posterior, se estudi6 el efecto de
perturbacion microbiana de los suelos (irradiacion gamma) con el objeto de disminuir la
carga microbiana nativa de los mismos y la presencia de plantas (Tabla 8). Para el set de
miscrocosmos con plantas se implementé un sistema de fotoperiodo (11 horas de luz y 13
horas de oscuridad). Debido a la magnitud de este segundo ensayo de bioaumentacién
(suelos tipo B), el experimento se realizé por duplicado.

TRATAMIENTOS

Simazina : Muestreo
(ppm) 100 10-13 (semanas)
@& ® e [EE [E T0
e ® ® e [EE [ 1
suelo . @ ® . (8] (8] L8] T2
® ® 0©® = E T3
@ ® 00 I E = T4
Inoculacion . .
Plantas = " 5 - - - %
Perturbacidon ) ' : dy

Figura 14. Disefio experimental en estudios de bioaumentacién de simazina por
Pseudomonas sp. MHP41 a escala de microcosmos.
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Tabla 7. Tratamiento experimental de suelo agricola tipo A sin historial de aplicaéi()n de
simazina. ‘

100

13

6.2. Perturbacion de la microbiota nativa del suelo

El proceso de irradiacion de los suelos con historial de aplicacion de herbicidas se
realizé en la Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN), Santiago. Se aplicaron tres
dosis de 25 kGy de rayos gamma (Fig. 15). Este método se seleccion6 debido a la menor

alteracion que provoca sobre las propiedades fisicoguimicas del suelo versus otras

alternativas, como lo es el tratamiento de esterilizacion por autoclave.

Figura 15. Tratamiento con radiacion gamma de suelos tipo B. A) Etiqueta de identificacion de
CCHEN. B) Microcosmos con suelos perturbados no inoculados (tratamiento IX) C) Microcosmos
con suelos perturbados no inoculados con.plantas (tratamiento X).
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Tabla 8. Tratamientos experimentales de suelo agricola tipo B con historial de aplicacion.

Vi +
vii + -
13
Vil + + -
I1X + +
X +

6.3. Empleo de plantas en microcosmos

Para los microcosmos con plantas, se emplearon semillas de maiz Morgan
M10/M10 IMI. Este maiz no tiene modificacion genética (Fig. 16). Las semillas fueron
esterilizadas para evitar la proliferacion de hongos, segun el siguiente protocolo:
inmersion en etanol por 30 s, lavado con agua estéril (2 veces), inmersién en peroxido de
hidrégeno (H20,) por 15 a 20 min y lavado con agua estéril durante 4 minutos (2 veces).
Las semillas se hicieron germinar en placas de Petri estériles, sobre un papel de filtro
embebido en agua estéril, en presenéia de luz y a temperatura ambiente. Las plantulas
crecidas al cado de 10 d fueron plantadas en los microcosmos, en condiciones de

esterilidad.

Figura 16. Germinacion de semillas de maiz empleadas en los microcosmos con plantas. A)
Semillas sin esterilizacién. B) Germinacion de semillas de maiz esterilizadas e incubadas a
temperatura ambiente con agua estéril (0 d). C) Plantulas de maiz estériles germinadas (10 d).
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6.4. Bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41

Pseudomonas sp. MHP41 se inoculé a los microcosmos, inmovilizada en capsulas
de alginato de sodio en una concentracién final de 10° UFC g"' de suelo seco y una
frecuencia de inoculacién de entre tres y cuatro dias (Newcombe et al., 1999). En el caso
de los experimentos de microcosmos, el inéculo fue incorporado con una espatula y fue
cuidadosa y uniformemente distribuido a fin de asegurar la homogeneidad del sistema y la
reproducibilidad de los resultados. Para los experimentos de campo, la inoculacién se
realizé en el estrato superior del suelo (0-5 cm) y fue mezclado con espatula para

homogeneizar. En ambos casos, la inoculacién se realizé repetidas veces (cada 3 0 4 d)

Para la inmovilizacion de las células de MHP41, un cultivo en fase de crecimiento
exponencial (turbidezso nm ~0,8) se centrifugd y las células se lavaron 2 veces con NaCl
0,85%. El pellet bacteriano se resuspendié en una solucién estéril de alginato de sodio 1%
p/v. A continuacién la suspension células/alginato se liberd gota a gota con una solucién
levemente agitada de cloruro de calcio (9,3 g L™"). Las capsulas asi formadas de 2 a 3 mm
de diametro se dejaron reposar a 4 °C. Para los tratamientos no inoculados, se adiciond
capsulas de alginato estériles, es decir, sin células de Pseudomonas sp. MHP41.

La conservacion de las capsulas se realizé en MM 0,5x sin fuente de nitrogeno a 4
°C. De esta manera, la cepa se preservdo un maximo de 4 d antes de ser inoculada al

suelo.

La viabilidad de Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada se realizé mediante
recuento de UFC mL™1 en placas con TSA suplementadas con simazina. Una metodologia

similar fue descrita por Vancov et al.,, (2005).

6.5. Toma de muestras y analisis realizados
Se detallan a continuacién los analisis realizados en cada tiempo de muestreo.
1) Control de humedad:

La determinacién de humedad se realizé a partir de 1 g de muestra en balanza
analitica con detector de de humedad por desecacién por infrarrojo (Balanza Sartorius).

Todos los resultados se expresan por gramo de suelo seco.
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2) Recuento de heterotrofos cultivables:

En matraces Erlenmeyer a 10 g de suelo se adiciond 90 mL de solucion NaCl 0,85% y
se agité (300 rpm) durante 2 horas. Las muestras se dejaron decantar por 2 horas a 4°C.
La determinacion de los microorganismos heterétrofos cultivables se realizé mediante
recuento de UFC g” en placas con medio TSA. Tres diluciones seriadas (100 pL de
muestra en 900 uL de NaCl 0,85% p/v) y consecutivas se plaquearon en triplicado. Las
placas se incubaron a 28 °C durante 48 o 72 h. Finalmente se selecciono aquellas placas
que contenian entre 30 y 300 UFC por placa. El resultado se expresé como UFC g’ de

suelo seco.

3) Determinacion de actividad catabdlica de simazina mediante nimero mas probable
(NMP):

Para la determinacion de la actividad catabélica de degradadores de simazina (ACDS)
se empleé la técnica de numero mas probable (NMP) y deteccién con sal de trifenil
tetrazolio (TTZ), (Dinamarca et al., 2007). En tubos de ensayo con 1 g de suelo se agrego
9 mL de solucion medio minimo que contenia simazina 0,5 mM y se llevo a agitacion por 2
horas. Se dejo decantar por 2 horas a 4°C. En tubos Eppendorf se realizaron diluciones
seriadas (100 uL de muestra en 900 pL de solucion medio minimo-simazina 0,5 mM). Se
tomo una alicuota de cada dilucion y se llevo a microplaca por triplicado (metodologia de
nimero mas probable, NMP). Las microplacas se incubaron a 28°C por 4 d. Se adicioné
TTZ-metanol (concentracién final 0,1%), y se incubd hasta la aparicién de coloracién
rosada, indicador de que el TTZ fue reducido por la cadena de transportadores de
electrones de las bacterias presentes. Se determind el NMP g™ de suelo seco a través del
programa MPN Calculador (Dinamarca et al., 2007). Los resultados se expresaron como
células de microorganismos con actividad degradadora de simazina (células g” de suelo

Seco).
4) Determinacion de concentraciéon de simazina en suelo

En tubos Falcon se pes6 10 g de suelo y se agregd 20 mL de una solucién metanol
(80% v/v), pH=2. Se llevaron a agitacion por 2 horas y luego se dejo decantar a 4°C. Se
determind la concentracién de simazina en el sobrenadante por HPLC. Para esto se utilizo
una columna C-18 (Supelco), sistema isocratico, temperatura ambiente y flujo de 0,5
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mL/min. La fase movil contiene 67 % acetonitrilo, 32,5 % agua y 0,5 % acido fosférico
(Flores et al., 2008a).

7. Estudios de biorremediacion de simazina a escala de campo

La biorremediacion de simazina en suelo con la cepa Pseudomonas sp. MHP41 se
estudié, ademas, a escala de campo. En este caso, se consideré para el disefio
experimental la variable inoculacion con la cepa MHP41 inmovilizada en matriz de

alginato. Dada la magnitud del experimento, el mismo se realizé en duplicado.

Se selecciond el suelo agricola tipo A (sin historial de aplicacion de simazina). La
contaminacion controlada del suelo agricola se realizé con simazina comercial (Gesatop,
90% de simazina). En este estudio el suelo se tratd con altas dosis de simazina (100
ppm). Se determind la humedad como se describié previamente. Para cada tiempo de

muestreo la humedad se ajusté al rango optimo (15% a 20%) con agua de regadio.

7.1. Disefio experimental

El disefio experimental a campo se realizé considerando tres areas de estudio (3
m x 1 m x 20 cm), cada una bien delimitada e identificadas como S1, S2 y S3,
respectivamente (Fig. 17). Dos de ellas (S1 y S2) estaban separadas por una distancia de
2 m una de otra y fueron contaminadas con simazina comercial. La tercera (S3) se ubico a
8 m de distancia de S1 y S2 y no se contaminé con simazina. S1 se inoculé con la cepa
MHP41 inmovilizada cada 7 dias, mientras que el area S2 se adicioné capsulas estériles
con la misma frecuencia. S3 se consideré como area control no inoculado. La temperatura

y la humedad se monitorearon cada 3 0 4 d.

Desde cada zona experimental se recolectd 3 muestras al azar (30 g). Las mismas
se mezclaron y homogeneizaron para las determinaciones analiticas y microbiolégicas

descritas anteriormente (seccién 6.5). La toma de muestras se realizé por triplicado cada
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7.2. Bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41

Pseudomonas sp. MHP41 se inocul6 en la zona A1, inmovilizada en cépsulas de
alginato de sodio en una concentracién final de 10%-10° UFC g’ de suelo seco y una
frecuencia de inoculaciéon de entre 3 6 4 d. Para los tratamientos no inoculados (S2), la
inoculacion se realizo con capsulas de alginato estériles, sin células de Pseudomonas sp.
MHP41.

Figura 17. Sitios en estudios de bioaumentacion de simazina por Pseudomonas sp. MHP41 a
escala campo.
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8. Métodos de biologia molecular

8.1. Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendémico desde cepas puras se realizd mediante el
siguiente protocolo. Se tomé una alicuota de 500 ul de un cultivo en fase de crecimiento
exponencial y se calenté a 95 °C durante 10-15 min. Luego la suspension se colocé en
hielo por 2 min y se centrifugd (10.000 g, 5 min). El pellet se resuspendié en 100 pl de

agua calidad biologia molecular.

8.2. Extraccion de DNA comunitario desde suelo agricola

La extraccion de DNA comunitario desde muestras de suelo se realizdé mediante

dos estrategias que se explican a continuacion.

Para la construccion de genotecas, el DNA se extrajo desde muestras de suelo
provenientes directamente del campo (por triplicado) y mediante el método modificado
descrito por Nogales et al., (1999) como se detalla a continuacion. 1 g de muestra fue
embebida en nitrégeno liquido y disgregada con un mortero de ceramica. Las muestras
pulverizadas fueron resuspendidas en 2,4 mL de buffer de extraccion (100 mM Tris-HCI,
pH 8.0; 100 mM EDTA, pH 8.0; 100 mM de buffer fosfato de sodio, pH 8.0) que contiene
10 mg mL™ proteinasa K y 300 mg mL™ lisozima. La suspension se incubd a 37 °C por 30
min a 150 rpm. Posteriormente, se adiciond 600 ul de SDS 10% (incubar a 37 °C por 30
min a 150 rpm) y 600 upl de una solucién que contiene 10% CTAB (bromuro de
hexadecylmethylamonio) y 0,7 M NaCl (incubar a 65 °C por 15 min). Luego las muestras
fueron expuestas a 3 ciclos consecutivos de shock termico (inmersion en nitrégeno liquido
y calentamiento a 65 °C por 10 min). La suspensién se centrifugd a 4 °C (6.000 rpm, 10
min). El sobrenadante, conteniendo el DNA comunitario se colectd en tubos eppendorf y
el pellet se someti6 a otro ciclo de extraccion como se describid anteriormente. El

sobrenadante de ambas extracciones se tratd con un volumen de
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fenol:chloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) y se mezclé bien. Este paso se repitié 3
veces o hasta obtener la clarificacion total de la muestra. EI DNA en la fase acuosa se
precipitd (0,1 volumen de acetato de sodio 3M, pH 4,8 y 0,7 volimenes de isopropanol) y
se incubo toda la noche a -20 °C. Luego se centrifugé (10.000 g, 30 min), se lavo dos
veces en etanol 70% v/v, se seco al temeratura ambiente y se resuspendié en agua milli-
Q (Millipore) estéril. Finalmente, el DNA se sometid a un nuevo ciclo de extraccion y
purificaciéon con el kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) segun protocolo
del fabricante. Con este protocolo se obtuvo concentraciones de DNA de suelo de
aproximadamente 70 a 90 ug pl"' y se guardd a -20 °C hasta su empleo.

Para experimentos de T-RFLP, el DNA se extrajo desde 1 g de muestras de suelos
provenientes de ensayos de bioaumentacion (por triplicado) y mediante el empleo de un
kit comercial “Ultra Clean Soil DNA Kit" (MoBio Laboratories, Inc. Solana Beach, GA)

8.3. Visualizacion y cuantificacion de DNA

El DNA extraido se cuantificd por espectrofotometria o en gel de agarosa. En el
primer caso, se midio la absorbancia mediante el fluorometro Qubit (Invitrogen, CA) segun
las especificaciones del fabricante. El DNA extraido y purificado se visualizd mediante

electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v) y tincion con bromuro de etidio

Para cuantificar el DNA en gel de agarosa, se comparo visualmente la intensidad
de la banda de DNA, luego de tedirlo en una solucion bromuro de etidio, respecto a las
distintas bandas del estandar molecular Lambda digerido con la enzima de restriccion
Pstl.

8.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Mastercycler Personal
Thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) con el siguiente programa:

desnaturalizacion a 94 °C durante 3 min, seguida de 30 ciclos consistentes en 30 s a 94
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°C; 44 °C por 1 min, 72 °C por 2 min y finalmente un paso de elongacion durante 10 min a
72 °C. La mezcla de reaccion consistio en: 2,5 uyl de buffer Tag polimerasa 10X
(Invitrogen, CA.); 2,5 pl de dNTP’s 1 mM (Invitrogen); 1,0 pyl de MgCl, 50 mM; 2,5 ul de
cada cebador 10 mM (Invitrogen); 0,7 U Taq polimerasa (Invitrogen) y 1 a 2 pyl de DNA

templado, en un volumen final de 25 6 50 pl.

Para la amplificacion del gen 16S rRNA se empled cebadores habituales para el
dominio Bacteria: GM3 (5-AGAGTTTGATCMTGGC-3') y GM4 (5-TACCTTGTTACGACTT-3)),
que permiten amplificar fragmentos de DNA de unas 1500 pb que, practicamente,

incluyen el gen completo (Bruce et al., 1992).

Posterior a la reaccion de PCR del DNA comunitario de muestras de suelos, se
realizé un paso de reacondicionamiento de los productos de PCR, segun metodologia
previamente descrita (Thompson et al., 2002).

Las mezclas de reaccion (25 6 50 pl) se cargaron en un gel de agarosa al 0,8% y
se separaron durante 40 min a 100 V. A continuacién se tifid con bromuro de etidio y se

visualizaron las bandas con luz ultravioleta y se confirmo el tamafio adecuado (1400-1500
pb).

8.5. Purificacion de DNA

Se utilizé el kit comercial Qiaquick PCR purification (Qiagen, Germany) siguiendo
el protocolo del fabricante y eluyendo el DNA en 30-60 pl de agua milli-Q (Millipore)
estéril.

8.6. Digestion de DNA con endonucleasas de restriccion y analisis de polimorfismo
mediante ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restiction Analysis).

Para comparar los perfiles de restriccion de las cepas Pseudomonas sp. MHP41 y

Pseudomonas sp. ADP. El gen 16S rRNA amplificado se digirid con las endonucleasas de
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restriccion Mspl y Hhal, siguiendo las indicaciones de la casa comercial (Fermentas,
Ontario). Para detectar diferencias entre las bacterias, se analizaron los patrones de
restriccion del gen 16S rRNA mediante electroforesis (MiniProtean, Biorad) en gel de
acrilamida (8%; buffer Tris-borato EDTA), a 130 V durante 60 min, y tincion con bromuro
de etidio (Hernandez et al., 2008c).

