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RESUMEN.

En este estudio se abordó el problema de los suelos salinos que se exponen a

compuestos aromáticos provenientes de las descargas de efluentes agroindustriales, desde

el analisis de los cambios en las estructuras comunitarias de bacterias y arqueas, como

microorganismos bioindicadores del nivel de perturbaoión.

Estas comunidades microbianas, que se adaptan a los ambientes salinos (suelos

hipersalinos), se expusieron a tres contaminantes presentes en los residuos industriales que

se han utilizado a menudo como modelos de estudio de la contaminación antropogénica:

fenol (Phe), ácido 4-hidroxibenzoico (a-HB) y árcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Además, se agregó 1a tirosina (Tyr) en e1 diseño experimental, porqLle es un compllesto

aromático considerado como un componente no tóxico para la microbiota.

Ei efecto producido por estos compuestos en suelos salinos se analizó a través de

cambios en las estructuras de las comunidades después de 1, 15 y 30 días de exposición.

Para ello, se utilizó un método molecular independiente de cultivo, el Polimorfismo en el

Largo de Fragmentos Terminales de Restricción (T-RFLP). Para ensayar los efectos de

cada compuesto en el suelo, se utilizaron microcosmos experimentales de suelo salino,

aplicando dos concentraciones a 5 y 20 mM de cada compuesto. Los cambios en 1as

comunidades microbianas se determinaron mediante el uso de los índices ecológicos de

diversidad (H'), equidad (J) y riqueza (S) y el cálculo de matriz de similitud a partir del

índice de Bray-Curtis, visualizado en gráhcas de Escalamiento Multidimensional No

Métrico §MDS).

Los resultados indican que las comunidades más afectadas fueron las expuestas a

2,4-D y Phe, en ambas concentraciones, presentando bajos valores de diversidad (H') y

equidad (J) y rapidas diferenciaciones estructurales con respecto a ia exposición a 4-HB y

Tyr. Esto fue corroborado por los resultados observados con cromatografia líquida de alto

rendimiento (HPLC) en cuanto a la eliminación de compuestos aromáticos, siendo el

compuesto que mostró los niveles más bajos de eliminación de todo el experimento 2,4-D

(30% y 14% de eliminación a 5 y 20 mM, respectivamente, después de 30 días de

exposición), mientras que Phe se eliminó en un 93%y 77% a 5 y 20 mM, respectivamente.

x ¡



En cambio, 1os compuestos 4-HB y Tyr se eliminaron cerca del 99%o en ambas

concentraciones después cle 30 días.

Finahnente, se utilizaron técnicas microbiológicas de cultivo para el aislamiento de

bacterias capaces de crecer en condiciones de salinidad de1 15% de NaCl y en

concentraciones de 5 mM en cstos compuestos. En el aislamiento el género Halomonas fue

el que mostró la mayor versatilidad hacia la degradación de los compuestos aromáticos. Los

métodos utilizados en este trabajo son útiles para hacer frente a los efectos de las

perturbaciones de los contaminantes aromáticos en suelos salinos.
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ABSTRACT.

This study considers the problem of saline soils exposed to aromatic compounds

from agro-industrial effluent discharges, arralyzing the changes in community structures of

Bacteria and A¡chaea as bioindicator microorganisms of the level of disturbance.

These microbial communities, which a¡e adapted to saline environments

(hypersaline soils) were exposed to three pollutants present in industrial wastes which have

been often used as study models of anthropogenic pollution: phenol (Phe), 4-

hydroxybenzoic acid (4-HB) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). In addition,

tyrosine (Tyr) was added in the experimental design, because, it is considered as a non-

toxic aromatic component fo¡ microbiota.

The effect produced by these compounds in saline soil was anaiyzed through

changes in community structures after 1, 15 and 30 days of exposure the Length

Polymorphisms (T-RFLP), was used. To test the effects of each compound on the soi1s,

microcosms were used, applyng two concentrations to 5 and 20 mM of each compound.

Changes in microbial communities were determined by use of the ecologicai indexes of

diversity (H'), evenness (J) and richness (S) and calculating similarity matrix from Bray-

Curtis index, displayed in graphs of Non Metric Multidir¡ensional Scaling (NMDS).

Results indicated that the more affected communities were those exposed to 2,4-D

and Phe, in both concentrations, presenting low values ofdiversity (H) and evenness (J) and

rapid structural differentiation with respect to exposition to 4-HB and Ty. This was

conoborated by the results observed with High Performance Liquid Chromatography

(HPLC) regarding the removal of aromatic compounds, as the compound that showed the

lowest levels of rernoval throughout the experiment was 2,4-D (30% and l4o% removal at 5

and 20 mM, respectively, after 30 days of exposure), whereas Phe was removed by 93%

and 77oA af 5 and 20 mM, respectively. In contmst, both 4-HB and Tyr were removed close

to 99Yo atbofh concent¡ations after 30 days.

Culture microbiological techniques were used for isolation of bacteria able to grow

on 5 mM of these compounds as the sole carbon source, under 15olo salinity. Among the

isolates the gents Halomonas showed higher versatility towards degradation of aromatic



compounds. The methods used in this work are usefu1 to address the effect of afomatla

pollutant disturtrances on saline soils.
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INTRODUCCIÓN.

Antecedentes Generales.

1.1.1. Degradación de suelos y actividad microbiana.

Para mantener la estructura y calidad de un suelo es fundamental conocer el

estado de los componentes bióticos (Dick, R. P., 1992; de-Bashan, L. 8., y co1., 2Ol2).

La actividad microbiana hace posible la circulación de los componentes abióticos,

favoreciendo el intercambio de compuestos químicos que intervienen en los procesos

que mantienen la estructura del suelo (Bronick, C. J. & Lal, R.,2005; Garrigues, 8., y

col,2012).

Por otro lado, las distintas historias formativas de los suelos, que dependen de 1os

efectos climatológicos, hacen de los sueios ambientes sumamente heterogéneos,

complejos y particulares (Zhao, G., y col., 2013). Los ecosistemas de suelos son

sensibles a las perlurbaciones ambientales tanto naturales como antrópicas, sin embargo

algunos ecosistemas, dada su estructura particuiar, son más vulnerables a la degradación

(Darwish, T., y col., 2005).

En gran medida, el bajo nivel de resiliencia de un ecosistema se relaciona con la

pérdida de diversidad microbiana edáfica, por lo que el estudio de la biodiversidad

microbiana se ha convertido en un componente fundamental en el campo de la salud del

suelo (Tripathi, S., y col., 2006).

1.1.2. Características químicas de suelos salinos.

Existen algunos ambientes naturales que presentan una particular sensibilidad

frente a la degradación; un ejemplo de éstos son los suelos salinos (Gao, J. &Liu, Y.,

2010). Estos suelos se caracterizan por poseer una alta concentración de iones (Can2,

Mg*2, 1HCo3¡-, (so4)'?-, (co3)'z', Na*, K*, c1-) y un bajo nivel de materia orgánica

(M.O.) (Abd Elrahman S. H., y co1.,2012).

1.1.



Estos elementos pueden modificar la estructu¡a del suelo, por lo que se han

establecido como parárnetros para distinguir las condiciones de salinidad de los suelos

(Rhoades, J. D., 1996; Pathak, lI. &Rao, D. L. N., 1998). Un parámetro que se ha

propuesto para determinar ei nivel de salinidad, ha sido determinar 1os iones presentes

en e1 suelo, por medio de la conductividad eléctrica del extracto (CE") (Rhoades, J. D.,

t996).

Cuando la CE" se encuentra sobre 4 dScm-I, se dice que el suelo se encuentra

salino (Rengasamy, P.,2006). Sin embargo, la presencia o ausencia principalmente de

iones (Ca*2, Mgt2, iHCo¡-, (So4)'?-, (Co3)2-, Na*, Kt, c1-), permite distinguir entre un

suelo salino, sódico o salino-sódico. Particularmente, utilizando la Relación de

Adsorción de Sodio (RAS), se puede distinguir entre un suelo salino o sódico (Rietz, D.

N. & Hayres, R. J., 2003).

Cuando el suelo presenta un RAS >13 y un pH > 8,5, se denomina sódico, pero

cuando solo esta última condición disminuye, el suelo corresponde a1 tipo salino-sódico

(Gupta, R. K. &Abrol, I. P., 1990). Estas diferencias se deben principalmente al aumento

de los iones Na* con respecto a los iones Ci* y M{.. El intercambio de estos iones en

el suelo provoca características sódicas que desestabilizan la estructura del suelo (Qadir,

M. & Schubert, S., 2002).

1.1.3 Contaminantes Orgánicos en suelos salinos.

Los ambientes salinos se han incrementado en todo el planeta producto de la

salinización natural y la contaminación generada por las descargas de efluentes

industriales de la agroindustria textil, farmacéutica, refinería del petróleo y agricultura

(Oren, A., y cot.,1992; van der Meer, J. R., y col., 1992; Woolard, C. R. & Irvine, R. L.,

1995; Rengasamy, P.,2006; Krhg, K. &Krhg, S.,2007) (Figura 1).
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Figura 1. Distribución mundial de los suelos afectados por la salinidad en las zonas
costeras (Sparks D. L., 2003).

Algunos de los compuestos orgánicos mayormente encontrados en estos sitios

contaminados son los denominados COPs (Compuestos Orgánicos Persistentes), BTEX

(Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno), alifáticos y compuestos aromáticos de bajo

peso molecular, Ios que han generado un impacto al ser humano y a1 medio ambiente

(Woolard, C. R. & Irvine, R. L., 1994; Flowers, T. J. &Yeo, A. R., 1995).

La mayoría de 1os compuestos de bajo peso molecular que se encuentran

presentes en altas concentraciones en 1os desechos de ias agroindustrias corresponden a

los cloroaromáticos, ácidos fenólicos y sus derivados (Olaniran, A. O. & Igbinosa, E. O.,

201 1). A pesar que se conoce de la presencia de estos compuestos en los ambientes

salinos, se desconoce su movilidad y persistencia en estos ambientes (Pey.ton, B. M., y

col.,2OO2). En general, al ser compuestos solubles en agua poseen una alta movilidad,

por lo que en ambientes salinos, donde la disponibilidad de agua es baja, se presume que

estos compuestos tienen una baja movilidad y una alta persistencia, ya sea por la

estabilización de éstos frente a la presencia de altos niveles de salinidad o por la baja



presencia de microorganismos para su biodegradación (Davezza, M., y col., 2013;

Moussavi, G., y col., 2014).

Los ambientes salinos que se exponen a efluentes de 1a agroindustri.a, se espera

que aumenten en los próximos años, debiclo principalmente al reemplazo del agua

potable en los procesos productivos por agua de mar o aguas residuales, favoreciendo la

formación de suelos salinos contaminados (Alva, V. A., & Pe1'ton, B. M. 2003; Muyen,

Z.,y col.,201l; Gao, Y. C., y col.,20l3).

Estos ambientes que presentan una alta salinidad y que además están

contaminados, generan un escenario complejo y poco explorado en el suelo

(Kleinsteubcr, S., y col., 2006). Sin embargo, gracias a la existencia de este tipo de

arnbientes complejos, ha resultado interesante intentar predecir 1as funciones

ecosistémicas y 1a composición de 1as comunidades microbianas cuando éstas se

enfrentan a perturbaciones de este tipo, ya que estas variables afectan la recuperación de

los suelos (Robinson, C. J., y col., 2010; Zhou, 1., y co1., 2014; Schrnidt, T. M. &

Waldron, C.,2015).

1.1.4. Microorganismos como bioindicadores de degradación de

suelos,

Los cambios a nivel microbiológico resullan útiles para conocer los efectos de las

perturbaciones en el ambiente, ya que los microorganismos son sensibles a estas, 1o que

permite su uso como indicadores de 1a calidad del suelo (Nannipieri. P., y col.,2003;

Feld, L., y col., 2015).

Esta sensibilidad se ha observado cuando persiste a1gún compuesto xenobiótico,

afectando la actividad microbiana (Chowdhury, A., y col., 2008). Por ejemplo, se ha

descrito que compuestos orgánicos de bajo peso molecular, como el pa¡atión, presentan

una disminución en su velocidad de biodegradación en suelos salinos, ya que la alta

salinidad produce que este compuesto sea más estable en el ambiente, pe{udicando la

salud del suelo. Este efecto se ha relacionado principalmente a una menor diversidad

microbiana en los ambientes salinos (Anjum, R., y col., 2012). A pesar de ello, aún hay



mucho desconocimiento en esta materia, pa(icularmente de las características

metabólicas que podrían poseer los microorganismos adaptados a los ambientes salinos

para enfrentarse a la exposición a compuestos aromáticos de bajo peso molecular.

1.L5. Microorganismos halófilos y su mecanismo de adaptacién

a condiciones de saünidad'

Los microorganismos que están adaptados a concentraciones elevadas de

salinidad son los llamados halófilos. Estos microorganismos generalmente se encuentran

presentes en ar¡bientes salinos y pertenecientes tanto a los dominios Bacteria, Arquea

como Eucaria, para ios cuales se ha planteado una clasificación, basada en el rango de

salinidad al que se encuentran adaptados (Tabla l) (Oren A., 2002). Para resistir 1as

condiciones adversas de estos ambientes salinos, los microorganismos halófilos han

desarrollado mecanismos de adaptación, como acumular K*, Cf y solutos compatibles

en el citoplasma (Beer, K. D., y col., 2014).