9. Librerias génicas de suelos agricolas

Los productos de PCR obtenidos (ver seccion 6.2.) se clonaron en el vector
plasmidico pGEM-T Easy, empelando el kit comercial pGEM-T Easy (Promega) siguiendo

las indicaciones del fabricante.

9.1. Seleccion de clones

El vector pGEM-T Easy posee una region que codifica para la B-lactamasa que
confiere resistencia ampicilina (Amp'). Las bacterias sensibles a ampicilina se vuelven
resistentes al ser transformadas con el vector pGEM-T Easy. Cuando se liga un inserto
(DNAr 16S) al vector se produce una disrupcion en el marco de lectura de la regién que
codifica para la B-galactosidasa, lo que impide la expresion de esta enzima. Dado que la
accion de la B-galactosidasa sobre el X-Gal (sustrato) hace que se libere un compuesto
de color azul, la insercion de un fragmento de DNA en el vector se evidencia por la

ausencia de color azul.

La seleccién de los clones se basa en las observaciones que se describen a
continuacién: i)- células sin vector, no crecen Jj)- células con vector sin inserto, crecen

colonias azules, fii)- células con vector con inserto, crecen colonias blancas

Las colonias blancas fueron seleccionadas para verificar por PCR que contuvieran
el inserto buscado. Cada una de ellas fue aislada con un palillo de madera estéril y

colocada en un tubo Eppendorf para realizar la reaccion de PCR utilizando cebadores
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especificos del vector (pUC/M13f y pUC/M13r). Los productos de PCR fueron analizados

por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.

Por otra parte, se prepararon inoculos con el fin de obtener cultivos que permitan
inmortalizar los clones. A tal efecto cada uno de los palillos utilizados anteriormente,
conteniendo remanentes de la colonia aislada, fue introducido en un tubo conteniendo 3
mL de medio de cultivo LB (Luria-Bertani) con 50 ug mL™" de ampicilina. Los in6culos de
cada uno de los clones fueron incubados a 37 °C con agitacién (200 rpm) durante toda la

noche.

Por Ultimo, se tomd una alicuota de 800 ul de cada cultivo crecido hasta fase
exponencial a la que se le afiadié 200 ul de glicerol 100% (v/v) estéril; cada suspension
fue rapidamente homogeneizada y congelada a -80 °C. Los clones asi tratados pueden

ser conservados por largos periodos.

9.2. Secuenciacion del fragmento del gen 16S rRNA clonado

La reaccion de secuenciacion se realizé en un volumen final de 10 ul, empleando
los primers GM3, 518F (5-CCA GCAGCC GCG GTA AT-3") y GM4. Se determiné la
secuencia de nucleotidos utilizando como molde 5 pl de DNA plasmidial purificado que
contenia el inserto (seccion 9.1). Se empled el kit comercial Dye Terminators premix
(Applied Biosystems) segun especificaciones del fabricante. La secuenciacion se realizo
en un secuenciador automatico Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer (Servicios
Cientificos Técnicos, Universidad de las Islas Baleares, Palma de Mallorca). Los
cromatogramas fueron analizados con el programa Chromas v1.45 (Griffith University,
Queensland, Australia).

9.3. Analisis de las secuencias

Se obtuvo un total de 104 secuencias parciales y 21 secuencias completas del gen
16S rRNA de las muestras de suelos agricolas. Las secuencias parciales (~500 a 800 pb)
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se emplearon para la creacion de un arbol filogenético. Los alineamientos se realizaron
con el programa bioinformatico ARB (www.arb-home.de; Ludwig et al., 2004) que facilita
el alineamiento y comparacion de las secuencias obtenidas contra mas de 200.000
secuencias simples del gen 16S rRNA disponibles en su base de datos (www.arb-silva.de;
Pruesse et al., 2007). Se realizdé un analisis de maxima parsimonia empleando el filtro
SSURef91. Las secuencias parciales obtenidas fueron depositadas en la base de datos
Genbank con los siguientes numeros de acceso: FJ561497 a FJ561595. Las secuencias
completas fueron revisadas y editadas mediante el programa bioinformatico Sequencer
v4.7 (Gene Codes Corp) y depositadas en la base de datos Genbank con los siguientes
numeros de acceso: FJ468375 a FJ468395. Las secuencias completas fueron
comparadas con secuencias del gen 16S rRNA disponibles en la base de dato EMBL
Nucleotide Sequence Database (Baker ef al, 2000) empleando el programa FASTA
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/nuclectide.html) con el objetivo de determinar relaciones
filogenéticas.

9.4. Analisis de rarefaccion y calculo de indices de diversidad

Para realizar los analisis de rarefaccion se empled el programa Analytic
Rarefaction v1.2 disponible en la web (www.uga.edu/;strata/Software.html). Para ello, las
secuencias parciales fueron agrupadas a un nivel de similitud del 90, 97 y 99% mediante
el programa Sequencher 4.7. Se calcularon los siguientes inidces de diversidad: Shannon
(H), Equitatividad (E), Dominance (D) y Margalef segun previa descripcién (Zaballos et al.,
2006). Para ello, se empled el software PAST (Paleontological Statistics, version 1.15,
http://folk.uio.no/ohammer/past) para obtener los indices desde la totalidad de las

secuencias obtenidas y analizadas en esta tesis.

10. Anélisis de la dinamica de la comunidad microbiana de suelos agricolas

Las variaciones en las comunidades microbianas de suelos agricolas se

estudiaron durante los experimentos de bioaumentacion con la cepa Pseudomonas sp.
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MHP41 a escala de microcosmos. Para tal fin, las estrategias moleculares empleadas

fueron:

- Técnicas relacionadas con la expresion de genes rARN, mediante la hibridacion in situ o

Fluorescence /n Situ Hybridization (FISH).

- Técnicas basadas en acidos nucleicos, mediante el analisis de polimorfismo de
fragmentos de restriccion terminales o Terminal Restriction Fragment Length
Polimorphisms (T-RFLP).

Las muestras de suelo fueron recolectas y procesadas segun los requerimientos

de cada una de las metodologias empleadas y como se describe a continuacion.

10.1. Hibridacién /n Situ (FISH)

Esta técnica se realizd a partir de muestras de suelos agricolas de prevenientes de
ensayos de bioaumentacion en microcosmos previamente descritos i) suelo tipo A,
contaminados con 100 ppm de simazina comercial y ii) suelo tipo B, contaminados con 13
ppm de simazina comercial (Fig. 14). Todas las muestras fueron analizadas por

triplicados.

La metodologia se realizd segun protocolos establecidos (Zarda ef al., 1997; Musat et al.,
2006) con algunas modificaciones, segun se detalla a continuacion. La Figura 18 muestra

el protocolo general de FISH.

Las sondas de oligonucledtidos tipicamente consisten de 18 a 30 nucleotidos
marcados en el extremo 5" con fluorocromos. Las sondas aptas para su utilizacion en
protocolos de FISH han sido descritas en una amplia variedad de niveles taxonoémicos asi
como los de protocolos adecuados para su disefio y evaluacion (Hugenholtz ef al., 2001).
En algunos casos, es necesario el uso de oligonucleétidos competidores (sondas no
marcadas con fluorocromos) para evitar reacciones de hibridacion cruzadas. El
competidor en general difiere de la sonda en una base. La Tabla 9 muestras las sondas
seleccionadas para la identificacion de grupos filogenéticos especificos en los suelos

estudiados.
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Figura 18. Esquema del protocolo general empleado para la técnica de Hibridacion In Situ
(FISH).

El criterio de seleccion se fundamentd en el uso de bases de datos de acceso
publico, utiles para la eleccion de sondas que fueron previamente publicadas y evaluadas
experimentalmente en muestras ambientales, como por ejemplo ProbeBase
(http://www.microbial-ecology.net/probebase/). La especificidad de las secuencias
seleccionadas se analizé mediante la base de datos: Ribosomal Data Proyect I
(http://rdp.cme.msu:edu/). La Tabla 10 muestra porcentaje de secuencias dentro de nivel

taxondémico que muestran.
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Tabla 9. Sondas empleadas para FISH y sus respetivas condiciones de hibridacion.

\ Secuencia RNA - iz " .. Formamida ; Numero

Sonda 5-3) Hirie Especificidad / Filiacion Taxonomica® Competidor % V) Referencia "
EUB()  GCTGCCTCCCGTAGGAGT Mayoria de las bacteria pB-00159
EUB(I)  GCAGCCACCCGTAGGTGT 165  Supplemento de EUB 338: Planctomycefales no 35 Daims et al. 1999 pB-00160
EUB(Ill)  GCTGCCACCCGTAGGTGT Supplemento de EUB 338: Verrucomicrobiales pB-00161
ALF1B CGTTCGYTCTGAGCCAG 165 Alphaproteobacteria no 10 Manz et al. 1992 pB-00017
BET42a  GCCTTCCCACTTCGTTT 23S Betaproteobactenia GAM42a 35 Manz et al. 1992 pB-00034
GAM42a  GCCTTCCCACATCGTTT 235 Gammaproteobacteria BET42a 35 Manz et al. 1992 pB-00174
PLA886  GCCTTGCGACCATACTCCC 165 Planctomycetales, mayoria Eukarya CcPLABBE 35 Neef et al. 1998 pB-00284
HoAc1402 CTTTCGTGATGTGACGGG 168 Acidobacteria cHoAc1402 05  Juretschkoefal 2002  pB-00183
PS56a GCTGGCCTAGCCTTC 23S Pseudomonadales no 0-5 Schonduve ef al. 1996 pB-00289
ARCH915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT  16S Archaea no 10 Stahl and Amann, 1991  pB-00027

a Sondas marcadas con fluorocromo Cy3.
b Subunidad ribosomal 16S o 23S de E.coli.
¢ Base de Datos: Ribosomal Database Project Il (http:/rdp.cme.msu.edu/).
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Tabla 10. Porcentaje de especificidad de grupo de las sondas de oligonucleétidos de FISH
seleccionadas para el analisis de las comunidades microbianas de suelos agricolas.

Sonda® Especificidad" Filiacion
EUB (1) 97%  Bacteria
EUB (Il) 1%  Bacteria (Planctomycetes 92%) Dominio Bacteria
EUB (Ill) 1%  Bacteria (Verrucomicrobia 71%)
95%  Alphaproteobacteria
ALF1B 5% otras (Verrucomicrobia; Acidobacteria;
Proeobacteria; Nitrospirae etc.) Filum Proteobacteria
BET42a ND  Betaproteobacteria
GAM42a ND  Gammaprotecbacteria
95%  Planctomycetes
PLABEE 59 otras (Acidobacteria; Proeobacteria; Filum Planctomycetes
Verrucomicrobia; etc.)
75%  Acidobacterias
iRl otras (Actinobacteria; Proteobacteria; P S REHRaER
e Firmicutes; Verrucomicrobia; etc.)
PS56a ND  Pseudomonas Género Pseudomonas
82%  Achaea
ARCH915 17%  Achaea no clasificadas Dominio Achaea
<1% Bacteria

? Seleccion de sondas desde la base de datos ProbeBase (http://www.microbial-ecology.net/probebase/).

b
Analisis de especificidad de |a sonda mediante Ribosomal Data Proyect Il (http://rdp.cme.msu.edu/).ND: No determinado

10.1.1. Fijacién de las muestras de suelos

La Figura 19 esquematiza los procesos de fijaciéon empleados en las muestras de

suelo. Inmediatamente después de la toma de muestra, 10 g de suelo se mezclé con 20

mL de solucion de PBS con formol al 4% v/v (filtrar). Las muestras se agitaron (sin vortex)

durante 6 h a 4 °C. Posteriormente, 2 mL se centrifugaron (13.000 rpm durante 3 min) y el

sedimento se lavé dos veces con PBS estéril para eliminar restos de formol. Finalmente
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las muestras se resuspendieron en 2 mL de una solucién de PBS:Etanol (1:1) y se

almacenaron a -20 °C (Zarda et al., 1997)

Como protocolo alternativo de fijacién, 10 g de suelo se mezclaron con 20 mL de
solucion de PBS:Etanol (1:1). Posteriormente, las muestras se agitaron (sin vortex)
durante 6 h a 4 °C. Finalmente, alicuotas de 2 mL de las muestras asi fijjadas se

almacenaron a -20 °C.

& 10@ m ° 1091'@ ﬂ 10 ml PBS

suelo 20 mL PBS suelo (filtado) + 10 ml
filtrado) de Etanol

|

Agitar (sinvortex) 1a 6 h / 4 °C

Agitar bien (sin Vortex) y alicuotar (2 mL)

la6h/40°C
Lavar 2 veces con 2 mL
Alicuotar 2 mL — de PBS filtrado
o - wn
l = (para eliminar Formol) g
= =
Centrifugar 'i' - 5
; = Agregar 1 mL 2
13.0 3 greg

BRI/ i al PBS (filtrado) + 3

! n 1 mL de Etanol

Descartar sobr'enadante —_— 1
Mezclar bien —o—o—oss—

4

GUARDAR a -20 °C

Figura 19. Esquema del protocolo de fijacion de las muestras de suelo para FISH.

10.1.2. Preparacion de la muestra en filtros

Se empleo el siguiente protocolo:

a) Hacer diluciones (1/10) de las muestras fijadas en PBS en un volumen final de 10-15

mL. Colocar en bafio de ultrasonido por 15 a 30 min (o sonicar con 2 pulsos de 1 min,
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cada 5 min) para favorecer el desprendimiento de células bacterianas que
permanecen retenidas a las particulas de suelo.
b) Filtrar la muestra en filtros GTTP (0,22 um, Millipore).

c) Fraccionar los filtros en partes iguales y almacenar secos a -20 °C.

d) Una porcion del filtro se tifie con DAPI (dicloruro de 4,6-diamidino-2-fenilindol) para

determinacion de abundancia microorganismos (ver seccion siguiente)

e) Las porciones restantes del filtro se ocupan para la reaccién de hibridacién con las

diferentes sondas marcadas.

10.1.3. Determinacién de abundancia de microorganismos mediante tincion con DAPI

A una porcién del filtro se agregd 15 a 20 pl de solucion de DAPI (1ug pl’) y se
incubd 1-2 min a temperaturas inferiores a 25 °C (se recomienda trabajar sobre hielo).
Luego se lavo con agua destilada, se paso por etanol absoluto por 2-3 s y se secé a
temperatura ambiente. Los filtros tefiidos se guardaron protegidos de la luz a -20 °C.

10.1.4. Reaccion de Hibridacion

Para la reaccién de hibridacion, una porcion de filtro se colocd sobre un
portaobjeto. La descripcion de sondas empleadas, sus respectivas propiedades y el
requerimiento de competidores se detallan en la Tabla 9. Simultaneamente se preparé 2
mL de la mezcla de hibridacion como se describe en |la Tabla 11. La mezcla consistié en
Tris (pH 8), SDS, NaCl (5 M) y formamida. El volumen adicionado de formamida depende
de los requerimientos de cada sonda (Tabla 9). A cada filtro se agregd 16 pl de mix y 2
de sonda (50 ng pl") y su respectivo competidor en casos de requerirlo. Los filtros se
incubaron a 46 °C por 2 h en una camara de hibridacién que consistié en un tubo Falcon
de 50 mL con un papel tissue embebido en el volumen sobrante del mix de hibridacion

(sin sonda).
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10.1.5. Etapa de lavado

Se preparé 50 mL de buffer de lavado, adicionando Tris (pH 8), SDS, NaCl (5 M) y
EDTA (0,5 M). El volumen adicionado de NaCl y EDTA se agrega dependiendo de la
concentracion de formamida que cada sonda requiere, segun se detalla en las Tablas 9y
12. Los filtros se incubaron a 48 °C en durante 15 min en tubos Falcon de 50 mL con el
buffer pre-calentado. Los filtros se tifieron con DAPI (seccién 10.1.3) y se secaron.
Finalmente se colocaron en portaobjetos, se adicionaron con solucion 4:1 de Citifluor
(Citifluor Ltd.) y Vecta Shield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA), respectivamente
y se guardaron protegidos de la luz a -20 °C.