Estos últimos, son moléculas orgánicas de bajo peso molecular, solubles, que no

interfieren con el metabolismo celular (Peyton, B. M., y col.,2002). Por otra parte, la

presencia de Cl- activa enzimas que desencadenan la biosíntesis de los solutos

compatibles. Estos procesos penniten regular el pH intemo celular, promoüendo 1a

estabilidad osmótica y estructural. Los mecanismos de acumulación, junto al uso de

bombas "antiport' Na*/H* se prcsentan como las estrategias más comunes para combatir

la alta salinidad (Ventosa, A., y col., 1998; Moberly, J. G., y col., 2010).

Tabla 1. Clasificación de microorganismos halóñlos según el rango de salinidad.

I

Halófilo

DébiI

Moderado

Extremo

NaCl
(moVl)

0,17 - 0,51

o 51 - ? 55

2,55 - 5,44

NaCl
o/o(plv)

l-3
3 - 15

15,32
Tomado de: (Kushner, D. J., 1993; Ventosa, A., y col., 1998.; Oren, A., 2013).



1.1.6. Uso potencial de microorganismos halóiilos en la

biorremediacion de suelos degradados,

A partir de los estudios de Oren y co1. (1992), se intensificó el interés por el estudio

de los miooorganismos halófilos para su posible uso en 1a biorremediación. Varios

autores se han focalizado en e1 aislamiento de bacterias que habitan en ambientes salinos

expuestos a diferentes tipos de compuestos provenientes de la agroindustria. Por

ejemplo, se ha encontrado que bacterias halófilas peftenecientes a 1a familia

Halomonadaceae presentan una alta ve¡satilidad, dado que son capaces de degradar una

variedad de compuestos aromáticos, en particular aquellas del género Halomonas.

Algunas especies de este género, aisladas desde suelos salinos, son capaces de crecer

en medios con alta salinidad y compuestos aromáticos como única fuente de carbono.

Por ejemplo, algunas especies de este género son capaces de degradar 2,2 mM de ácido

2,4 diclorofenox iacético (2,4-D) entre 35 a 58 g L-r de NaCl (Maltseva, O., y col., 1996),

o de degradar 0,5 mM de fenol (Phe) con 100 g L-l de NaCl (Pe1.ton, B. M, y col.,

2002). Una de las especies más versátiles de este género es Halomonas organivorans,la

que fue aislada a partir de suelos salinos y es capaz de degradar 5 mM de ácido 4-

hidroxibenzoico (4-HB) al 10% de NaCl (García, M. T., y col., 2005; Zhuang, X., y col.,

2010). Incluso 1a cepa Halomonas sp. PH2-2, es capaz de degradar 11 mM de Phe en 7

días al 15% de NaCl (Haddadi, A. & Shavandi, M., 2013).

Por otro lado, algunos investigadores se han enfocado en el aislamiento de arqueas

halófilas, las que son capaces de crecer en condiciones hipersalinas. La mayoda de estos

microorganismos crecen de manera óptima por encima de una concentración de 150 g L-
I de NuCl, ya que a concentraciones inferio¡es (100 g L-l de NaCl) ocurren procesos de

lisis celular (Andrei, A. S., y col,2012). El primer estudio que reportó la degradación de

los compuestos aromáticos por arqueas halófilas fue el de Emerson y coi. (1994), quien

trabajó con 1a cepa Dt227 del género Haloferax, logrando que ésta creciera en ácido

benzoico y ácido cinri,rnico como únicas fuentes de ca¡bono. También se ha visto que

algunas especies del género Haloferax tienen ia capacidad de degradar 4-HB a 1,5 mM
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con 200 g L-l de NaCI (Orellana S. C., y col., 2Ol2). Tauto en Chile como en otros

paises sudamericanos se han podido aislar arqueas halófilas desde salares y crecerlas

utilizando 4-HB (0,4 mM) como única fuente de carbono con 200 g L-r de NaCl

(Cuadros-Orellana S., y col., 2006).
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Figura 4. Ruta biodegradativa del fenol (Phe) tanto por la vía orto y meta descrita en
Pseudomonas putida considerando las enzimas involucradas en números; I : Phenol 2
monooxigenasa; 2 : Catecol 2,3-diooxigenasa; 3 : Catecol i,2-diooxigenasa; 4:
Muconato lactonasa; 5 : Mucolactona isomerasa; 6: B-cetoadipato enol lactonasa; 7
=t¡ansferasa;8:Acetiltransfe¡asa/Tiolasa;9-2-hidroximuconatosernialdehido
hidrolasa; 10:2-oxopent 4-enoato hidratasa; 11 : 4-hidroxi 2-oxovalenato aldolasa
(Feist, C. F., & Hegeman, G. D., 1969).
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las enzimas; 1 : tirosina aminotransferasa; 2 : 4-hidroxifenilpiruvato-dioxigenas; 3:
homogentisato dioxigenasa; 4: ismoerasa maleicetoacetate (Arias-Barrau, E., y col.,
2004).

Estos avances en el conocimiento de 1a ecología y la biodiversidad tanto en

bacterias como arqueas, en los ambientes salinos, han aumentado el interés en el uso de

los microorganismos halófilos en la biorremediación de sitios salinos contaminados. ya

que los métodos fisicoquímicos son muy costosos y de alto impacto ambiental (García,

M. T., y col., 2005). La bionemediación ha resultado ser una alternativa segura, rentable

y de bajo impacto ambiental que posee variedad de opciones tecnológicas, como 1a

bioaumentación de microorganismos, ya sean autóctonos, exógenos o genéticamente

modificados (Garbisu, C. & Alkorta, 1., 1999; Habe, H. & Omori, T., 2003). La

presencia de estos microorganismos se puede complementar con procesos de

bioestimulación, que corresponden a la aplicación de algún compuesto como oxígeno,

agua y/o algún nutriente que estimule los procesos metabólicos de los microorganismos
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para que puedan ffansformar los compuestos xenobióticos a formas inocuas o hasta su

combustión (COz y HzO) (Femández-Luqueño, F., y col., 2011; Li, H., y co1., 2012).

Los microorganismos halófilos se presentan como los candidatos idóneos para la

biorremediación de suelos salinos ya que cuando se utilizan sistemas bioiógicos no

adaptados a la salinidad en ambientes salinos contaminados, disminuye 1a capacidad

degradativa de los microorganismos hacia los compuestos contaminantes (García, C. &

Hemández, T ., 1996; Fathepure, B. 2., 2014). Eso se debe a que en los suelos salinos se

presentan factores inhibitorios de la actividad metabólica microbiana, como el alto

contenido de iones [Nu*, K*, CI y (SO4)2), la baja humedad y e1 alto pH (Margesin, R.

& Schinner, F., 2001; Lefebwe, O. & Moletta, R., 2006; Fernández-Luqueño, F., 2011),

lo que afecta el metabolismo celular de la mayoria de los microorganismos, incluso

provocando la ruptura de la membrana celular y la desnaturalización de enzimas en

microorganismos no halófilos (Pemetti, M. & Palma, L. D., 2005).

Sin embargo, antes de decidirse a utilizar alguna estrategia de biorremediación en los

ambientes salinos, es importante conocer el comportamiento de las comunidades nativas

de bacterias y arqueas frente a la exposición a compuestos aromáticos, en

concentraciones similares a las generadas por el impacto de la actividad industrial, ya

que se ha visto que estrategias de biorremediación que han superado las condiciones de

salinidad fracasan en su aplicación en campo, por factores como la elevada

concentración y e1 tipo de contaminante en el sitio a bionemediar (Maila, M. P. &

Cloete, T. 8., 2004: Aichberger, H., y col., 2005; Vaajasaari, K. & Joutti, A., 2006;

Afzal, M., y col., 2007; Pardey, J., Chauhan, A., y col., 2009). Por 10 tanto, es

importante que al simular las condiciones medioambientales para el estudio de las

comunidades microbianas, se utilicen las concentraciones de los compuestos aromáticos

lo más ajustadas a la realidad industrial, para así conocer cómo ias diferencias en los

cambios en la estructura comunitaria microbiana se relacionan con 1a sensibilidad de las

mismas frente este tipo de estrés ambiental (Sun, M. Y., y col.,2012). Esta información

podría ser muy útil como metodología para estabiecer índices de la calidad del suelo, ya

que las metodologías fisicas, químicas y biológicas que se utilizan actualmente han sido
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insuficientes para determinar el estado de un suelo. sin embargo, a lo rargo del tiempo se
ha privilegiado el uso de metodologías biológicas, basadas en la actividad
microbiológica del suelo como la medición de biomasa, cuantificación de nitrógeno,
contenido de M.o. o la cuantificació, de co2 en er suelo, por su bajo costo y fácir
implementación (Schloter, M., y col., 2003; Cederlund, H., y col.,20l4).

1.1.7. Variaciones de índices ecológicos como medida de
perturbación deI ecosistema.

A pesar de ello, aún existe escasa información respecto a los cambios que
experimentan ras comunidades microbianas en los ecosistemas salinos frente a
perturbaciones generadas por la actividad industrial (Allison, s. D. &Martin¡ J. B.,
2008; shade, A., y col., 2012). A pesar de la falta de información, se han realizado
esfuerzos por evaluar la estab idad y funcionalidad de las comunidades microbianas
mediante la interpretación de las variaciones en ros índices ecorógicos de diversidad,
equidad y riqueza (Giller K. E., y col., 1997; GtrvanM. S., y col., 2005).

con estos índices ecorógicos aparece la posibilidad de asociarros con la remoción
de los compuestos presentes en las aguas residuales industriales a dife¡entes
concentraciones, para comprender si ros cambios en las abundancias de los presentes en
una comunidad microbiana, están dados por un efecto de toxicidad clel compuesto o por
las ventajas que éste ofrece a las especies con capacidades para metabolizar y remover ei
compuesto-

Esto permitiría, de acuerdo a la sensibilidad de ra comunidad microbiológica por
algún compuesto, establecer rangos de concentraciones en la descarga de resicruos
inclustriales, que permitan la recuperación natural del suelo. Esta información podría ser
útil para evitar el progresivo aumento del deterioro de los suelos, ya que algunos
compuestos podrían ser más tóxicos que otros permitiendo distinguir ra concentración
adecuada para que el ambiente pueda autodepurarse naturarmente sin requerir
tecnologías para su remediación.
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1.1.8. Propuesta de Estudio.

Como se ha descrito en este docurento, la mayoría de los residuos

agroindustriales poseen compuestos aromáticos de bajo peso molecular de tipo

fenólicos, cloroaromáticos y sus derivados, por lo que en este estudio se han

seleccionado los compuestos fenol (Phe), ác 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) y ác. 4-

hidroxibenzoico (4-HB).

Éstos resultan adecuados para este tipo de estudios, ya que se han converlido en

modelos de estudio de contaminación ambiental y biodegradación microbiana (Der

Yang, R. & Humphrey, A.8., 1975; Pérez-Pantoj4 D., y col.,2008; Kraiser, T., ycol.,

2013; Lttna, A. J., y col., 2014; Chen, S. Y., y co1., 2015). Por ejemplo, se han

encontrado en efluentes agroindustriales concentraciones de 1053 mg L-l de Phe

acompañado de iones Na* (t176 mgl--l), cll (1572 mgl--l), K* (1612 mg L-1) y (Soz)2-

(2280 mg L-1) (Afza1 M., y co1., 2007). También se ha observado la presencia del

herbicida 2,4-D en los residuos de la agroindustria, en concenkaciones entre 600 - 800

mg L I en presencia de 60 g L I de NaCl (Luna, A. J., y col., 2012).

Respecto a la toxicidad de estos compuestos sobre las comunidades microbianas

se sabe, por ejernplo, que el herbicida 2,4-D por su efecto oxidante, genera un fuerte

impacto sobre 1as microbiota afectando la calidad del suelo, sobre todo en suelos que no

han sido expuestos previamente a este compuesto (Zabaloy, M., C., y col., 2008). Esta

toxicidad también podría ser extrapolable a la producida por Phe y 4-HB, aunque en

menor grado, dado que estos compuestos se han encontrado presentes en ambientes

como la rizósfera de las plantas, producido como exudados de éstas, provocando e1

enriquecimiento de algunos microorganismos asociados a las raíces (Ramos, J. L., y col.,

1995; Cheq S., y col., 20i5).

Para distinguir el grado de toxicidad de estos compuestos se incorpora al diseño

experimental, 1a tirosina (Tyr) como un compuesto aromático que no genera un efecto

tóxico para los microorganismos. Este compuesto es un aminoácido que puede

comportarse tanto como fuente de carbono o como fuente de nitrógeno para los

13



microorganismos, además de su uso como aminoáciclo para la producción de proteínas

celulares (Arias-Barrau, E., y col., 2004). Se presume que este compuesto podría actuar

como nutriente a bajas concentraciones, pero a altas concentraciones podria resultar

tóxico para algunos microorganismos (Lütke-Eversloh, T., y co1., 2007). La selección de

Phe,2,4-D,4-HB y Tyr, busca establecer si las características particulares de cada tipo

de compuesto aromático, producen diferentes impactos en 1os ecosistemas microbianos

como por ejemplo, cambios de las estructuras comunitarias, y si estos cambios guardan

relación, tanto con el tipo de compuesto, como con la concentración de cada uno

aplicado.