10.1.6. Cuantificacion de microorganismos de suelo

La cuantificacién se realizé en microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axiophot,
AX10). Para cuada muestra y por triplicado, un total de 600 a 800 células tefiidas con
DAP| se contaron para la determinacién de microorganismos totales (abundancia).
Asimismo, para cada sonda se contdo al azar aproximadamente 15-20 campos
correspondientes a 600-800 microorganismos tefiidos con DAPI, empleando el filtro
adecuado para el fluorocromo Cy3. Los resultados se expresaron como células g’ de

suelo seco.
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Tabla 11. Protocolo de preparacion de la mezcla de hibridacion segun los
porcentajes de formamida requeridos para cada sonda.

MEZCLA DE HIBRIDACION
REACTIVO |CONCENTRACION VOLUMEN (ul)

TRIS (pH 8.0) ™ 40
SDS 10% 2
NaCl 5M 360
FORMAMIDA* 35% 700

10% 200

5% 100

0% 0

H,O Hasta ajustar el volumen final a 2 mL

*La concentracion de formamida a emplear se selecciona segun la condicién de hibridacion requerida para
cada sonda, tal como se indica en la Tabla 9

Tabla 12. Protocolo de preparacion del buffer de lavado segin los porcentajes de
formamida requeridos para cada sonda.

BUFFER DE LAVADO

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN (pl)

TRIS (pH 8,0) ™M 1000

SDS 10% 50

FORMAMIDA 35% NaCl (5M)* 700 | EDTA0,5M | 500
10% 4500 PR :
5% 6300 -
0% 9000 -

H,O Hasta ajustar el volumen final a 50 mL

*Los volumes de NaCl y EDTA a emplear se selecciona segun la concentracion de formamida requerida para
cada sonda, tal como se indica en la Tabla 9.
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10.2. Analisis de polimorfismo de fragmentos de restriccién terminales (T-RFLP)

El protocolo de T-RFLP usado correspondié al implementado por Moran, 2006
(Moran et al., 2006) y se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biorremediacion del Departamento de Genética Molecular y Microbiologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas, en la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. La Figura 20

muestra el protocolo general de T-RFLP.

10.2.1. Amplificacion del gen 16S rRNA del DNA comunitario de suelo

Se realiz6 la amplificacion del DNA extraido desde muestras de suelo mediante la
reaccion de PCR con los primers 8f (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3'), marcado
con el fluorocomo NED, y 1392r (5' ACG GGC GGT GTG TAC 3') disefiados para el gen
16S rARN del dominio Bacteria (Amann et al., 1995), usando dos diluciones del DNA
(1:20 y 1:50) y la muestra sin diluir, en triplicado.

En todos los tubos se tuvo un volumen final de 50 pl, correspondiente a la mezcla
de reaccion, 1 pl de la muestra de DNA a amplificar (muestra sin diluir o diluida) y agua
calidad biologia molecular estéril para completar el volumen de reaccion. La reaccion de

PCR que se empled se describe previamente (seccion 8.4).

Finalmente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa (1,2% p/v) para
visualizar la obtencién de una banda de aproximadamente 1500 pb. A partir de éste se
eligio la dilucion a purificar y digerir, la cual correspondié a la dilucion 1:50 de los

triplicados.
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Muestra de suelo
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Reaccién de PCR con
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Figura 20. Esquema del protocolo general empleado para el analisis de polimorfismo de
fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP)

10.2.2. Purificacion y cuantificacion del DNA

La purificacion de los productos de la reaccién de PCR se llevd a cabo utilizando el

kit de purificacién Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega, Madison, WI),

siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La cuantificaciéon del DNA obtenido se

determind por absorbancia como se describié previamente (seccién 6.1.3.).

10.2.3. Digestion de los productos de PCR y electroforesis capilar

Para cada muestra, la digestion de los productos de PCR purificados se realizé de

forma independiente con las enzimas Msp/ y Hhal (Invitrogen, Carlsbad, CA) en un
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Posteriormente, los fragmentos digeridos fueron lavados con etanol 70% (v/v),
resuspendidos en 5 ul de agua milli-Q estéril y separados por electroforesis de capilaridad
empleando un equipo ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems; Foster
City, CA) en el servicio de genotipificacion de la oficina de biotecnologia de la Universidad
de lowa, USA (http://www.dna.iastate.edu/mainpage_genotype.html). El tamafio de los
fragmentos terminales del 16S rDNA digerido se estimaron mediante el estandar interno
ROX 1000.

10.2.4. Analisis de datos y estadistica

Los datos obtenidos del elecroferograma, fueron procesados para el analisis de
estructura de comunidad. En primera instancia se empleé el programa Gene Scan View
1.2, que facilitd la lectura de los electroferogramas. Posteriormente, fue necesario
redondear el tamario de los fragmentos terminales de restriccion (Terminal Restriction
Fragments, TRFs), debido a que los largos entregados originalmente por el método de
secuenciacion corresponden a numeros decimales, producto del tiempo de migracion de
los distintos TRFs obtenidos. Su tamaro real debe corresponder a un numero entero dado
por la cantidad de pb que lo componen. Luego se debid eliminar los fragmentos cuyos
tamafios fueran inferiores a 35 pb y mayores a 500, dado que el estandar empleado
discrimina en el rango 30 - 500 pb, con mayor error en los extremos. Por ultimo, los
fragmentos que diferian entre si en 2 pb fueron agrupados, debido a que el error del
equipo corresponde a + 2 pb. Esto se traduce en que la altura y el area asociado al largo
de un TRF sera la suma de aquellos fragmentos que pueden ser agrupados (Wang et al.,
2004; Li et al., 2007).

Para una interpretacion mas exhaustiva de las variaciones observadas en los
perfiles generados por T-RFLP, se recurrié a un analisis estadistico multivariado mediante
el programa Primer (Primer-E Ltd, Plymouth, UK), Estos analisis ayudan a agrupar
conjuntos grandes de datos y a analizar de forma simultanea variables que constan de
una gran complejidad. El programa permitié realizar matrices de similitud, analisis de
clusters y test estadistico ANOSIM (un procedimiento multivariable al azar analogo al
ANOVA) y analisis multivariable de los datos mediante el método NMDS (“No-Metric
Dimensional Scaling”). EI NMDS permite medir la similitud (o disimilitud) entre los TRFs

obtenidos con la enzima de restriccion Hhal para cada suelo en su conjunto, facilitando su
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interpretacion. El método de NMDS puede ser combinado con el analisis ANOSIM para

proveer la diferencia de grupos (Clark y Gorley, 2006).

Asimismo, se empled la herramienta bioinformativa The T-RFLP Phylogenetic
Assignment Tool (Kent et al., 2003) para la construccion de perfiles taxonémicos mediante
la “asignacion” de phylum a las diferentes areas (perfiles T-RFLP) obtenidos con las
enzimas Msp/ and Hhal (Moran et al., 2006), por ejemplo, en estudios de comunidades
microbianas.

11. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos de los microcosmos fue
realizado en el Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA) con ayuda del
Dr. Marcos Méndez. Los resultados del trabajo experimental fueron analizados mediante
un andlisis de varianza para muestras repetidas (ANOVA), a un nivel de significancia (p)
de 5%, mediante el programa SYSTAT v6.1 para Windows.
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RESULTADOS



VI. RESULTADOS

1. Caracterizacion de la bacteria Pseudomonas sp. MHP41

Para la identificacion mas exacta de los microorganismos y su diferenciacion es
necesario recurrir a técnicas moleculares basadas en marcadores genéticos como el gen
ribosémico 16S rRNA. La caracterizacion y comparacion de la cepa MHP41 respecto de la
cepa modelo degradadora de atrazina Pseudomonas sp. ADP se realizé6 mediante |a técnica
ARDRA con las enzimas de restriccién Mspl y Hhal.

La cepa MHP41, aislada de suelos agricolas de la Regién de Valparaiso, es una
bacteria Gram-negativa degradadora de s-triazinas, movil y forma colonias redondas, lisas y
convexas cuando crece en placas de agar.

Los perfiles electroforéticos de los fragmentos de restriccion del gen 16S rRNA
digerido con las endonucleasas (Msp/ y Hhal) y obtenidos para cada cepa, se muestran en la
Figura 21. El analisis ARDRA mostré diferencias importantes en el patron de restriccion del
gen 16S rRNA entre ambos microorganismos permitiendo determinar que las cepas
Pseudomonas sp. MHP41 y ADP son ribotipos diferentes.

Los resultados aqui descritos', en conjunto con otros obtenidos previamente en el
Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental (UTFSM) permitieron
identificar a la cepa MHP41 como Pseudomonas sp. y diferenciarla de la cepa Pseudomonas
sp. ADP.

! Estos resultados contribuyeron a la siguiente publicacion cientifica: Hernandez, M., P. Villalobos, V. Morgante,
M. Gonzalez, C. Reiff, E. Moore and M. Seeger. (2008) Isolation and characterization of a novel simazine-
degrading bacterium from Chilean agricultural soils, Pseudomonas sp. MHP41. FEMS Microbiol Lett 286: 184-
190.
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Figura 21. Ribotipificacion de la cepa MHP41.
A) Amplificacion del gen 16S rRNA de las cepas
bacterianas MHP41 y ADP. MM: marcadores de
masa molecular (1 Kb). B) Perfii ARDRA de
Pseudomonas sp. MHP41 and Pseudomonas
sp. ADP digeridos con Msp! y Hhal. MM:
marcadores de masa molecular (100 pb).
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Para los ensayos de biorremediacién se colectaron dos tipos de suelos agricolas del

Valle de Quillota, Regién de Valparaiso (Fig. 22).

Figura 22. Zonas de muestreo de los suelos agricolas, en la provincia de Quillota. A) Zona de
muestreo en terreno aledafio a invernaderos de claveles. B) Vista general del cultivo de paltos.
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La Tabla 13 resume las propiedades fisico-quimicas y el historial agricola de cada
tipo de suelo Esto si son resultados. Las principales diferencias entre los suelos estudiados
son el historial de aplicacién de herbicidas, el contenido de materia organica y la textura.

Ambos tipos de suelo presentan un pH neutro y una relacién carbono:nitrégeno (C/N) similar.

Tabla 13. Propiedades fisico-quimicas e historia agricola de cada tipo de suelo.

Tamaiio particulas (%) c N CIN Materia Tipo Simazina
Suelo Textura " organica  cultivo tratamiento
Arcila  Limo  Arena (9kg’) (gkg?) (H:0) 9'(%) ( )
Hiin: huerta y
Al 29,3 30,0 40,7 X 20,3 1.8 11,5 72 35 flores, nunca
arcilloso ;
rotativo
palta,

B2 10,7 40,7 48,6 franco 25,6 20 12,8 6.4 85 anual

continuo

(1) Laboratorio de Suelos y Analisis Foliar. Facultad de Agronomia, PUCV, Quillota, Chile.
(2) Dr. Edward Moore. Macaulay Land Use Research Institute, Aberdeen, Escocia.

Existen diferentes métodos para estimar el numero de microorganismos presentes en
el suelo. Los métodos mas empleados se agrupan en dos grandes categorias: los que se
basan en recuentos directos mediante el uso de microscopios (tincién con compuestos de
afinidad a acidos nucleicos, colorantes vitales, etc.) y aguellos que se basan en el cultivo de
microorganismos (recuento de bacterias viables en placa, numero mas probable, etc). En
esta tesis, la estimacion de la abundancia total de microorganismos en el suelo se realizd
mediante tincién con DAPI (compuesto quimico de alta afinidad al DNA) mientras que el
numero de heterétrofos cultivables se estimdé mediante el recuento en placa de TSA. En
general, no se observaron variaciones significativas en el numero total de microorganismos
entre el suelo tipo A y B (la abundancia de microorganismos en el suelo A es de 1,53 + 0,31
x 10'° cel g, mientras que en el suelo B es de 2,11 £ 0,21 x 10" cel g"'). A pesar de que
ambos tipos de suelos mostraron una abundancia de microorganismos semejante, el suelo A
se diferencia del suelo B por un orden de magnitud en el recuento de heterodtrofos cultivables
(8,26 + 0,21 x 10° UFC g en el suelo Ay 4,5 + 0,58 x 10° UFC g™ en el suelo B).

3. Estudios de adsorcién de simazina en suelos agricolas

El destino de un herbicida en el suelo depende en parte relevante de las

interacciones con la fraccion solida del suelo. Estas interacciones son de caracter fisico-
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quimicas, dependientes del tipo de herbicida y de las caracteristicas del suelo y
corresponden principalmente a procesos de adsorcion. El método comunmente empleado
para este tipo de estudio es la creacion de isotermas de adsorcion y posteriormente el

analisis de las mismas mediante el modelo lineal y el modelo de Freundlich.

Inicialmente, se obtuvieron las isotermas de adsorcion para el suelo A y B,
respectivamente. Las isotermas se construyeron graficando las concentraciones de simazina
en solucién versus las concentraciones de simazina en suelo para ambos suelos agricolas,
obtenidas desde experimentos tipo batch empleando concentraciones iniciales de simazina
en las soluciones de 100, 50, 20, 10, 5 y 2 ppm. El equilibrio de adsorcién o isoterma se
establece cuando la concentracion de contaminante remanente en la solucién se encuentra
en equilibrio con la concentracién en la superficie del sélido a una temperatura constante.

(Figura A1, Anexo I).

La Figura A2, en el Anexo |, muestra algunas de las regresiones realizadas para
obtener los valores de Ky en suelos tipo A y B segun el modelo lineal. Las regresiones
mostradas se seleccionaron para cubrir el mayor rango de horas en las que se realizo el
ensayo. La Tabla A1 (Anexo |) resume los valores obtenidos para el coeficiente de
distribucion Ky de simazina en los suelos estudiados. Se indican también los valores del
ajuste de las regresiones lineales. La Figura A3 (Anexo I) muestra algunas de las
regresiones realizadas para obtener los valores de K; en suelos A y B segun el modelo de
Freundlich. Al igual que para el modelo lineal, las regresiones mostradas se seleccionaron
para cubrir el mayor rango de horas en las que se realiz6 el ensayo. En la Tabla A2 (Anexo [)
se muestran los valores obtenidos para el coeficiente de distribucion K; de simazina en los
suelos estudiados, segun el ajuste del modelo de Freundlich. Se indican también los valores

de ny los valores para las regresiones lineales.

La Tabla 14 resume los valores de Ky, R? K;y n determinados para la adsorcion de
simazina en los suelos A y B a las 24 h, respectivamente. Se puede observar que los
coeficientes de distribucion estimados para simazina segun el modelo lineal (ks) son menores
en el suelo A. Esto indicaria que simazina es retenida en menor medida por estos suelos,
debido probablemente a sus caracteristicas fisico-quimicas. De igual forma, coeficientes de
distribucion segun el modelo de Freundlich (K;) son menores para suelo A. También se
observa que los valores de n son distintos de 1, lo que impide hacer comparaciones directas
entre los coeficientes calculados segun este modelo y segun el modelo lineal. Valores de n
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menores a la unidad indican que es retenida en suelo y que la adsorcion es dependiente de

la concentracion inicial del compuesto en solucion.

Tabla 14. Coeficientes y parametros determinados a las 24 horas para los modelos Lineal y
Freundlich que describen la adsorcion de simazina en los dos tipos de suelos agricolas
estudiados.

Modelo Lineal Modelo de Freundlich

Ka(L kg™) R* Ki(Lkg") n
Suelo A 7.74 0.98 1.63 0.58
Suelo B 9.32 0.97 1.96 0.66

Los Koc determinados para simazina en suelo con y sin historial de aplicacion de
herbicidas fueron de 193 (L kg™) y de 300 (L kg™), respectivamente. Estos valores indicarian

que la adsorcién de simazina en ambos tipos de suelo es de caracter moderada.

Posteriormente, para estimar la entalpia de adsorcidon de simazina se realizaron
isotermas de adsorcion a dos temperaturas diferentes (Figura A4 y Tabla A3, Anexo [). Los
valores de entalpia de adsorcion obtenidos para el suelo A y B fueron de -11,50 (kJ mol™) y
de -21,06 (kJ mol™), respectivamente. Estos valores indicarian que el tipo de adsorcion de
simazina en ambos suelos es un proceso gobernado por interacciones fisicas del tipo
puentes de hidrogeno (Navarro-Garcia, 1992; DiVincenzo, 1997). La adsorcion del tipo fisica

es un proceso rapido y usualmente reversible debido al bajo requerimiento energético.