Para estudia¡ estas diferencias se definió un diseño experimental basado en el

montaje de microcosmos de suelo salino. Este tipo de experimentos, a diferencia de los

de campo, disminuye las variables que podrían afectar los ¡esultados como, por ejemplo,

que no ocruren procesos de lixiviación del compuesto, aumentando 1a reproducibilidad

de las observaciones. Es por ello, que el uso de microcosmos experimentales se ha

establecido como Lrna metodología recurrente pa¡a este tipo de estudios (Liu, M., y col.,

2012; Riah-Anglet, W., y col.,2015).

Para el estudio del efecto de la exposición a compuestos aromáticos sobre las

comunidades microbianas en el t¡anscurso del tiempo, se utilizó la técnica molecular de

polimorfismo del largo de fragrnentos de restricción terminales (T-RILP). Esta permite

la detección de los cambios en la estructura comunitaria microbiana del suelo, con base

en la extracción directa de DNA metagenómico, 1a amplificación por PCR de los genes

marcadores rRNA 165 y el corte con enzimas de restricción, lo que 1a convierte en una

altemativa muy apropiada para comparat los cambios estructura-les en las comunidades

microbianas (Ercolini, D., 2004; Nocker, A., y col., 2007). Además de estas técnicas

moleculares, se aplicarán técnicas microbiológicas de aislamiento en medios de cultivo

mínimos, utilizando los compuestos aromáticos antes mencionados como única fuente

de carbono y energía, en condiciones salinas. La metodología de aislamiento nos

permitirá identifica¡ alguno de los microorganismos que participan en la degradación de

1os diferentes compuestos en los microcosmos de suelo salino.
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Como se ha descrito, el suelo resulta ser un sistema muy complejo, por sus

interacciones tanto químicas como biológicas. Esto ha llevado a la búrsqueda de métodos

que sean reproducibles y de bajo costo, que permitan generar indices de la calidad del

suelo. Los métodos basados en la sensibilidad microbioiógica han tenido mejores

resultados en comparación a los métodos físicos o químicos, ya que han podido anticipar

de mejor manera la degradación del suelo (Vasconcellos, R. L. F., y col.,2013). Sin

embargo, aún existe un debate sobre las técnicas para evaluar el impacto sobre el suelo

cuando éste se expone a algún agente externo, ya que todavía se presentan deficiencias

metodológicas en las técnicas actuales (Li, F., y col., 2007). Por esto, se ha hecho

necesario abordar las dinámicas microbianas desde una perspectiva biológica y química,

dado que el conkaste de diferentes tipos de análisis ha resultado la mejor manera de

obtene¡ un indicador del estado del suelo (Giacometti, C., y col., 2013).

Es por e1lo que, para e1 desarrollo del presente estudio, se escogieron 4-H8,2,4-D,

Phe y Tyr, pertenecientes al grupo de 1os compuestos aromáticos, aplicando diferentes

concentraciones, para así comparar sus efectos sobre las comunidades de bacterias y

arqueas. Estas comunidades, según su sensibilidad a las perturbaciones, pueden ser

utilizadas como indicadores de la respuesta ecosistémica, siendo éste, uno de los

primeros estudios que aborda los cambios en las estructuras comunitarias, producto de la

exposición a compuestos monoaromáticos que provienen de la agroindustria en suelos

salinos, aplicando técnicas que resultan ser muy precisas y que podrían complementar a

los métodos actuales de medición.
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1.1.9. Hipótesis:

La exposición a los compuestos 2,4-D,4-HB, Phe y Tyr afecta selectivamente a

las comunidades microbianas presentes en un suelo salino, tanto por su grado de

toxicidad y su biodegradabilidad, como por la concentración en que éstos se presentan.

1.1.10. Objetivo general:

Estudiar 1a sensibilidad de las comunidades de bacterias y arqueas fiente a la

exposición a compuestos aromáticos y su potencial para degraclar dichos compuestos en

un suelo salino.

1.1.11. Objetivos:

) Caracterizar químicamente el suelo proveniente de 1as salinas Lo Valdivia con

base en los protocolos de la Comisión de Normalización y Acreditación (CNA)

de la Sociedad Chilena de la Ciencia del Suelo.

F Comparar las tasas de remoción para las concentraciones 5 y 20 mM de Phe, 2,4-

D, 4-HB y Tyr en el tiempo en microcosmos de suelo de la muestra de las salinas

Lo Valdivia.

F Evaluar los cambios en 1a estructura comunitaria de bacterias y arqueas frente a

la exposición a Phe, 2,4-D,4-HB y Tyt en microcosmos de suelo de la muestra

de las salinas Lo Valdivia.

F Aislar e identificar microorganismos halófilos con capacidad para crecer en Phe,

2,4-D, 4-HB o Tyr, como única fuente de carbono y energía, en condiciones

salinas.

16



II. MATERIALES Y MÉTODOS.

2.1. Descripción del sitio de muestreo.

Las salinas Lo Valdivia, localidad que se encuentra en la (Provincia de Cardenal

Caro, en 1a VI Región de1 Libertador Generai Bemardo O'Higgins, específicamente en

la comuna de Paredones, a unos 4 km de Boyeruca (34"41'50.16"3, 72'00'44.3"0) es

un sitio de producción de sal que se ha mantenido prácticamente desde la Colonia, y por

ello mantiene una condición libre de contaminación por compuestos aromáticos

provenientes de la industria. Estas salinas, únicas en Chile junto a las de Cahuil, y las

más australes del planeta, se caracterizan por ser lagunas litorales de agua dulce que en

épocas de altas mareas se llenan con el agua del mar. A comienzos de noviembre, una

vez que los salineros han quitado el barro de 1as salinas, se abre 1o que ellos denominan

"La Boca", que es un brazo de mar que se interna hacia e1 continente varios kilómetros

entre dos cabos, posibilitado a través de una depresión topográfica con relación al nivel

del mar. Este canal mayor se intema en el valle y se desprenden de él una serie de

senderos de agua salada que nutren a las salinas (Figura 6).

Figura 6. Ubicación geográfica de las salinas Lo Valdivia. (34'41'50.16"5,
72OO'443"O), y vista aérea de "La Boca".
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2.2. Obtención de las muestras y análisis químico del suelo de las salinas

Lo Valdivia.

Se recolectaron 6 muestras de suelo en una bolsa plástica a una profundidad

máxima de 30 cm, desde el sitio de la deposición de sa1, respetando un muestro en zig-

zag (Figura 7). Las muestras obtenidas se mezclaron y homogenizaron con un mortero,

para formar una muestra compuesta en el laboratorio para su caracterización química, el

montaje de microcosmos y e1 aislamiento de microorganismos.

La caractetización química se realizó en el laboratorio de servicios FAIF

(Facultad de Agronomía e Ingeniería Forestal) de la Universidad Católica de Chile. Este

análisis consistió en la cuantificación de la Conductividad Eléctrica del extracto (CE"),

la Conductividad Eléctrica en suspensión (CE"u.p), el pH del agua, la Materia Orgánica

(M.O.), los aniones solubles, 1os cationes solubles y los elementos disponibles.

Con la concentración de aniones solubles y cationes solubles fue posible

determinar 1a sodicidad del suelo mediante la Relación de Adsorción de Suelo (RAS).

Los protocolos están basados en la CNA de la Sociedad Chilena de la Ciencia del Suelo.

Figura 7. Sitio preciso de obtención de la muestra de suelo en 1as salinas Lo Valdivia.
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2.3. Montaje de Ios microcosmos de suelo de Ias salinas Lo Valdivia'

El estudio de los cambios en las comunidades microbianas de suelo salino se llevó a

cabo rnediante el montaje de microcosmos, a partir de la muestra homogenizada de suelo

de las salinas Lo Valdivia. Cada microcosmos consistió en un vaso precipitado de 100

ml con 10 g de suelo, tapado con una película autosellante (Parafilm M). Los

microcosmos se incubaron a temperatura ambiente (25'C + 3) por un periodo de 30 d.

Cada microcosmos se expuso a un único compuesto y a una única concentración, por

triplicado.

Los compuestos utilizados fueron Phe, 4-HB,,2,,4-D, y Tyr, en concentraciones de 5

mM y 20 mM. Paralelamente se agregaron a1 montaje, dos tratamientos a modo de

controles, en los que los microcosmos no fueron expuestos a un compuesto aromático,

para así mejorar el análisis comparativo de la respuesta comunitada.

Uno de estos tratamientos control, denominado control "sin compuesto- (S.C.),

consiste en agregar agua estéril en vez del compuesto a los microcosmos. El otro

tratamiento control estuvo sujeto solo a las variables de incubación, es decir no se agrega

compuesto alguno ni agua, por 10 que se denominó "control de incubación" (C.I.)

Las muestras de los microcosmos se analizaron a los días 1, 15 y 30 por triplicado.

En cada tiempo de monitoreo, el aná1isis consistió en cuantificar el porcentaje de

remoción de los compuestos y tomar muestras de suelo para obtener el DNA

metagenomico para analizar la estructura microbiana.
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2.4. Análisis del porcentaje de remoción de los compuestos aromáticos en los

microcosmos de suelo saüno por HPLC.

De cada microcosmos se extrajo 5 g de suclo salino, los que se mezclaron con 15

m1 de metanol en un tubo de fondo cónico de 50 ml y se agitaron por 24 h a 200 rpm.

Luego, la mezcla se centrifugó a 9000 rpm por 45 min para recuperar el sobrenadante 
"

La solución recuperada se filtró en forma secuencial a través de filtros cle 0,45 pmy 0,22

pm de tamaño de poro. La solución obtenida se llevó al laboratorio de Química de

Suelos de la Facultad de Ciencias de 1a Universidad de Chile, para el análisis de la

remoción de cada compuesto por cromatografia liquida de alta resolución (HPLC).

El equipo de HPLC consistió en una bomba Waters i525 Bynary HPLC,

constituido por un detector UV con arreglo de diodos Waters 2996. Las muestras se

eluyeron isocráticamente usando una solución acuosa de ácido fosfórico (37o), con un

flujo de 1,5 ml min-r y una fase móvil de 60:40 (metanol/agua), ernpleando una columna

K¡omasil 100-3.5C18 de 15 cm de largo y de 8 mm de diámetro, con un tamaño de poro

de 4,6 mm. La detección se realizó por absorbancia de UV a 2l I nm, 254 nm, 228 nm y

274 rn paruPhe, 4-HB, 2,4-D y Tyr, respectivamente.

La detección de cada compuesto se llevó a cabo mediante una estandarización en

la metodología de análisis de cada analito. Primero, según las condiciones descritas

anteriormente para el HPLC se inyectaron 20 pl de la muestra patrón a una

concentración 5 mM para cada compuesto con una pureza del 99% (Merck Millipore)

por 20 minutos. A continuación, en las mismas condiciones se inyectaron las muestras

provenientes de 1os microcosmos de suelo, para observar la coincidencia entre los

tiempos de retención (t) y absorvancias registradas. Los tiempos de retención (t)

obtenidos para los compuestos Phe, 4-HB, 2,4-D y Tyr fueron 2,07, 2,16,2,91 y 1,92,

respectivamente. Por otro lado, el control de incubación (C.I.) y sin compuesto (S.C.) no

registraron compuesto alguno a los tiempos de retención (t.) de cada analito durante los

30 minutos luego de la inyección de cada uno de los controles en el HPLC.
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Figura 8. Curva de calibración de fenol (Phe).
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Figura 9. Cuwa de calibración del ác. 4- hidorxibenzoico (4-HB).
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Curva de calibración de Tyr
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Figura 10. Curva de calibración de tirosina (Tyr).
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Figura 11. Curva de calibración del ác. 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)"



Para la elaboración de las curvas de calibración considerando el límite de

detección (LOD) y limite de cuantificación (LOQ) (tabla 5), determinadas de la

siguiente forma:

LOD: lsb¿l+ 3. lsDb¿l

m

ls¡¿l+ 10'lsD¡¿l
LOQ:

Siendo, Sur: la ordenada de la cuna de calibración obtenida en cada compuesto

SD = la desviación estándar de 1a ordenada y m: la pendiente de 1a curva de calibración.

Tabla 2. Elaboración de las curvas de calibración de Phe, 4-HB, 2,4-D y Tyr,
considerando LOD y LOQ.

Curva de calibraciónCompuesto R2 LOD

(mglr-)

LOQ

(mg/L)

Phe

4-HB

Tyr

2,4-D

Y-2473,9x+51957

Y:2541,6x-5982,9

Y: 2598,6 + 2453,5

Y:2514x+24137

0,9986

0,9983

0,9999

n aoo,

64,35

<'ti

)1 1q

25 0q

165,49

11,28

75,08

61,26



2.5. Extracción de DNA metagenómico y amplificación de las secuencias de

rRNA 165 de bacterias y arqueas para el análisis de los cambios en las estructuras

comunitarias por T-RFLP.

Para el análisis molecular de las comunidades de bacterias y arqueas, se extrajo

el DNA metagenómico de los microcosmos de suelo a los días l, 15 y 30, con el Ki¡

FastDNA SPIN for Soil (MP Biometlicals) según las instrucciones del fabricante

(Apéndice A).

La amplificación de los genes rRNA 165 se llevó a cabo mediante la reacción en

cadena de la polimerasa (PCR), con 1os padidores 63F (6-FAM-5,-

AGGCCTAACACATGCAAGTC-3') y I 087R (5'-CTCGTTGCGCGACTTACCCC-3)

para bacterias (Singh, B. K., y co1., 2006).