Estos resultados en su conjunto muestran que en los suelos estudiados, la adsorcion
de simazina es un proceso exotérmico gobernado por enlaces tipo puentes de hidrégeno. En
el caso del suelo A (suelo franco-arcilloso) la adsorcion de simazina se debe principalmente
a interacciones con la fraccion arcillosa mientras que en el suelo tipo B (franco) a

interacciones con la materia organica (Flores et al., 2008).

% Estos resultados contribuyeron a la siguiente publicacién cientifica: Flores, C., V. Morgante, M. Gonzalez, R.
Navia, and M. Seeger. 2008. Adsorption studies of the herbicide simazine in agricultural soils of Aconcagua
valley, central Chile. Chemosphere, doi:10.1016/j.chemosphere.2008.10.060. In press.
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La inmovilizaciéon de la cepa MHP41 en matriz de alginato fue la estrategia de

proteccion del inoculo estudiada en ésta tesis (Fig. 23).

Figura 23. Células de la bacteria Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizadas en matriz de alginato.
A) Proceso de formacion de capsulas de alginato de sodio con bacterias al caer en solucidon de CaCl,
agitado. B) Las capsulas de alginato que contienen las células se escurren y se inoculan en los
microcosmos de suelo. ‘

Para evaluar si la inmovilizacion de la cepa MHP41 en capsulas de alginato afecta el
crecimiento y capacidad de degradacion de simazina, se disefiaron experimentos de
viabilidad y de remocién de simazina.

La matriz de alginato de sodio preservo la viabilidad celular y promovié el crecimiento
de la cepa MHP41 (Fig. 24A). Después de 48 h de incubacion, se observé un aumento de

mas de dos érdenes de magnitud en el recuento de células bacterianas (UFC mL™).

La degradacion de la simazina por células inmovilizadas fue estudiada mediante
HPLC. Células encapsuladas de la cepa MHP41 fueron capaces de degradar la simazina en
medio liquido (Fig. 24B). El 90% de la simazina fue eliminado en las primeras 6 h del ensayo.
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permite la libre difusion de nutrientes y oxigeno hacia las células inmovilizadas. La

degradacion de la simazina por células inmovilizadas fue estudiada mediante HPLC. Células

encapsuladas de la cepa MHP41 fueron capaces de degradar la simazina en medio liquido

(Fig. 24B). El 90% de la simazina fue eliminado en las primeras 6 h del ensayo.
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Figura 24. Viabilidad y degradacion de simazina por Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada. A)
Viabilidad de la cepa MHP41 encapsulada. Las capsulas fueron crecidas en MM con simazina
(0,5mM). Las UFC mL" fueron determinadas en medio TSA. B) Remocion de simazina por la cepa
MHP41 inmovilizada. La concentracién de simazina se cuantific6 por HPLC. En linea punteada,
tratamiento control (capsulas de alginato estéril). En linea sélida, tratamiento inoculado (células de la
cepa MHP41 encapsuladas). Cada punto es un promedio de tres experimentos independientes.
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En el tratamiento control se observé.una leve disminucion en la concentracién de
simazina a las 6 h. Sin embargo, el total de simazina adicionada al- medio al inicio del
experimento fue detectada a las 48 h. Esto indica que el alginato no participa en la remocion
de la simazina.

Estos resultados permitieron concluir que el proceso de inmovilizacién de
Pseudomonas sp. MHP41 en matriz de alginato no disminuye su viabilidad ni su capacidad
de degradacion de simazina.

5. Bioaumentacion con la cepa bacteriana MHP41 en microcosmos de suelo

Para determinar la capacidad de Pseudomonas sp. MHP41 de remediar suelos
tratados con simazina, se emplearon microcosmos de los suelos agricolas descritos
anteriormente (Fig. 25). La bioaumentacién con la cepa bacteriana MHP41 se realizé con

células inmovilizadas en alginato de sodio (Fig. 23).

Figura 25. Microcosmos de suelo agricola tipo A empleados en los estudios de

biorremediacion. A) Montaje del set de microcosmos. B) Imagen de un microcosmos conteniendo el
suelo tamizado.
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5.1. Suelos agricolas sin historial de aplicacion de herbicidas

La Tabla 7 muestra cada uno de los tratamientos y su respectiva nomenclatura en los
ensayos de microcosmos con suelos tipo A. Este suelo se traté con dos dosis del herbicida:
100 ppm para analizar condiciones de alta concentracion (tratamientos | y Il) y ~13 ppm,

simulando las condiciones de aplicacion de simazina en el campo (tratamientos Il y IV).

La Figura 26 muestra la atenuacién de simazina en suelo tratado con simazina a 100
ppm. No se observo atenuacion natural del contaminante. La bioaumentacion con bacterias
encapsuladas fue exitosa, con la completa remocion del compuesto al cabo de 28 d (>98%).
En este tratamiento, el tiempo de vida media de la simazina fue de 14 d con una velocidad
de remocién de simazina (u) de 4,15 ppm d’. Por lo tanto, la bioaumentacion con
Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada fue esencial para la remocion del herbicida aplicado

a altas concentraciones.
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Figura 26. Efecto de la bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada sobre la
atenuacion de simazina en suelo agricola sin historial de aplicacién de simazina. El suelo fue
tratado con tratado con 100 ppm. Linea sélida, tratamiento no inoculado. La linea punteada,
tratamiento inoculado con la cepa MHP41. Los resultados son el promedio de tres experimentos
independientes. Las flechas indican los puntos de inoculacion.
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La degradacion de un herbicida depende, entre otros factores, de la actividad
microbiana, las condiciones ambientales y de la presencia de sustratos. Para estimar el
nimero de microorganismos degradadores de simazina presentes en el suelo se utilizo el
método de numero mas probable (NMP). Este método permite determinar la actividad

catabolica de microorganismos degradadores de simazina (ACDS) (Dinamarca et al., 2007).

La Figura 27 muestra efecto de la bioaumentaciéon con Pseudomonas sp. MHP41
sobre la ACDS en suelo tipo A tratado con 100 ppm de simazina. Se observo que en suelos
controles la ACDS es muy baja. La bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41
incrementd en forma significativa la ACDS. La adicion de bacterias encapsuladas,
incrementa la ACDS a partir de la primera semana, llegando a niveles maximos a partir de la
segunda semana. Estos niveles altos de ACDS se mantienen hasta el final del experiemento
(p<0,05).

El incremento de la ACDS en los microcosmos bioaumentados se correlaciona con la
atenuacion de simazina observada en estos microcosmos (Fig 26). En suelos control donde

no se observé degradacion de simazina, la actividad metabdlica de simazina en los suelos

fue baja.

5

4
(=]
Qo
4
% 2] W0 dias
2
&0 O3 dias
)
2 07 dias
[=T4]
9 B 14 dias

1 =

W 21dias
o | memm T .
No Inoculado Inoculado
Microcosmo

Figura 27. Estimacion de la ACDS en microcosmos de suelo sin historial tratados con simazina
(100 ppm). Se muestran tratamientos no inoculados e inoculados con Pseudomonas sp. MHP41. Los
resultados son el promedio de tres experimentos independientes.
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En una segunda etapa, se estudié el efecto de la bioaumentacién en suelo sin
historial de aplicacién de simazina tratados con concentraciones de simazina similares a la
aplicada en las practicas agricolas (~13 ppm). Se observé una remocion natural del
contaminante que alcanza el 56% a los 28 d de experimentacion (U= 0,2 ppm d’). La
inoculacion de la cepa MHP41 encapsulada acelera la degradacion del herbicida (u= 0.4
ppm d™), con un tiempo de vida media de 5 d. En tratamientos bioaumentados el remanente
de simazina al cabo de 28 d es de 4% (Fig. 28A).
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Figura 28. Efecto de la bioaumentacién con Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada sobre la
atenuacién de simazina y la ACDS en suelo agricola sin historial de aplicacién de simazina. El
suelo fue aplicado con concentraciones de simazina similares a las practicas agricolas (~13 ppm). A)
La remocidén de simazina se cuantificé por HPLC. Linea sdlida, tratamiento no inoculado. La linea
punteada, tratamiento inoculado con Pseudomonas sp. MHP41. B) La ACDS se determiné mediante
NMP. Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes. Las flechas indican los
puntos de inoculacion.

El efecto de la bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 sobre la actividad
catabdlica degradadora de simazina se estudid también en suelo tipo A contaminado con
simazina a baja dosis (~13 ppm). Al igual que en los experimentos previos, la ACDS es baja

en los suelos no inoculados (Fig. 28B). La bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41
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incrementa la ACDS a partir de la primera semana y a lo largo del periodo de

experimentacion (p<0,05).

En consecuencia, este estudio demostré que la bioaumentacion con la cepa nativa de
Pseudomonas sp. MHP41 fue exitosa en suelos sin adaptacion previa a simazina. La
remocion de simazina mediada por esta cepa es menos significativa cuando simazina fue

aplicada en bajas concentraciones.

5.2. Suelos agricolas con historial de aplicacion de herbicidas

Se estudié el efecto de la bioaumentacion con la cepa bacteriana Pseudomonas sp.
MHP41 sobre procesos de biodegradaciéon de simazina en suelos tipo B. Este suelo se tratd
con una dosis del herbicida que simula las condiciones de aplicacién de simazina en el
campo (~13 ppm). La Tabla 8 muestra cada uno de los tratamientos y su respectiva

nomenclatura en ensayos de microcosmos en suelos tipo B.

En suelo con historial de aplicacién de simazina se observé una atenuacion natural
del contaminante que alcanza el 50% de remocién a los 10 d (Fig. 29). La velocidad de
remocion de simazina (u) es de 0,447 ppm d”'. La bioaumentacién aumenta la velocidad de
remocion de simazina (u=0,786 d'). Al cabo de 28 d la simazina es completamente removida

en ambos tratamientos (>99%).

La estimacion de la ACDS para el suelo con historial de aplicacién de simazina se
muestra en la Figura 30. Se observd que la microbiota nativa del suelo es activa en el
catabolismo de simazina desde la primera semana de experimentacion, y esta actividad
catabdlica aumenta con el tiempo. La adicion de Pseudomonas sp. MHP41 al suelo elevé la

ACDS en fases tempranas del ensayo.

Los resultados obtenidos demuestran que la adaptaciéon previa de la microbiota al

compuesto simazina es importante en el proceso de biodegradacion natural.
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Figura 29. Efecto de la bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada sobre la
atenuacion de simazina en suelo con historial de aplicaciéon de simazina. El suelo fue tratado con
concentraciones de simazina similares a las practicas agricolas (~13 ppm). Linea sélida, tratamiento
no inoculado. Linea punteada, tratamiento inoculado con Pseudomonas sp. MHP41. Los resultados
son el promedio de tres experimentos independientes. Las flechas indican los puntos de inoculacion.
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Figura 30. Estimacion de la ACDS de simazina en microcosmos de suelo con historial tratado
con simazina (13 ppm) durante experimentos de bioaumentacién. Se muestran los tratamientos
no inoculado e inoculado con Pseudomonas sp. MHP41. Los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes.
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6. Efecto de la perturbacion de la microbiota y la presencia de plantas sobre la

biodegradacion de simazina en suelos

Adicionalmente, durante experimentos de bioaumentacion en suelos tipo B, se
estudiaron otros factores que, se ha descrito, cumplen un rol fundamental en la remocion del
contaminate. En estos estudios se analizé la atenuacién de simazina y la ACDS en funcion

de la microbiota nativa del suelo y las plantas.

6.1. Efecto de la perturbacion de la microbiota nativa sobre la atenuacion de simazina

Con el fin de estudiar el rol de la microbiota nativa en la remocién del herbicida
simazina, un nuevo set de microcosmos fue disefiado empleando suelo tipo B perturbado en
su carga microbiana. Para ello, el suelo agricola se sometio irradiacion gamma. En este
proceso se aplicaron tres dosis de 25 kGy. La Tabla 8 muestra cada uno de los tratamientos
y su respectiva nomenclatura en ensayos de microcosmos con suelo tipo B. Asimismo, en
estos suelos también se estudio el efecto de la bioaumentacién con la cepa bacteriana
Pseudomonas sp. MHP41 y el efecto de plantas de maiz en la remocion de la simazina.Los

resultados son el promedio de dos experimentos independientes.

El recuento de heterétrofos cultivables en los suelos perturbados muestra que el
proceso de irradiacion logré una disminucién mayor a un orden de magnitud (2,8 x 10° UFC
g™') respecto a los suelos no perturbados (6,8 x 10° UFC g'). Luego de 28 d se observé un
incremento de las bacterias heterdtrofas cultivables, fenomeno que se traduce en la
recuperacion de la microbiota de los suelos (el recuento de heterdtrofos cultivables
incrementé desde 2,8 x 10° UFC g' a 1,7 x 10° UFC g™).

En los microcosmos con suelo perturbado se observd atenuacion natural de simazina
(Fig. 31). Dicha atenuacién fue menor a la registrada en suelo no perturbado (Fig. 29). La
presencia de plantas de maiz acelera la remocion del compuesto. En ambos casos se
observo un remanente del compuesto superior al 30% al cabo de 28 d. La inoculacion con

Pseudomonas sp. MHP41 incrementé la atenuacion de simazina (p<0,05) evidenciando una
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remocion superior al 85%. La permanencia de simazina en el suelo se puede asociar al
proceso de perturbacion. Esto puede deberse a dos causas principales, la eficiencia de la
microbiota nativa se vio alterada y/o, a que la irradiacion pudo afectar las caracteristicas del

suelo y aumentar la adsorcion de simazina al suelo.

En relacion a la estimacion de la ACDS, en los microcosmos control no se detecto
ACDS hasta la tercera semana de experimentacion. En suelo perturbado, la inoculacion con
Pseudomonas sp. MHP41 incrementa notoriamente la ACDS desde el tercer dia de
inoculacion. En presencia de plantas solo se observé un aumento de la ACDS desde la

segunda semana de experimentacion (Fig. 32).

Los resultados obtenidos muestran el rol principal de la microbiota nativa en los suelo
tipo B. El historial de aplicacion de herbicidas determina la actividad metabdlica de la

microbiota en |la degradacién del simazina.

m Control
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Figura 31. Efecto de la perturbacion de la microbiota nativa sobre la degradacion de simazina
en suelo durante estrategias de bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41. Los resultados
son el promedio de dos experimentos independientes. Las flechas indican los puntos de inoculacion.
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Figura 32. Estimacion de la actividad de microorganismos degradadores de simazina en suelo
con historial de aplicacion de simazina perturbado mediante irradiacion gamma. Se muestran
los tratamientos control, inoculado con MHP41 y presencia de pantas. Los resultados son el promedio
de tres experimentos independientes.

6.2. Rol de la presencia de plantas en procesos de biorremediacion

Con el fin de estudiar el efecto de la presencia de plantas en la remocion del
herbicida simazina en el suelo tipo B, plantulas esterilizadas de maiz fueron incorporadas a
los microcosmos. Se cuantifico la concentracion de simazina y se determind la ACDS en el
suelo (tratamiento X, segun la Tabla 8). Algunas plantas poseen la capacidad fisiologica y
bioquimica para eliminar, absorber o transformar sustancias xenobiéticas a formas menos
toxicas. Un ejemplo lo constituye la biotransformacion de atrazina o simazina mediada por
plantas de maiz que presentan una tolerancia natural a estos compuestos (Shimabukuro et
al., 1970).

El efecto de la presencia de plantas en la remocion del herbicida simazina se observa
en la Figura 33. En suelos con historial de aplicacion del compuesto, la presencia de plantas
no acelera la atenuaciéon del simazina respecto a la bioaumentacion con la cepa MHP41 (u=
0,573 ppm d”' vs p= 0,786 ppm d”', respectivamente). Luego de 28 d de experimentacion,

simazina fue removida completamente en todos los tratamientos.
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Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en la estimacién de
microorganismos degradadores de simazina (Fig. 34). La ACDS en microcosmos con plantas
es semejante a la actividad de la microbiota nativa de suelo control mientras que en el suelo

bioaumentado, la ACDS es mayor.

Los resultados indican que en suelos agricolas con historial de aplicacion de simazina
la atenuacion natural es responsable de la remocion de la mayor parte del herbicida. No
obstante, la adicién de la cepa MHP41 es una estrategia de biorremediacién mas eficiente

que la presencia de plantas.

» m Control
O Inoculado MHP41
| Piantas

Simazina (ppm)

Figura 33. Efecto de la presencia de plantas en la remocién del herbicida simazina, en
microcosmos de suelo tipo B. Simbolos negros, tratamiento control. Se muestran los tratamientos
control, inoculado y con plantas (sin bicaumentar). Los resultados son el promedio de dos
experimentos independientes. Las flechas indican los puntos de inoculacion.
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Figura 34. Estimacion de la actividad de microorganismos degradadores de simazina (ACDS)
en microcosmos de suelo tipo B y en presencia de plantas. Los resultados son el promedio de
tres experimentos independientes.

7. Diversidad y estructura de las comunidades microbianas de suelo

La caracterizacion de la estructura y diversidad de ecosistemas agricolas de la
Region de Valparaiso (suelos A y B) se realizé mediante la creacion de dos genotecas del
gen 16S rRNA. Se obtuvieron en total 104 clones, 54 clones con secuencias parciales en la
libreria del suelo A y 50 clones con secuencias parciales en la libreria del suelo B. El arbol
filogenético que se muestra en la Figura 35, fue construido con una region de solapamiento
de 500 a 800 pb para todas las secuencias parciales del gen 16S rRNA obtenidas en este
estudio. El analisis de las secuencias de los clones de ambas librerias indico la presencia,
principalmente, de bacterias aerobias. La comparacion de estas secuencias con aquellas
descritas en las bases de datos mostré una similitud que oscilé en un rango de 80% al 99%.
En general, una similitud de secuencia entre el 80% al 90% fue asignada entre los clones
obtenidos en esta tesis y las secuencias de especies tipo. En cambio, similitudes superiores
(90% a 99%) fueron asociadas a clones no cultivados provenientes de muestras
ambientales (base de datos ARB, SILVA-SSU).
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Figura 35. Arbol filogenético construido a partir de secuencias parciales del gen 16S rRNA de
los clones obtenidos y aquellos contenidos en la base de datos SILVA-SSU. (A) a-B-y-6-
Proteobacteria, (B) Bacteroidetes, Acidobacteria, Nitrospirae, Planctomyces y Gemmatimonadetes (C)
Actinobacteria, Bacillales y Chloroflexieae. (Los clones pertenecientes a la libreria de suelo A se
designan con una C mientras que los pertenecientes a la libreria de suelo B se designan con una P).
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La Figura 36 muestra la diversidad bacteriana de los suelos agricolas de la Regién de
Valparaiso. En general, la clase de las Proteobacteria fue el grupo filogenético predominante
en ambas librerias (34% de las secuencias). Un 27% de las secuencias, pertenecieron al
filum Acidobacteria. Estos grupos sén seguidos en menor proporcion por Actinobacteria
(7%), Planctomycetes (6%), Firmicutes (5%) y Bacteroidetes (4%). Los grupos minoritarios lo
representan: Chloroflexi, Nitrospirae, Verrucomicrobia y Gemmatimonadetes (Fig. 36A). Se
realizéd un analisis de rarefaccion con el fin de determinar la cobertura de diversidad
bacteriana (Fig. 36B). El analisis de rarefaccion indica una diversidad muy alta en los suelos
estudiados, asumiendo que un OTU esta formado por las secuencias que presentan una
similitud 297% (Zaballos et al., 2006; Rossell6-Mora and Lépez-Lopez, 2008). Los resultados
de las curvas de rarefaccion son indicativos de una elevada diversidad filogenética detectada
en ambas librerias, e indican que el tamario de las librerias fue insuficiente para estudiar la
diversidad total de las muestras, como ocurre en la mayoria de los ecosistemas de los
suelos. Para esta comunidad de suelos agricolas, se calcularon los siguientes indices: indice
de diversidad de Shannon (H), uniformidad de especies (E) y dominancia (D) mostrando
valores de 3,52, 0,87 y 0,055, respectivamente. La E se aproxima al valor maximo posible
(1,0) mientras que la D revela un valo.r bajo, indicando que la mayoria de las secuencias se
obtuvieron so6lo una vez. Estos resultados son coincidentes con los de la curva de
rarefaccion. Un numero adicional de clones debieran ser secuenciados para alcanzar a cubrir
la gran diversidad de los suelos agricolas.
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Figura 36. Diversidad bacteriana en suelos agricolas. A) Distribucion de la diversidad
bacteriana de suelos agricolas. B) Curva de rarefaccion.
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La Figura 37 muestra la diversidad bacteriana de suelos agricolas segun el historial
de aplicacion del herbicida simazina. Ambas librerias muestran una dominancia de
Proteobacterias. Respecto a este filum, la clase Alphaproteobacteria constituyd el grupo
dominante seguido de Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Por otra parte, la libreria
A difiere de la B principalmente en la distribucion porcentual de los siguientes grupos
filogenéticos: Acidobacterias (22% en suelo A vs 30% en suelo B), Actinobacterias (11% en
suelo A vs 2% en suelo B), Planctomycetes (2% en suelo A vs 10% en suelo B) y Firmicutes
(9% en suelo A vs 0% en suelo B). Asimismo, se evidenciaron algunas diferencias entre
ambas librerias en los grupos filogenéticos minoritarios: Bacteroidetes, Chloroflexi,
Nitrospirae, Verrucomicrobia y Gemmatimonadetes.
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Verrucomicrobia Gemma&n{:::nadetes Gemmatimonadetes

Nitrospirae 0% o 2%

A Verrucomicrobia
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Figura 37. Distribucion de la diversidad bacteriana en suelos agricolas segiin el historial de
aplicacion de herbicida simazina. A) Libreria génica de suelo sin historial de aplicacion de simazina,
suelo tipo A. B) Libreria genica de suelos con historial de aplicacion de simazina, suelo tipo B.

Finalmente, se completaron las secuencias de clones representativos de cada uno de
los grupos filogenéticos obtenidos en las librerias génicas de suelos agricolas. En la Figura
35 se destacan en color los clones seleccionados en cada filum. Como puede observarse en
la Tabla 15 se obtuvieron 20 secuencias completas (1.200 a 1.500 pb) del gen 16S rRNA.
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Tabla 15. Secuencias completas del gen 16S rRNA de clones representativos de cada uno de los grupos filogenéticos obtenidos en las
librerias génicas de suelos agricolas.

Identificacion

Numero de

Longitud

Identidad

Numero base de

| Pl Clones  T11POSURIO™ 0 ioee®  secuencia(pb) (%) Sl datos®
| Acidobacterium C003 A FJ468375 1408 94.0 Acidobacteria bacterium Ellin6099 AY234751
C064 FJ468380 1474 89.2  Acidobacteria bacterium Ellin7246 AM749787
PO11 B FJ488386 1418 875 Acidobacteriaceae bacterium K22 AM749787
| P028 FJ468392 1375 83.2  Holophaga foetida strain TMBS4-T (DSM 6591-T) X77215
|Actinobacterium P021 B FJ468388 1389 708  Georgenia muralis EF154258
\Alphaproteobacterium C063 A FJ468379 1368 90.5 Stella vacuolata, strain DSM5901 AJ535711 :
, C078 FJ468382 1395 93.0 Mesorhizobium plurifarium strain ORS10056 Y14161 I
Betaproteobacterium P006 B FJ468384 1416 91.9  Burkholderia sp. strain NK8 AB208548 |
Gammaproteobacterium P026 B FJ468390 1423 88.2 Legionella pneumophila _ , CR628337
! P046 FJ468395 1404 83.3 Xanthomonas campestris strain ATCC 33913 AE012505
Deltaproteobacterium P007 FJ468385 1467 81.2 Syntrophus aciditrophicus SB CP000252
P012 B FJ468387 1200 856  Geobacter sulfurreducens PCA AE017180
P024 FJ468389 1446 88.6  Haliangium tepidum AB062751
Bacteroidetes €022 A FJ468377 1351 81.8  Thermonema rossianum strain NR-27T (DSM10300) Y08956
| Chlorofiexi C053 A FJ468378 1308 820  Dehalococcoides sp. strain BHIB0-15 AJ431246
Firmicutes C007 A FJ468376 1261 813  Desulfosporosinus orientis AJ493052
Nitrospirae P045 ] FJ468394 1313 953  Nitrospira sp. AJ224039
Planctomycetes C074 A FJ468381 1312 94.2 Planctomycetes sp. AY673410
! P027 B FJ468391 1225 875  Planctomyces maris X62910
, P029 FJ468393 1395 87.3  Pirellula sp. X81947
 Verrucomicrobia P001 B FJ468383 1339 846  Prosthecobacter debontii(DSM 14044) AJ966882

* Segln historial de aplicacion de simazina. A: suelo sin historial de aplicacion de simazina; B: suelo con historial de aplicacion de simazina.

® Base de datos Genbank

' Numero de acceso segun base de datos SILVA-SSU
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8. Dinamica de las comunidades microbianas en suelos agricolas

La dinamica de las comunidades microbianas de suelos agricolas durante procesos
de biorremediacion se estudid por microscopia de epifluorescencia mediante técnicas de
hibridacion In Situ (FISH) y mediante el andlisis del polimorfismo de la longitud de
fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP)*.

8.1. Cuantificacién de grupos filogenéticos por hibridacion /n Situ (FISH)

Con el fin de comprender los cambios que se producen en la comunidad microbiana
de suelos agricolas debido a la contaminacién con simazina y/o a la bioaugmentation, se
caracterizd en primer lugar la diversidad por medio de librerias génicas. Dichos estudios

‘ previos entregaron el criterio que permitio la seleccion de los grupos especificos a estudiar

por FISH. Se seleccionaron entonces, sondas especificas para la deteccion de celulas
pertenecientes al los siguientes grupos filogenéticos: Alfa-, Beta- y Gammaprotebacteria,
Acidobacteria, Planctomycetes, género Pseudomonas como asi también para el dominio
Bacteria. Adicionalmente se cuantificé la abundancia relativa de microorganismos
pertenecientes al dominio Achaea (Tablas 9y 10).

® Estos resultados contribuyeron a la siguiente publicacion cientifica: Hernandez, M., V. Morgante, C. Flores, P.
Villalobos, M. Gonzalez, P. Miralles, M. A. Dinamarca and M. Seeger. 2008. Modern approaches for the study of
bioremediation of s-triazine herbicides in agricultural soils. J.Soil Sci.Plant Nut. 8 (2): 19-30.
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La técnica de FISH se ha utilizado con éxito para analizar comunidades microbianas
en diferentes ambientes. Metodolégicamente la técnica implica una fijacion de las muestras
que incrementa la permeabilidad y mantiene la integridad morfologica de las células. Luego,
las mismas se hibridan con las sondas especificas de rRNA marcadas con un fluorocromo
en el extremo 5°. Posteriormente, se visualizan en un microscopio de epifluorescencia
pudiéndose comparar cuantitativamente la poblacién total analizada con DAPI (4'6-

diamidino-2-phenylindol) con la poblacion especifica que hibrida con la sonda utilizada.

La Tabla 16 muestra que la abundancia microbiana en ambos suelos agricolas fue
alta (~2,0 x 10" cel g™). No se observaron diferencias significativas en la abundancia entre el
suelo A y B luego de 28 d de incubacion (1,91 x 10" y 2,11 x 10'° cel g, respectivamente).
Tampoco se observaron diferencias en el numero total de microorganismos por efecto de la
bioaumentacion (2,05 x 10" cel g en el suelo A y 2,96 x 10" cel g en el suelo B,

respectivamente).

Tabla 16. Estimacién de la abundancia de microorganismos en suelos agricolas durante
ensayos de biorremediacion con la cepa Pseudomonas sp. MHP41.

Suelo A Suelo B
Dias Control Inoculado Control Inoculado
Abundancia 0 (1,53 % 0,31)*10" (2,41+0,21)*10"
(DAPI) 28 (191£024M0°  (205£02610° (211£016)10°  (296+0,18)"10"

La Figura 38 muestra la dinamica de grupos filogenéticos especificos durante el

experimento de bioaumentaciéon en ambos suelos agricolas.

En los suelos agricolas con y sin historial de aplicacion de simazina
aproximadamente el 50% de la microbiota detectable por DAPI fue identificada como
miembro del dominio Bacteria (EUBI, EUBII y EUBIII) al inicio del experimento (O d).
Después de 28 d, no se detectaron cambios asociados a la aplicacion de simazina en el
numero de células EUB-positivas pero si en funcion de la inoculacion con la cepa MHP41,

siendo este aumento mayor en el suelo B. Ademas, en ambos suelos fue posible detectar
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arqueas en valores aproximados al ~5% del total de células DAPI (7 x 10° cel g™ en el suelo
Ay 6 x 10° cel g'en el suelo B, Fig 38). Dicho grupo filogenético no se vio modificado por

efecto de la aplicacion del herbicida o por la bioaumentacién con la cepa MHP41.

A tiempo O d, se detectd un alto numero de células que hibridaron con las sondas
especificas  Alflb  (Alphaproteobacteria), ~HoAc1402  (Acidobacteria), y Pla886
(Planctomycetes) en ambos suelos A y B. Alphaproteobacteria es el grupo dominante (10-
20%) seguido por Planctomycetes (~11%), Acidobacteria (~9%), Betaproteobacteria (~9%) y
Gammaproteobacteria (~2%) y Pseudomonas (<1%), (Fig. 38).

Independientemente del historial de aplicacion de simazina de los suelos, la
bioaumentacién promovié cambios en la abundancia relativa de algunos grupos bacterianos
estudiados. Al cabo de 28 d del ensayo Alphaproteobacteria, Planctomycetes y Acidobacteria
mostraron un incremento de aproximadamente 3 veces su abundancia relativa en
tratamientos inoculados con la cepa MHP41 en ambos suelos. En general, no se observaron
diferencias en la abundancia relativa del resto de los grupos bacterianos cuantificados:
Betaproteobacteria (sondas BET42a), Gammaproteobacteria (sonda GAM42a) vy
Pseudomonas (PS56a), a lo largo del experimento. Por efecto de la aplicacion de simazina,
solo se observaron cambios en la abundancia relativa de Alphaproteobacteria,
principalmente en suelos sin historial de aplicacién de simazina y de Alphaproteobacteria y

Planctomycetes en suelos con historial de aplicacion de simazina.

En ambos suelos agricolas, la poblacién bacteriana del género Pseudomonas (sonda
PS56a) fue detectada sdélo en numeros que se mantuvieron por debajo del limite de
deteccién (fijado en el 1% de la abundancia obtenida por DAPI). En este género, no se

observaron variaciones en su abundancia relativa por efecto de la bioaumentacion.

Por ultimo, no se asocian cambios en los grupos filogenéticos estudiados por efecto

de la aplicacion de simazina.
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Figura 38. Dinamica de las comunidades microbianas detectadas por FISH durante el ensayo
de bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41. A) Suelo sin historial de aplicacion de simazina
(suelo A). B) Suelo con historial de aplicacion de simazina (suelo B). Los resultados representan el
promedio de tres recuentos independientes. Las barras verticales representan la desviacion estandar.
(Inoc:Tratamientos bioaumentados).
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8.2. Andlisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion terminales (T-RFLP)

Es una técnica molecular desarrollada para el analisis rapido y sensible de la
dinamica de las comunidades microbianas. Se utilizan los productos de PCR de genes de
16S rRNA. marcados con un compuesto fluorescente (en uno de los 2 primers).
Posteriormente, dicho producto de PCR marcado es digerido mediante enzimas de
restriccion generandose una serie de fragmentos. Uno de los dos fragmentos terminales esta
marcado con un fluorocromo y el mismo es detectado y cuantificado en un secuenciador
automatico de DNA. La Figura 39 ilustra la extraccién de DNA comunitario realizado por
triplicado para todas las muestras de suelo y la respectiva amplificacion por PCR de los
genes 16S rRNA. Se realizaron analisis de restriccion de los productos de PCR con las
endonucleasas Hhal'y Mspl.

1Kb 1Kb Suelos

B) |

2072
1500
600

Figura 39. Extraccién de DNA desde muestras de suelo y amplificacion del gen 16S rRNA. A)
DNA comunitario de muestras de ambos tipos de suelo agricola separados por electroforesis en geles
de agarosa 1%. B) Productos de PCR de la amplificacion de genes 16S rRNA analizados por
electroforesis en gel de agarosa 1% p/v.