Para la detección de arqueas se utilizan los partidores 21F (6-FAM-5'-

TTCCGGTTGATCCTGCCGGA-3') y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)

(Waddell, E. J., y col., 2010). Los partidores forwar¿l se marcaron con el fluoróforo 6-

carboxi-fluoresceína (6-FAM) en el extremo 5' para bacterias y arqueas.

La mezcla de reacción para la amplificación por PCR para ambos dominios

consistió en 5,33 pl de PCR Buffer lOxsinMgCl2,3,73 ¡tJde MgClz 50rnM, 1,07 pl de

cada partidor (10 mM), 1,07 ¡rl de dNTP 10 ¡iM, 1,07 pl de BSA 10 mg ml-t, 2 pl de

DNA molde, 0,4 pl de Za4 DNA polimerasa recombinante y 34,26 ¡rl de agua

desionizada, filtrada (0,1 pm) y libre de nucleasas (Hypure Molecular Biologt) hasfa

completar un volumen de 50 ¡r1.

La amplificación se realizó usando un termociclador (2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems). Las reacciones de PCR tanto para la detección de bacterias como

de arqueas se realizaron con una etapa inicial de desnaturalización a 95'C durante 10

min, seguido de 25 ciclos que comprenden: desnaturalización a 95"C durante 45 s,

hibridación a 56oC durante 1 min y una extensión a 72"C du¡ante 2 min.

Por último, se agregó un paso de extensión ftnal a 72"C durante 7 min. Los

productos de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5Vo
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(p/v) utilizando GelRed como agente intercalante de DNA. Las detecciones positivas de

los productos de PCR se utilizaron para la digestión enzimática y el análisis de

fragmentos mediante secuenciación capilar.

Los productos de PCR se sometieron a digestión con 1as enzimas AluI y MspI a

37oC durante 3h, y una inactivación de 20 min a 80'C. Luego los productos de la

digestión se purificaron con un protocolo de limpieza de DNA (Apéndice B). Los

fragmentos de restricción terminal, T-RF's, medidos en pares de bases y considerados

como unidades taxonómicas operacionales (OTU's), se estimaron mediante

electroforesis capilar utilizando un secuenciador automático (Macrogen, Corea).

Las unidades de fluorescencia obtenidas para cada OTU se representaron como

áreas bajo la curva de cada pico individual, representativas de 1a abundancia ¡elativa de

las OTU's predominantes en las comunidades microbianas.

2.6. Manejo y análisis estadístieo de los datos obtenidos mediante T-RFLP.

Los perfiles de T-RF's se visualizaron en el programa Peak Scanner 1.0 (Applied

Biosystems) utilizando el marcado¡ estándar 1200 LlZ. Desde este progr¿rma se

exportaron los datos para su lectura y manejo con el programa R-Stuclio. Para cada perfil

de T-RFLP se consideraron solamente los T-RF's entre 50 a 500 pb para obtener

fiagrnentos dentro del intervalo lineal.

Los T-RF's que representaban menos del 1% del area total no fueron

considerados en el análisis, ya que no eran distinguibles del ruido propio de la técnica.

Los datos se estandarizaron calculando el área de cada pico como un porcentaje del área

total (Osbome, C. A., y col., 2006).

Para todos 1os perfiles de T-RF's se realizó una transforrnación de los datos

mediante el cálculo de su raíz cuadrada, para luego generar una matriz de similitud,

mediante el método de similitud de distancias de Bray-Curtis, y posteriormente

visualizar estas diferencias mediante el uso de la técnica de Escalamiento Multi-

Dimensional No Métrico O{MDS) (Clarke K., R., 1993). Además, se sometieron los



datos al análisis estadístico de similitud para datos multivariados (ANOSIM), que es

equivalente al test de ANOVA no-paramétrico.

También se calcularon los índices ecológicos de diversidad de Shannon-Weaver

(H' = S pi*ln(pi)) (Blackr'vood C. B., y col.,2007), equidad (J: H'lln(R)) (Margalef, D.

R. y col., 1958; Garmito, S., 2010) y iqtteza (S) como el total de T-M's encontrados.

Estos resultaron de utilidad para mostrar las diferencias en las estructuras comunitarias y

la composición de microorganismos (Muckian L., y co1., 2007).

2.7. Aislamiento e identificación de microorganismos con capacidadcs

degradativas de compuestos aromáticos en condiciones de alta salinidad.

De la muestra de suelo destinada para el aislamiento, se utilizaron 2 g, 1os que se

resuspendieron en 100 ml del medio líquido de sales (CTM). Este medio contenía 117 g

de NaCl, 29,7 g MgSOa, 20,1 eMeCl¡3 g KCl, 0,43 gCaCl,0,39 g NaBr, 0,1 g

HNaCO3, 10 ml de buffer fosfato 10x y 10 ml de una solución de micronutrientes

(Apéndice C), diluido en agua estéril hasta completar 1 L, a un pH = 7,2. Con este

medio se prepararon cuatro tipos de matraces, agregando en ellos un único compuesto

aromático (Phe, 2,4-D, Tyr, 4-HB), a una concentración de 5 mM, con una incubación

en agitación a 30"C cada uno.

Al ctrmplir 30 días de incubación, de cada matraz se tomó una muestra de 100 pl

y se realizaron tres diluciones (1 :10, 1 :100, I :1000) considerando una alícuota de 100 ¡rl

de1 cultivo para una dilución en 900 pl del medio CTM. Cada dilución se sembró en

placas Petri (agar-agar al 1,5 "/o) con 50 ¡rl de la solución CTM y 5 mM de un único

compuesto. Los cultivos en placas se incubaron por un mes a temperatura ambiente

(25'C + 3).

Los microorganismos que presentaron crecimiento en estos medios se

traspasaron tres veces sucesivamente al mismo medio minimo enriquecido con cada

compuesto. Luego, se seleccionó una colonia aislada de cada placa y se resuspendió en
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un matraz de 25 ml que contenía l0 ml del medio CTM enriquecido con el compuesto

conespondiente a una concentración dc 5 mM, y se incubó por un mes.

Desde los cultivos que presentaron turbidez, se tomó una alícuota de 50 ¡-r1 y se inoculó

en un medio sólido que contenía 5 g de triptona, 2,5 g de extracto de levadura y 500 ml

del medio CTM al 1,5 oA de agar-agar.

Aquellos microorganismos que mantienen su fenotipo se escogieron para extraer

su DNA genómico. Para esto, se tomó una colonia aislada y se resuspendió en 800 ¡rl de

Cheiex-100 al 33oA (BioRaó; la mczcla se incubó a 80'C por 30 min, para

inmediatamente enfriar en hielo por 5 min.