8.2.1. Analisis de T-RFLP con la enzima de restriccion Hhal

A continuacién y de modo representativo se muestran los perfiles de restriccion
realizado con la enzima Hhal en ambos suelos durante la bioaumentacion con la cepa
MHP41.
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Se calcularon las abundancias relativas de los fragmentos terminales de restriccion
(TRFs) obtenidos en el electroferograma para cada muestra. Las Figuras 40 y 41 muestran
el perfil de restriccion obtenido con la enzima Hhal para ambos tipo de suelos a diferentes
tiempos (0, 16 y 28 d) durante el experimento de bioaumentacion con Pseudomonas sp.
MHP41.

Se pueden apreciar, por andlisis visual, algunas variaciones en los perfiles de
restriccion segln dos factores de analisis “bioaumentacion” o “incubacién con simazina” para
las muestras de suelos estudiados. En suelos sin historial de aplicacion de simazina (suelo
A), las variaciones asociadas a la bioaumentacion se aprecian para los TRFs de 86, y 363 pb
de longitud. Las variaciones en la abundancia relativa de los TRFs de 39, 203 y 235 pb de
longitud se asocian a la incubacion con simazina. Para suelos con historial de aplicacion de
simazina (suelo B) la incubacién con el herbicida promovié cambios en la abundancia relativa
de TRFs de longitud 35, 150 y 486 pb. La bioaumentacién con la cepa MHP41 incrementa
notablemente el TRF de 85 pb en este suelo.

Para una interpretacién mas exhaustiva de las variaciones observadas en los perfiles
generados por T-RFLP, se recurrié a un analisis estadistico multivariado. El efecto de los
factores experimentales “bioaumentaciéon” e “incubacion con simazina” analizado por el
método NMDS se observa en la Figura 42. El analisis mostré que los datos de TRFs del
suelo sin historial de aplicacion de simazina (suelo A) se ordenan separadamente por
inoculacién y aplicacién de simazina (Fig 42A). Por el contrario, en suelo con historial de
aplicacion de simazina (suelo B), el efecto por bioaumentacién es menos evidente, donde los

TRFs se agrupan en funcion de la incubacion con simazina (Fig. 42B).
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con simazina (linea sélida) o bioaumentacion (lineas punteadas).
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Stress: 0,07
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Figura 42. Analisis multivariado (NMDS) de los TRFs obtenidos a partir de la restriccion del gen
16S rRNA con endonucleasa Hhal de muestras de suelo agricola durante ensayos de
bioaumentacion con Pseudomonas sp. cepa MHP41. A) Suelo sin historial de aplicacion de
simazina. B) Suelo con historial de aplicacion de simazina. El factor experimental “bioaumentacion” se
muestra con simbolos abiertos y cerrados. El factor experimental “incubacién con simazina” se
muestra con simbolo cuadrado a los 16 d y triangulos a 28 d. Claves: Datos 16 d inoculados (O0);
datos 16 d no-inoculados (m); datos 28 d inoculados (A), datos 28 d no-inoculados (4).
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El analisis por ANOSIM de datos experimentales se utilizd para evaluar el efecto de
variables “bioaumentacién” e “incubacion con simazina’ sobre la estructura de las
comunidades bacterianas de suelo A y B. En el suelo A, la inoculaciéon de la cepa MHP41
afecta la estructura de las comunidades bacterianas, con un valor de R igual a 0,722
(p<0,05). La aplicacién de simazina desempefiaria un papel secundario en los cambios
observados (R=0,348; p<0,05). En el caso del suelo B, los cambios en las comunidades
bacterianas debido a estrategias de bioaumentacion son menos marcadas (R=0,296; p<0,05)
siendo la aplicacion de simazina el factor mas importante que afecta a la composicion de
dichas comunidades (R=0,472; p<0,05). Estos resultados concuerdan con lo observado

anteriormente en al analisis multivariado por NMDS.

En consecuencia, las variaciones en la composicion de la microbiota bacteriana
nativa de suelos agricolas, debidas a la bioaumentacion, se vieron condicionadas al historial
de aplicaciéon de simazina. En relacién a esta observacion, se investigaron los grupos
bacterianos cuya abundancia relativa se vio afectada. Los diferentes grupos filogenéticos
que fueron asignados sobre la base de TRFs obtenidos de la restriccion con las
endonucleasas Msp/ y Hhal fueron: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Planctomycetes, Flavobacterias, Sphingobacteria entre otros grupos
filogenéticos menos representativos como, Deltaproteobacteria;  Chloroflexieae.y

Spirochaetes (en concordancia con las librerias de genes descritas).

8.2.2. Analisis de T-RFLP con la enzima de restriccion Msp/

El analisis de la dinamica de las comunidades microbianas también se realizo con la
enzima de restriccion Msp/. No obstante, los datos no se muestran ya que presentaron una
mayor variabilidad intra-tratamiento y entre grupos control e inoculado a tiempos 0, 16 y 28
d).

103



9. Estudios de bioaumentacion con la cepa bacteriana MHP41 en suelos agricolas con

simazina a escala de campo

Como Ultimo objetivo de esta tesis se desarrolld un experimento de bioaumentacion
con la cepa Pseudomonas sp. MHP41 a escala de campo. Para estos estudios se selecciono
como area de estudio un predio aledafio a invernaderos de claveles que nunca habia sido
tratado con herbicidas s-triazinas. Se aplicé al suelo altas concentraciones de simazina (100
ppm) y se delimitaron 2 sectores designados como S1 (no inoculado con la cepa MHP41) y
S2 (inoculado con la cepa MHP41). Un tercer sector (S3) se definid como suelo control sin
simazina y sin bioaumentar. La cepa Pseudomonas sp. MHP41 fue adicionada al suelo como

indculo inmovilizado en matriz de alginato en concentraciones de 10° cel g

En primer lugar, se determind el recuento de heterétrofos cultivables. No se
observaron diferencias en dicho recuento entre suelos control y bioaumentado en el ensayo

a campo (Tabla 17).

Tabla 17. Recuento de heterdtrofos cultivables durante experimentos de bioaumentacién a
escala de campo.

Log UFCg-'suelo seco
Tipode Simazine Inoculacién Dias
tratamiento (100 ppm) cepa MHP41

0 3 9 16 23
$1 + - 6,00:0,10  6,50:020 6,10£0,13 640:0,02 610012
S2 + + 590:024 7,00:022 580:021 680:028 710012
S3 - : 600017 580+0,13 680021 590+0,16  590+015

Durante el experimento, se observd atenuacion natural en el suelo control (S1). La
bioaumentacién permitié reducir el tiempo de vida medio de la simazina desde 13 a 8 d (Fig.
43). Al cabo de 35 d la simazina que permanece en el campo es de 21% en suelos S1y 10

% en suelos S2. No se detecto simazina en el suelo control, sin historial de aplicacion (S3).
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La Figura 44 muestra la actividad catabdlica de microorganismos degradadores de
simazina (ACDS) durante el ensayo. En suelos controles (S1), se detectd una microbiota
degradadora de simazina activa desde los primeros dias y dicha poblacién cultivable fue un
orden de magnitud mayor en comparacion con los resultados obtenidos a escala de
microcosmos (Fig. 27). No obstante, la bioaumentacién con la cepa MHP41 (S2) permitio
incrementar la ACDS a valores maximos al cabo de 10 d (8,0 x 10° cel g Fig. 44). En el
suelo S3 no se detectd ACDS durante el ensayo. Esto indica que la aplicaciéon de simazina

estimuld la microbiota nativa degradadora del herbicida.

La cepa MHP41 inmovilizada es capaz en mantener una actividad degradadora
elevada en condiciones de campo no controladas. Sin embargo esta condicion no es
suficiente para lograr la completa remocion del compuesto. Estos resultados demuestran que
en condiciones de campo numerosos factores bidticos y abidticos afectan el proceso de

biodegradacion.

100 -
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Figura 43. Efecto de la bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 inmovilizada sobre la
atenuacion de simazina en condiciones de campo. El suelo fue contaminado con 100 ppm de
simazina y se cuantificd el herbicida mediante HPLC. Las inoculaciones de la cepa MHP41 (1x10° cel
g") se realizaron cada 7 d. Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes.
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Figura 44. Estimacion de la ACDS de simazina durante experimentos de bioaumentacion a

escala de campo (100 ppm). S1: control; S2: Inoculado y S3: control sin simazina y sin inocular. Los
resultados son el promedio de dos experimentos independientes.
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VIl. DISCUSION

La biotecnologia, entre otras aplicaciones, se emplea con fines de descontaminacion
y degradacion de compuestos xenobidticos presentes en el medio ambiente. La degradacion
de estos compuestos indeseables la realizan de manera eficiente algunos microorganismos,

los que requieren de condiciones adecuadas para poder llevar a cabo su funcion catabolica.

La degradacién microbiana constituye el principal proceso de descontaminacion
natural. Este proceso se puede acelerar y/o mejorar mediante la aplicacion de tecnologias de
biorremediaciéon (Alexander, 1999; Wackett y Hershberger, 2001; Philp et al, 2005). El
herbicida simazina se caracteriza por ser un contaminante de amplia distribucion geografica,
de persistencia moderada a alta y de elevada toxicidad para los sistemas bidticos (Hayes et
al.. 2006; Gunasekara, 2007), por lo que es un sustrato ideal para evaluar el potencial

catabolico de cepas bacterianas de interés en biorremediacion.

Las bacterias del género Pseudomonas son ubicuas. Se clasifican como bacterias
Gram negativas del grupo Gammaproteobacteria. Algunos miembros de este género se
caracterizan por ser saprofitos del suelo, oportunistas y metabdlicamente versatiles ya que
poseen la habilidad para metabolizar diversos substratos (Parales et al, 2002; Wackett,
2003: Palleroni y Moore, 2004; Serensen y Nybroe, 2004). Por esta razon, las especies del
género Pseudomonas resultan excelentes candidatas para las aplicaciones biotecnologicas

tales como biocatalisis y biorremediacion.

La cepa Pseudomonas sp. MHP41, que fue empleada en esta tesis como
biocatalizador para procesos de bioaumentacion, mostré ser eficiente en la degradacion del
herbicida simazina a escala de laboratorio (Hernandez et al., 2008a; 2008c). Este trabajo
presento6 el desafio de estudiar la capacidad de dicha cepa en procesos de bioaumentacion
en suelos agricolas. Los suelos elegidos diferian principalmente en su historial de aplicacion

de simazina, su textura y contenido de materia organica.

Para entender los procesos de biorremediacion es relevante determinar los efectos
que ejercen diferentes factores abidticos y biéticos sobre la degradacion del compuesto. En

este contexto, los estudios de bioaumentacion se complementaron con estudios fisico-
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quimicos y moleculares del suelo. Las muestras de suelos provenientes de ensayos de
bioaumentacion fueron analizadas para determinar los cambios en la estructura de las
comunidades microbianas durante la biodegradacion de simazina mediada por la cepa
MHP41.

Biorremediacion de simazina en suelos agricolas mediada por Pseudomonas sp.
MHP41

Para procesos de biorremediacion in situ donde la contaminacion es tratada en el sitio,
las condiciones de operacién deben ser optimizadas para lograr una buena tasa de
biodegradacién y el éxito del tratamiento (Vidali, 2001; Philp et al., 2005). Los parametros
fisico-quimicos (como pH, temperatura, humedad, textura del suelo, contenido de materia
organica, entre otros) influyen en el proceso de remocién de contaminantes organicos. Estos
parametros afectan la biodisponibilidad del compuesto y condicionan la actividad catabolica
de la microbiota nativa (Novak, 1999; Park et al., 2003; Regitano et al., 2006; Gunasekara et
al., 2007). Se determino que en los suelos agricolas estudiados, la adsorcion de simazina es
un proceso reversible, moderado, de caracter fisico y gobernado por enlaces tipo puentes de
hidrogeno. En el suelo sin historial de aplicacion de simazina (suelo A, franco-arcilloso) la
adsorcion de simazina se debe principalmente a interacciones con la fraccién arcillosa,
mientras que en el suelo con historial de aplicacion de simazina (suelo B, franco) a
interacciones con la materia organica. En consecuencia, en los suelos agricolas de la Region
de Valparaiso el herbicida simazina esté disponible para la degradacién biolégica (Flores et
al., 2008).

Una de las limitaciones que presenta la bioaumentacion esta relacionada con la
dificultad que presentan las cepas inoculadas para colonizar el ambiente contaminado y
mantener su actividad catabdlica (Gentry et al, 2001; Vogel and Walter, 2002).
Fundamentalmente, varios factores biéticos y abidticos afectan la supervivencia y la actividad
catabdlica de la cepa introducida al suelo. Entre los factores abiodticos se destacan, la
disponibilidad de agua y nutrientes, contenido de metales, pH y temperatura. Entre aquellos
factores bioticos, las interacciones que se establecen entre los microorganismos como la
competencia o sinergismo y la predacion son relevantes (Manzano et al., 2007). Por ejemplo,

los protozoos, fraccién activa de la microbiota eucariota de los suelos, son responsables de
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la predacion bacteriana, fenémeno que fue descrito por Manzano et al. (2007). En estas

situaciones, la necesidad de proteccion del inéculo es relevante.

La encapsulacion de células de la cepa MHP41 en una matriz de alginato es una de
las estrategias de bioaumentacion estudiadas en esta tesis. El proceso de encapsulacion se
realizo para proteger a la bacteria degradadora de simazina y, por lo tanto, promover una
mayor degradacién de la simazina en el suelo. Mediante experimentos en medios acuosos
se comprobd que el confinamiento de las células en matriz de alginato no afecté la viabilidad
ni la capacidad de degradacion de simazina de Pseudomonas sp. MHP41. Por otra parte, las
capsulas de alginato son un reservorio de células activas que son liberadas lenta y
constantemente al medio ambiente contaminado (Mertens et al., 2006; Jezequel y Lebeau,
2008). Estos resultados junto con otros antecedentes reportados (Cassidy et al., 1996;
Gentry et al., 2004; Vancov et al., 2007; Chen et al., 2008), impulsaron la aplicacion de este

procedimiento para estrategias de biorremediacién in situ de simazina en suelos.

Se han realizado numerosos estudios para determinar la degradacion de atrazina en
suelo, mediante la bioaumentacion con microorganismos aislados desde suelos (Struthers et
al., 1998; Newcombe and Crowly, 1999; Kristensen et al., 2001). Los resultados indican que
se pueden alcanzar altas tasas de degradacion para este compuesto. No obstante, una
variedad de estrategias para la optimizacion de la bioaumentacién han sido propuestas. Es
por ello que en esta tesis, se consideraron dichas estrategias con el fin de superar el posible

fracaso de la bioaumentacion:

a) Inoculacion con una cepa nativa, aislada desde los mismos ecosistemas que se

pretende descontaminar (Rousseaux et al., 2003).

b) Aplicacion de alta densidad del inoculo (~10° células g de suelo). En general, la
biorremediacion de otros plaguicidas clorados se ha logrado por bioaumentacion con
tamaros de inoculo altos (Silva et al., 2004; Mertens et al., 2006; Kumar et al., 2007). La
bioaumentacién con la cepa Pseudomonas sp. ADP, que se ha convertido en la bacteria de
referencia en términos de degradacion de s-triazinas en el suelo, fracasé cuando se inoculd
en dosis de a 10° células g, pero fue exitosa cuando fue empleada en indculos de 107

células g (Topp, 2001).

c) Inoculacion repetitiva de la bacteria en el ambiente contaminado garantiza la

elevada actividad de las células adicionadas a lo largo del tiempo, independientemente de la
109



supervivencia del inéculo (Dejonghe et al., 2001). Newcombe y Crowly (1999) demostré que
realizar sucesivas inoculaciones incrementa de forma importante la tasa de degradacion de
atrazina. Al cabo de 40 dias, los resultados muestran 90% de mineralizacion de atrazina en
los microcosmos con repetidas inoculaciones y un 38% de mineralizacion en los

microcosmos donde soélo se inoculd una vez.

La bioaumentacion en el suelo sin historial de aplicacion de simazina revelé que la
cepa MHP41 es eficiente en la remocién de simazina, inclusive a altas concentraciones. La
bioaumentacion produjo un significativo aumento en el tiempo de la ACDS en los
microcosmos inoculados. Como se postuld en reportes anteriores, el confinamiento en matriz
de alginato confiere proteccion a la célula y al ser un material semipermeable permite la
difusion de nutrientes y productos intracelulares (Vogel et al., 2002, Vancov et al., 2005).
Ademas, en esta tesis se demostro la ocurrencia de la atenuacion natural y la presencia de
microorganismos indigenas (microbiota nativa) degradadores de simazina en suelos que no
habian sido tratados con herbicidas s-triazina (suelos tipo A). Estas observaciones se
fundamentan en la presencia de comunidades microbianas autdctonas latentes que se
activan por la aplicacion de simazina (Rhine et al., 2003) y permiten especular sobre la
transferencia horizontal de genes involucrados en la degradacion del herbicida, fenémeno
que fue descrito por varios autores (de Souza et al, 1998; Top and Springael, 2003;
Springael and Top, 2004; Aislabie ef al., 2005).

Resultados diferentes se observaron en suelo con historial de aplicacion de simazina
(suelos B), donde se detectd una alta actividad nativa de degradadores de simazina desde
fases tempranas del experimento. La remocion de simazina en este suelo fue similar en los
microcosmos inoculados y en los controles al cabo de 28 dias. No obstante, la
bioaumentacion con la cepa MHP41 aceler6 la tasa de remocion (el tiempo de vida medio de
la simazina disminuye desde 10 hasta 3 dias) e incrementd la ACDS. Resultados
semejantes, donde el historial de aplicacion de atrazina determina la presencia de una
microbiota nativa capaz de degradar el compuesto, fueron informados por Hang et al., (2003)
Moran et al., (2006) y Krutz et al., (2008). Numerosos investigadores han sefialado la idea
de resiliencia de poblaciones microbianas del suelo degradadoras de compuestos
xenobiodticos asociadas al historial de aplicacion del contaminante (Shapir et al., 2000; Girvan
et al., 2005). Respecto a los herbicidas s-triazinas, la tasa de biodegradacion en suelos

agricolas dependen de la historia de tratamiento, la cual confiere al suelo la capacidad de
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auto-remediacion (Ralebitso et al., 2002; Moran et al., 2006). Los resultados obtenidos de los
estudios de biorremediacién con suelos agricolas tipo A concuerdan con lo expuesto
anteriormente. La biorremediacién observada es funcién de la adaptacion metabdlica y
genética de las poblaciones microbianas a su medio ambiente (Devinny y Chang, 2000).
Mediante la perturbacion de la microbiota nativa, se comprobd el papel central que
desempefian los microorganismos nativos en este tipo de suelo y su adaptacion al
compuesto como consecuencia de la rutinaria aplicacién del herbicida desde hace mas de 20
afios. En estos suelos, la atenuacion natural es un proceso importante para la remocién de
simazina en comparacion con la presencia de plantas y condiciona la aplicabilidad de otras

técnicas de biorremediacion, como la bioaumentacion.

La atenuacion natural, aunque muchas veces no es considerada como una técnica de
descontaminacién propiamente tal, esta englobada dentro de las técnicas de remediacion in
situ de muy bajo costo. Su caracteristica principal es la utilizacion de los procesos fisico-
quimicos de interaccién contaminante-suelo y los procesos de biodegradacion que tienen
lugar de forma natural en el medio. Estos procesos pueden contribuir exitosamente en la
disminucion de la concentracion de los contaminantes. Entre los factores que influyen en la
eficacia de la atenuaciéon natural destacan: la existencia de condiciones ambientales y
geoldgicas favorables; la necesidad de reduccion del contaminante en un intervalo razonable
de tiempo dependiendo del tipo de compuesto, su toxicidad y persistencia en el ambiente; la
confirmacion de la existencia de microorganismos capaces de la biodegradacion de los
contaminantes; la produccién en el medio de subproductos de caracter mas persistente o

téxicos que los iniciales.

En las situaciones en que uno o mas de estos factores mencionados fracasan, el uso
técnicas alternativas de biorremediacién, como la bioaumentaciéon, puede resultar
beneficioso (Vogel, 1996; Alexander, 1999). Se han descrito numerosas situaciones en las
que la bioaumentacion ha funcionado exitosamente (Tabla 5). Sin embargo, en cada caso
particular se debe estudiar la necesidad o no de aplicar inéculos exégenos, asi como sus
condiciones oOptimas de aplicacion (Vogel, 1996). En el afio 2001, Topp describio el
incremento en la degradacién de atrazina por la inoculacion con Pseudaminobacter sp. y
Nocardioides sp., demostrando la remociéon del herbicida en 30 d. En otro estudio de
bioaumentacion, se mostré la degradacién del 72% de atrazina cuando la cepa

Pseudomonas sp. ADP fue reiteradamente inoculada durante 11 semanas en suelos
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contaminados (Newcombe y Crowley, 1999). Por otra parte, algunos autores han
considerado al proceso de bioaumentacion como un meétodo de donacién de genes
catabdlicos, proceso que han denominado como bioaumentacion de genes o “gene
bioaugmentation” (Pepper et al., 2002; Springael, 2003). En el caso de la bioaumentacion de
s-triazinas, la inoculacion de las bacterias degradadoras aportaria a la totalidad de la
comunidad microbiana del suelo los genes catabdlicos atz involucrados en la ruta de

degradacion de los herbicidas.

Con el fin de confirmar la eficiencia del proceso de biorremediacion bajo condiciones
ambientales naturales, se llevé a cabo un experimento a escala de campo. Durante este
experimento, factores abidticos tales como: la temperatura, disponibilidad de agua y el pH
fueron dinamicos. En general, la temperatura atmosférica en el sector experimental fluctué
de 13 a 28 ° C y la humedad oscil6 entre el 12 y el 15% mientras que el pH del suelo fue de
aproximadamente neutro (7,2) durante todo el ensayo. Estas fluctuaciones bajo condiciones
experimentales de campo, sumadas a las fendmenos de escorrentia provocados por lluvias
ocasionales pudieron haber acelerado el procesos de remocion simazina en el tratamiento
control. La atenuacion natural observada se puede atribuir no sélo a factores abioticos, sino
también a la actividad microbiana (ACDS) de las comunidades indigenas, detectada durante
fases tempranas del experimento. La bioaumentacion con la cepa MHP41 encapsuladas no
acelera la remocién de simazina respecto al control, pero eleva los niveles de ACDS desde
el inicio y a lo largo de todo el experimento de campo (35 dias). Esto se podria explicar
porque la inmovilizacion de células en materiales como el alginato, confieren proteccion al
inéculo preservando su capacidad catabdlica en ambientes poco favorables (Mertens et al.,
2006; Vancov et al., 2007; Chen et al., 2008). Algunos ejemplos de bioaumentacién a escala
de campo de compuestos organo-clorados (lindano, pentaclorofenol, etc.) fueron descritos
obteniéndose resultados variables (Lamar et al., 1994; Mertens et al., 2006). Strong et al.
(2000) fueron capaces de demostrar la disminucion de los niveles de atrazina durante
experimentos de campo mediante la inoculacién de la cepa E. coli que sobreexpresaba
genes catabolicos atz. Labana et al. (2005) demostraron que durante estrategias de
bioaumentacion con la cepa de A. protophorminae RKJ100 inmovilizada se completd con
éxito la biodegradacién de p-nitrofenol tanto a escala de laboratorio como en condiciones
naturales. Células inmovilizadas de la cepa Sphingobium indicum B90A también fueron
capaces de incrementar la biodegradacion de hexaclorociclohexano (HCH) en estudios de
campo (Raina et al., 2008).
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Cambios en la estructura de las comunidades microbianas de suelos debidos a la
bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41: complementariedad de las técnicas

moleculares.

Estudios elaborados por Torsvik et al., (1990 y 2003) sugieren que existen unos 4000
equivalentes gendmicos distintos por gramo de suelo, lo que indica que quizas existan 1000
o incluso mas especies microbianas diferentes por gramo de suelo. Esta gran diversidad
encontrada por Torsvik et al., (1990) también estaria en concordancia con un estudio de
Truper (1992). Tan soélo entre un 0,001 y un 1% de los microorganismos viables son
actualmente cultivables (Torsvik et al, 2003). En consecuencia, estudios clasicos de
diversidad microbiana basados Unicamente en el aislamiento de microorganismos dan
cuenta de tan sélo una parte minoritaria de la diversidad existente (Amann et al., 1995).
Resulta interesante entonces, obtener una visiéon de la totalidad de la comunidad bacteriana
de suelos y, particularmente de aquellos miembros metabdlicamente activos, empelando las
técnicas moleculares apropiadas. Existen métodos que, mayoritariamente, analizan los
acidos nucleicos existentes en la comunidad, como por ejemplo: PCR y clonaje, PCR
acoplada a polimorfismos de la longitud del fragmento terminal de restriccién (T-RFLP) o a
electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante quimico o térmico (DGGE o TGGE
respectivamente) y otros metodos que analizan la composicion de la comunidad microbiana
por microscopia de epifluorescencia (por ejemplo, técnicas de hibridacion in situ como FISH).
No obstante los beneficios de las técnicas moleculares para el estudio de las comunidades
microbianas, cabe mencionar que existen algunas limitantes asociadas al uso de las mismas.
Fundamentalmente, dichas limitaciones radican en la extraccion de acidos nucleicos de
muestras ambientales, en alteraciones y artefactos asociados a la amplificacion enzimatica
de los acidos nucleicos, en el clonaje de productos de PCR y en la sensibilidad y

accesibilidad de las zonas diana en las técnicas de hibridacion celular.

Uno de los objetivos de esta tesis fue el estudio de la diversidad y estructura de las
comunidades microbianas de suelos agricolas contaminados con simazina durante ensayos
de bioaumentacion con la cepa MHP41. Para ello, fue necesario recurrir a los métodos
cultivo-independiente (librerias de genes del gen 16S rRNA, T-RFLP y FISH). El analisis
clonal del gen 16S rRNA entrega una amplia informacion de la composicion de la comunidad
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ya que permite identificar microorganismos por secuenciacién de clones recombinantes. Sin
embargo, las principales limitantes son: la extraccion diferencial de DNA de microorganismos
Gram (-) frente a Gram (+) dada la dificultad de lisas la pared celular de estas ultimas, la
amplificacion preferente de aquellas secuencias mas abundantes, la generacién de
secuencias quiméricas debido a fusiones entre fragmentos con distintas secuencias durante
el proceso de amplificacion y a que no entrega informacion referente a la actividad
microbiana. En el caso de la técnica T-RFLP, como ventaja se destaca su rapidez y
sensibilidad, al poder detectar y cuantificar fragmentos con tan sélo una base de diferencia, y
ademas es repetitiva al utilizar un secuenciador automatico de DNA. Como inconvenientes
encontramos los que estan asociados a las técnicas moleculares (extraccion de DNA,
limitaciones de la PCR) y ademas necesita de una libreria de clones simultanea para poder
asignar los fragmentos terminales a ciertos clones y de esta forma poder secuenciar los
clones enteros para tener mas fiabilidad en su asignacién a un grupo filogenético
determinado. La principal particularidad de la técnica FISH, radica en la cuantificacién e
identificacion de grupos microbianos metabdlicamente activos en la comunidad. Entre las
limitaciones mas importantes de esta técnica encontramos la necesidad de optimizar las
condiciones de hibridacién (variando la temperatura o concentraciones de formamida en la
solucion de hibridacion) para evitar la aparicion de falsos positivos. Otras limitaciones
importantes son que es muy dificil asegurar que la permeabilidad celular para que la
penetraciéon de la sonda sea total y que se necesita normalizar la sefial de fluorescencia

emitida para cuantificar correctamente los resultados.

Los suelos agricolas analizados, de la Region de Valparaiso, mostraron una
diversidad bacteriana representada por grupos filogenéticos tipicos de ecosistemas
terrestres. Esto concuerda con otros estudios que han propuesto a los suelos agricolas como
un ambiente reservorio de alta diversidad microbiana (Watanabe et al., 2002; Buckley y
Schmidt, 2003; Martin-Laurent et al., 2006). Las librerias construias para los suelos con y sin
historial de aplicacion de simazina pusieron de manifiesto que la diferencia mas notable entre
ambos suelos radica en la predominancia diferencial de Actinobacteria, Planctomycetes y
Firmicutes y en la ausencia de algunos clones afiliados a grupos filogenéticos minoritarios
como Bacteroidetes, Nitrospirae, Verrucomicrobia y Gemmatimonadetes. No obstante,
ambos suelos mostraron una dominancia similar de las Proteobacteria (Alphaproteobacteria
principalmente) y Acidobacteria. En el afio 2006, Janssen y colaboradores examinaron 32
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diferentes librerias de clones del gen 16S rDNA y 16S rRNA conteniendo un total de 3.398
clones de bacterias procedentes de diversos suelos en el mundo. Este trabajo reveld que el
92% de los clones recuperados podia clasificarse entre nueve filum distintos: Proteobacteria
(39,2%), Acidobacteria (19,7%), Actinobacteria (12,7%), Verrucomicrobia (7,0%),
Bacteroidetes (5,0%), Chioroflexi (3,2 %), Planctomycetes (2,0%), Gemmatimonadetes

(2,0%), y Firmicutes (1,8%). Todos ellos fueron identificados en esta tesis.

El analisis por T-RFLP mostré que la composicién de las comunidades microbianas
de los suelos estudiados varia en funcién de la inoculacion de la cepa MHP41,
principalmente en suelos sin historial de aplicaciéon de simazina. Cambios mas sutiles debido
a la bioaumentacién fueron observados en suelos con historial. Estos resultados son
comparables con los hallados por Debarati et al., (2006), quienes analizaron la estructura de
la comunidad bacteriana de un suelo con historial de contaminacion con pesticidas
organofosforados. Los autores demostraron que ceélulas inmovilizadas de Arthrobacter
protophormiae RKJ100 lograron una mayor degradacion del contaminante, pero el analisis
por T-RFLP de la estructura de esta comunidad mostré cambios no significativos durante el
proceso de biorremediacion.

Mediante hibridaciéon in situ (FISH) se observé que la estructura de la comunidad
bacteriana de los suelos agricolas analizados varia en respuesta al proceso de
bioaumentacion con la cepa MHP41, independientemente del historial de aplicacion de
simazina y la composicion intrinseca de cada suelo. Dichas variaciones se deben a cambios
en la abundancia relativa de grupos filogenéticos especificos (Planctomycetes vy
Acidobacteria). La cuantificacion de la clase Alphaproteobacteria mostrd que su variacion se
asocia principalmente a la aplicacién de simazina. Especies bacterianas de dichos grupos
filogenéticos, probablemente no descritas a la fecha, podrian ser miembros activos en la
degradaciéon de simazina jugando un papel central en la funcionalidad de la comunidad
bacteriana de suelos agricolas. Por otra parte, la introduccién de 10° cel g de la cepa
MHP41 en los suelos no incrementd la abundancia relativa del género Pseudomonas
(células PS56a-positivas). Esto es indicativo de que: /) la cepa MHP41 inoculada no estimula
cambios en el nimero de las pseudomonas vy, ii) el género Pseudomonas no seria una
fraccion importante dentro de las células Gammaproteobacteria. Este hecho no es
sorprendente ya que estudios previos indicaron que, si bien especies del género

Pseudomonas son comunmente cultivadas en el laboratorio desde muestras ambientales
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(como la cepa MHP41; Hernandez et al., 2008), por lo general, éstas no conformarian una
fraccion importante dentro de las comunidades microbianas del suelo (Nogales ef al., 1999;
2001; Martin-Laurent et al., 2006).

El hecho de que los cambios mas evidentes se produjeran después de la
bioaumentacion, puede indicar que la respuesta se debe principalmente a la actividad directa
de la cepa inoculada. En este sentido, la biodisponibilidad de nitrégeno asimilable por parte
de los microorganismos puede ser mayor después de la degradacion de la simazina, proceso
por el cual, se liberan al medio especies ricas en nitrogeno y carbono (Cook and Hitter,
1981; Mandelbaum et al., 1995; Radosevich et al., 1997; Rhine et al., 2003). A la fecha, los
resultados de esta tesis demuestran por primera vez los cambios en la estructura de la
comunidad microbiana asociados a estrategias de bioaumentacion de simazina en suelo
mediante la técnica FISH. Caracciolo et al., (2005) examinaron los cambios en la estructura
de la comunidad bacteriana causada por la aplicacion de urea y simazina al suelo. En este
trabajo, Alfa- y Betaproteobacteria fueron los grupos mas afectados por los tratamientos. No
obstante, y a diferencia de nuestro trabajo, no se observaron cambios en el grupo

filogenético Planctomycetes.

Se debe destacar que los resultados obtenidos a partir de los diferentes métodos de
ecologia microbiana molecular fueron complementarios y concordantes. Es decir, los mismos
grupos filogenéticos que son constitutivos del suelo fueron detectados mediante las librerias
y por FISH. Ademas, la misma dominancia de los grupos fue observada mediante ambas
técnicas. Esta complementariedad entre técnicas de ecologia molecular también fue descrita

por otros autores (Nogales et al., 2001).

Es de esperar, que algunas especies de los grupos filogenéticos hallados sean
miembros tipicos de las comunidades o consorcios microbianos degradadores de plaguicidas
en ambientes contaminados. Por ejemplo, numerosos microorganismos pertenecientes a las
Proteobacteria y Actinobacteria son conocidos por ser importantes degradadores de
compuestos toxicos (Kotouckova et al, 2004, Leys et al, 2004). La clase
Alphaproteobacteria constituyé el grupo dominante dentro de las Proteobacteria, uno de los
grupos filogenéticos mas afectados en respuesta a la bioaumentaciéon. Ademas, una elevada
homologia de las secuencias fue obtenida con especies de Rhizobium sp. Estos
microorganismos ya han sido descritos por su capacidad en la degradacion de atrazina
(Bouquard et al., 1997). Miembros del género Burkholderia, pertenecientes al grupo de las
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Betaproteobacteria, son habitantes comunes de la rizosfera y capaces de degradar diversos
pesticidas y contaminantes organicos persistentes, tales como fenitotrion (Hayatsu et al.,
2000), policlorobifenilos (Seeger et al., 1997; Seeger et al., 2006; Agullo et al., 2007) y otros
compuestos aromaticos (Chain et al, 2006; Martinez et al, 2007; Kim et al, 2006).
Gammaproteobacteria fue otro grupo detectado. Esta tesis y algunos otros estudios han
puesto de manifiesto la importancia del género Pseudomonas en el catabolismo de s-
triazinas (Mandelbaum et al. 1995; Hernandez et al. 2008c). Las Acidobacteria constituyen
un taxon filogenéticamente diverso y ubicuo, especialmente abundante en habitats terrestres
(Janssen et al., 2002; Macrae et al., 2003). Se sugiere un importante papel ecolégico en
estos organismos en el suelo (Quasier et al., 2003). Sin embargo, existe escasa informacion

sobre las propiedades metabdlicas de este filum y su rol en los ecosistemas.

Una mencion especial merece el grupo filogenético Planctomycetes. Numerosos
clones de la libreria del suelo con historial de aplicacién de simazina fueron asignados
filogenéticamente a este grupo. Ademas, la abundancia relativa de este grupo aumento
notablemente durante las estrategias de bioaumentacién con la cepa MHP41 en ambos tipos
de suelos (A y B). Inicialmente, las especies bacterianas pertenecientes a los
Planctomycetes fueron asociadas a ambientes acuaticos, lo que explica el origen de su
nombre. Recientemente, especies de Planctomycetes se han encontrado en bibliotecas del
gen 16S rRNA generadas a partir de muestras de suelos en los cinco continentes y de una
amplia gama de habitats, incluida suelos agricolas (Buckley et al., 2006). Los miembros de
este grupo son organismos quimioheteroétrofos, aerobios o anaerobios facultativos. Algunos
de ellos son capaces de reduccién anaerobia de nitrato. Buckley et al., (2006) estudiaron la
estructura y dinamica de las comunidades de Planctomycetes en ecosistemas agricolas
observando variaciones en funcion de las practicas agricolas y la aplicacion de compost en
el suelo. Aunque no ha sido posible determinar la funcién de estos microorganismos en los
suelos agricolas estudiados, los resultados hallados ponen de manifiesto que los
Planctomycetes son miembros metabdlicamente activos de la microbiota nativa de suelos
agricolas de la Region de Valparaiso sugieren que el catabolismo de s-triazinas en el suelo

podria estar asociado a especies del grupo Planctomycetes.

Finalmente, los resultados de biorremediacion de simazina, en conjunto con los
estudios de adsorcion y cambios en la estructura de las comunidades bacterianas nativas de

los suelos durante la bioaumentacion con Pseudomonas sp. MHP41 permitieron una
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comprensidon mas integral del catabolismo del herbicida simazina en suelos agricolas.
Considerando que el empleo de microorganismos es una estrategia ventajosa de
biorremediacién, Pseudomonas sp. MHP41 se posiciona como un buen biocatalizador. No
obstante, para estudios de bioaumentacion en campo, una tarea relevante es optimizar el
proceso para garantizar la mantencion de las capacidades de la cepa descrita a escala de
laboratorio y microcosmos. Por Ultimo, este trabajo puede ser considerado como un modelo

de estudio para la comprensién de la degradacion de otros compuestos organicos en suelo.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir que:

1. La cepa bacteriana Pseudomonas sp. MHP41, que es autéctona de suelos agricolas
de la Region de Valparaiso, puede ser diferenciada de la cepa modelo degradadora
de herbicidas s-triazinas Pseudomonas sp. ADP.

2. La cepa MHP41 mantiene su viabilidad y capacidad degradadora de simazina cuando

se inmoviliza en matriz de alginato.

3. Los parametros de interaccion Ky y K; determinados para simazina y los suelos
agricolas estudiados, indican que el compuesto es adsorbido. En el suelo sin historial
de aplicacion de simazina (suelo A, franco-arcilloso) la adsorcion de simazina se
debe principalmente a interacciones con la fraccién arcillosa, mientras que en el suelo
con historial de aplicacion de simazina (suelo B, franco) a interacciones con la
materia organica. Los estudios de entalpia de adsorcion indican que el proceso de

adsorcion de simazina al suelo es de caracter fisico y por lo tanto reversible.

4. Los estudios realizados en el marco de esta tesis ponen de manifiesto la eficiencia de
los microcosmos para valorar estrategias de biorremediacion frente a la
contaminacion de s-triazinas en diferentes suelos y condiciones. Los resultados
generados en microcosmos permiten obtener los conocimientos basicos para el

escalamiento de estudios de descontaminacion en campo.

5. La aplicacion de la técnica de bioaumentacion con la cepa MHP41 para la
descontaminacién de simazina en suelos contaminados con diferentes dosis del
herbicida, permiten una remocion significativa en un tiempo corto (1mes). Se alcanzo
una alta remocion de simazina en microcosmos de suelos agricolas sin historial de
aplicacion de simazina mediante la bioaumentacién con la bacteria MHP41

inmovilizada.
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6. El historial de aplicacién de simazina de un suelo determina la capacidad de auto-
remediacién de dicho ambiente y en consecuencia condiciona la aplicabilidad de
otras estrategias de biorremediacion. La inoculacion de la cepa MHP41 en este tipo
de suelos incrementa la actividad catabdlica de simazina y reduce la vida media del
compuesto, siendo mas eficiente que la microbiota nativa. La presencia de plantas no

afecta la remocion de simazina en el suelo.

7. En estudios de bioaumentacién a campo, la bioaumentacion incrementa la actividad
catabdlica de simazina. No obstante, la atenuacién de simazina fue similar entre

tratamientos control e inoculados con la cepa MHP41.

8. Los suelos agricolas del Valle del Aconcagua revelaron una gran diversidad
microbiana. La bioaumentacion produce cambios similares en la estructura de las
comunidades microbianas a nivel de la abundancia relativa de Acidocaterias y
Planctomycetes, independientemente de la composicién de las mismas o del historial
previo de adaptaciéon al compuesto que los suelos posean. Cambios menores se

asocian por efecto de la aplicacion de simazina (Alphaproteobacteria).
9. Los estudios de biorremediacion por bioaumentacién con la cepa MHP41 son un

modelo para la comprension de la biodegradacion de otros contaminantes organicos

persistentes en el suelo.
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IX. PROYECCIONES

1. Dado que la inmovilizacién del biocatalizador Pseudomonas sp. MHP41 confiere
proteccion y mantiene su actividad degradadora de simazina en el tiempo, resulta de
gran relevancia explorar la aplicabilidad de otros soportes o matrices de inmovilizacion
mas economicos y acorde con la sustentabilidad del medio ambiente. Una alternativa
adecuada es la aplicacion del indculo inmovilizado en subproductos de bajo costo como

desechos organicos, turba, abono y residuos vegetales.

2. Para estudios de biorremediacién en campo con Pseudomonas sp. MHP41 los
principales desafios son: i) establecer la densidad de inoculo apropiada para
bioaumentar, if) encontrar materiales adecuados y econémicos para su inmovilizacién y
jii) identificar fuentes alternativas de nitrégeno para su crecimiento a gran escala y sin

afectar su potencial de degradacion del herbicida simazina.

3. La prediccién del destino y transporte del contaminante simazina mediante modelos
matematicos son necesarios para comprender su impacto en el ecosistema. Asimismo,
estos modelos son una herramienta de apoyo durante los ensayos de biorremediacion

permitiendo optimizar su aplicacion y mejorar la calidad del proceso.

4. En esta tesis, se detectaron y cuantificaron grupos filogenéticos poco explorados en
ecosistemas terrestres como Acidobacterias, Planctomycetes y Archaea. Estudios
moleculares sobre estos grupos microbianos especificos contribuirian a comprender la
importancia ecolégica de estos organismos como miembro metabolicamente activos de

las comunidades microbianas de suelos agricolas contaminados con simazina.

5. El estudio iniciado en esta tesis en relacion a la diversidad y estructura de las
comunidades microbianas puede ser complementado con la aplicacion otras
herramientas moleculares (MAR-FISH; analisis funcional de genes catabolicos mediante
mRNA, etc.) que permitiran conocer la funcion principal que desempafia cada uno de los
miembros activos en la comunidad del suelo y especificamente en relacion al

catabolismo de s-triazinas.
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Figura A1. Isotermas de adsorcion para simazina en suelos agricolas a las 1, 6, 12, 24 y 48
horas. A) Suelo sin historial de aplicacién de herbicida. B) Suelo con historial de aplicacién de

herbicida.
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Figura A2. Ejemplificacion de las regresiones lineales realizadas para obtener los coeficientes
de distribuciéon de simazina en suelo segtin el ajuste del modelo lineal. A) Suelo A, 24 horas, B)
Suelo A, 48 horas, C) Suelo B, 1 hora, D) Suelo B, 6 horas.

Tabla A1. Coeficientes de distribucion K, para simazina en suelos agricolas. Los ajustes se
realizaron segun el modelo lineal para ambos suelos estudiadps.

Suelo A Suelo B
Tiempo (horas) | Ky (Lkg™) r Kq (L kg™) F
1 6,06 0,97 8,89 0,96
6 7,23 0,97 9,64 0,96
12 729 0,97 9,54 0,96
24 7,74 0,98 9,32 0,97
48 7,49 0,97 | 9,51 0,97
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Figura A3. Ejemplificacién de las regresiones lineales realizadas para obtener los coeficientes
de distribucion de simazina en suelo, segtn el ajuste del modelo de Freundlich. A) Suelo A, 24
horas, B) Suelo A, 48 horas, C) Isoterma suelo B, 1 hora, D) Isoterma suelo B, 6 horas.

Tabla A2. Coeficiente de distribucion (K;), valores de n y r* para simazina en suelos agricolas.
Los ajustes se realizaron segun el modelo de Freundlich para ambos suelos estudiados.

Suelo A Suelo B
Tiempo (horas) Ke (L kg™) n r Ki (L kg™) n r
1 1,54 0,58 | 0,98 2,37 0,70 | 0,99
6 1,60 0,55 0,98 1,78 0,64 | 0,99
12 1,33 0,66 | 0,99 2,11 0,67 | 0,99
24 1,63 0,68 | 1,00 1,96 0,66 | 0,99
48 1,49 0,67 | 0,98 1,97 0,65 0,99
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Figura A4. Isotermas de adsorcion para suelos agricolas a 25 y 35 ° C. Las isotermas se
realizaron a diferentes temperaturas para el calculo de entalpia de adsorcién para el suelo A (A) y el

suelo B (B).

Tabla A3. Valores de los parametros del modelo de Langmuir requeridos para el calculo de la
entalpia de adsorcion de simazina en suelo agricola.

Suelo A Suelo B
Temperatura Qo b Qo b
o -1 -1 r2 -1 -1 r2
(°C) (mgkg™) | (Lmg") (mgkg™) | (Lmg’)
25 22.03 0,08 0,99 68,03 0,07 0,99
35 16.75 0,1 0,99 37,45 0,09 0,99
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ANEXO Il

Publicaciones internacionales

Los resultados obtenidos en esta tesis contribuyeron a las siguientes publicaciones

cientificas:

Hernandez, M., P. Villalobos, V. Morgante, M. Gonzalez, C. Reiff, E. Moore and M.
Seeger. (2008) Isolation and characterization of a novel simazine-degrading bacterium
from Chilean agricultural soils, Pseudomonas sp. MHP41. FEMS Microbiol Lett. 286: 184-
190.

Flores, C., V. Morgante, M. Gonzalez, R. Navia, and M. Seeger. Adsorption studies of the
herbicide simazine in agricultural soils of Aconcagua valley, central Chile. Chemosphere.
Chemosphere. DOI:10.1016/j.chemosphere.2008.10.060.

Hernandez, M., V. Morgante, C. Flores, P. Villalobos, M. Gonzalez, P. Miralles, M. A.
Dinamarca and M. Seeger. (2008). Modern approaches for the study of bioremediation of
s-triazine herbicides in agricultural soils. J. Soil Sci.Plant Nut. 8 (2): 19-30.

Hernandez, M., V. Morgante, M. Avila, P. Miralles, M. Gonzalez, and M. Seeger. (2008).
Novel s-triazine-degrading bacteria isolated from agricultural soils of central Chile for
herbicide bioremediation. EJBiotech/RES/870. Vol. 11(5).

Publicaciones en preparacion

Estos resultados contribuyen a la siguiente publicacién cientifica: Morgante V., Lépez-
Lépez A., Flores C., Gonzalez M., Gonzalez, B., Vasquez M., Rossell6-Mora R. and M.
Seeger. 2008. Microbial community structure in simazine-treated soils and changes
induced during bioaugmentation with Pseudomonas sp. strain MHP41.

Estos resultados contribuyen a la siguiente publicacion cientifica: Morgante V., Miralles
P., Flores C., Gonzalez M., Vazquez M., and Seeger M. 2008. Biodegradation of simazine
in contaminated soil and use of Pseudomonas sp. strain MHP41 in bioremediation
approaches. En preparacion
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Patentes de invencion

e Solicitud Patente de Invencién 1982/2007 presentada en DPI, Ministerio de Economia,
Chile, Julio 2007. “Bacteria degradadora de herbicidas del tipo s-triazinas, un producto
de biorremediacion y un método de aplicacién”.

e Solicitud Patente de Invencién Internacional (Estados Unidos, Canada, Colombia y
Argentina Julio 2008). “s-Triazine herbicide-degrading bacteria, product for the
bioremediation and method of bioremediation”.

INVENTORES: Verdnica Morgante, Marcela Hernandez, Patricio Villalobos, Cecilia Flores,
Myriam Gonzalez y Michael Seeger.
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ANEXO Il

Asistencia a eventos cientificos

Los resultados obtenidos en esta tesis fueron presentados en los siguientes eventos

cientificos:

Congresos Internacionales

e Bioremediation studies for the clean-up of chlorinated herbicide-treated agricultural soils.
V. Morgante, P. Miralles, M. Hernandez, C. Flores, M. Gonzalez, and M. Seeger. V
International symposium of interactions of soil minerals with organic components

and microorganisms. Pucon, Chile. 24 - 29 de Noviembre de 2008.

e Characterization of Pseudomonas nitroreducens MHP41 and its application in
bioremediation (enviado). Hernandez M., Morgante V., Miralles P., Gonzalez M.,
Rosselld-Mora R. and M. Seeger. Il International Meeting on Environmental
Biotechnology and Engineering. Palma de Mallorca, Espafia. 21 - 25 de Septiembre de
2008.

e Bacterial community changes of a pesticide-contaminated soil during bioaugmentation. V.
Morgante, A. Lépez-Lopez, R. Rossello-Mora, R. De La Iglesia, M. Gonzalez, M.
Vazquez, and Seeger, M. 12° Simposio Internacional de Ecologia Microbiana (12-
ISME). Cairns, Australia. 17 - 22 de Agosto de 2008.
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