Cada muestra se centrifugó a 14000 rpm durante 15 min para luego extraer el

sobrenadante con el contenido de DNA genómico. Los extractos de DNA genómicos se

an-rplificaron con los partidores de bacterias y arqueas (sin marca fluorescente) bajo el

programa de PCR, señalado para el análisis de T-RFLP.

Los productos de PCR se enviaron para su secuenciación a la empresa Macrogen

Inc (Corea). Las secuencias se analizaron mediante el uso del BLAST utilizando la base

de datos de NCBI Gen-Bank para el alineamiento de las secuencias. Finalmente, se

registraron el porcentaje de identidad, cobertura y P-value asignados al primer género

encontrado para cada aislado.
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III, RESULTADOS.

3,1, Caracterizacién química de la muestra de suelo provcniente de las

salinas Lo Valdivia.

Los resultados de la caracferización química del suelo de las salinas Lo Valdivia,

elaborados bajo los protocolos de la Comisión Nacional de Acreditación (CNA), de la

Sociedad Chilena de la Ciencia del Suelo, se muestran en 1a Tabla 3 y en e1 Apéndice D.

Los resultados mueshan que ese suelo posee un pH neutro (7,15) y un contenido de

M.O. del 2,O9Yo, valores presentes en típicos suelos apropiados para la agricultura. Sin

embargo, se detectaron altos niveles de CE tanto del extracto (CEe: 201,0 mS/cm) como

en suspensión (CEsusp: 43,18 mS/cm). De 1os componentes disponibles, el más

relevante fue el alto contenido de B. También, en las fases intercambiables, aniones y

cationes so1ubles, se encontraron altos valores de Na*, K*, Mg2*, Ca2* (SO+)2' y Cl . A

través de los valores obtenidos para los cationes solubles es posible calcular el indice de

Relación de Adsorción de Sodio (RAS), que en este análisis se presentó con un valor

alto de 52,3. Con los valores obtenidos de pH, CEe, y RAS, fue posible establecer que

las condiciones de saiinidad de la muestra estudiada son representativas de un suelo

salino con características de sodicidad.

28



Tabla 3. Caracterización química del suelo de las salinas Lo Valdivia basada en los
protocolos de la Comisión Nacional de Acreditación (CNA) de la Ciencia c{el Suelo.

Análisis Unidad
Rangos adecuados

para cultivo
Valor

pH del agua

Clisusp.

CEe

NT. O.

B

( S o¡)'-

cl-

(HCor)-

N a*

C a2*

NI g'*

K*

RAS

mS/cm

mS /cm

DI SPONIBLE S

mg/Kg

ANIONES SOLUBLES

meq I- < 15

meq/L '14

meq L .4.5

CATIONES SOLUBLES

meq/L <5

me q/L

meq/L

meq/L

< 10

<2,6

1,00 - 1,50

'7.1

43,8

201 ,0

) oq

17,75

340,0

1637 .0

I ,',l

983

44

662
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3.2. Remoción de 2,4-Do 4-HB, Phe y Tyr en el transcurso del tiempo en

los microcosmos de suelo salino.

Para comparar los niveles de toxicidad entre los compuestos y sus

concentraciones aplicadas, se registraron los porcentajes de remoción a partir de 1os

análisis de HPLC (Figuras 12 y l3). En las gráficas se observa que para el día I no hubo

registro de remoción alguna de los compuestos. En cambio, a los 15 días de exposición,

a una concentración de 5 mM de cada compuesto, los niveles de remoción de 2,4-D,4-
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HB, Phe, Tyr, fueron 10%, 99%, 74% y 96%, respectivamente. A los 30 días se

registraron porcentajes de remoción de 4-HB y Tyr d'el99% para ambos compuestos a la

concentración de 5 mM. No obstante, para Phe y 2,4-D se observa¡on porcentajes de

remoción del 93% y 34%o a 5 mM a1 clía 30. Por otro lado, cuardo se aplicó la

concentración más alta (20 mM), los niveles de remoción al día l5 de 2,4-D,4-HB, Phe

y Tyr, fueron 4%, 98%, 5l% y 95%, respectivamente. En el último día de monitoreo

(día 30) los niveles de remoción de 2,4-D,4-HB, Phe y T1r, alcanzaro¡ w 14oA,99Vo,

77% y 98%, respectivamente, siendo el 2,4-D el compuesto más persistente entre los

tratamientos aplicados.
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Figura 12. Porcentaje de remoción para el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el
ácido 4-hidroxibenzoico (a-HB), el fenol (Phe) y la tirosina (Tyr). Los análisis de

remoción son los correspondientes al monitoreo a los días 1, 15 y 30, a una

concentración de 5 mM, en los microcosmos de suelo salino.
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Figura 13. Porcentaje de remoción para el ácido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), el
ácido 4-hidroxibenzoico (a-HB), el fenot (Phe) y la tirosina (Tyr). Los análisis de
remoción son los correspondientes al monitoreo a los días 1, 15 y 30, a una
concentración de 20 mM en los microcosmos de suelo salino.

3,3. Estudio de los cambios en las estructuras comunitarias de bacterias y

arqueas en los microcosmos de suelo salino expuesto a Phe, 4-HB, 2,4-D y Tyr.

La detección de la presencia de microorganismos de los dominios de bacterias y

arqueas en los microcosmos de suelo salino en todas las réplicas, para cada tratamiento y

en todos tiempos de muestreo mediante el método de PCR se observa en las Figuras 14 y

15. En la Figura 14 se muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos para el

tratamiento con 4-HB, en el cual se eüdencia la presencia de bacterias, dada por la

amplificación positiva de los genes del RNA ribosomal 165, con un tamaño aproximado

de 1000 pb. Por otro lado, en la Figura 15 se presentan los resultados de la detección de

arqueas en las muestras de1 tratamiento con 4-HB, esperando obtener un amplicón

aproximado de 1500 pb de tamaño, el cual se detectó en todos los tratamientos.
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Figura 14. Detección de bacterias a parlir de la amplificación de genes de IRNA 165
para el tratamiento con 4-HB. Las letras a, b y c representan las réplicas ordenadas por el
tiempo de monitoreo al día 1, 15 y 30, para las concentraciones 5 mM y 20 mM. Los
irltimos dos carriles corresponden al control negativo () y al estaldar de peso molecular
de 1 kb.
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Figura 15. Detección de arqueas a partir de la amplificación de genes de rRNA 165 para
e1 tratamiento con 4-HB. Las letras a, b y c representan las réplicas ordenadas por el
tiempo de monitoreo al día 1, 15 y 30, para las concentraciones 5 mM y 20 mM. Los dos
últimos carriles corresponden al control negativo () y al estándar de peso molecular de 1

kb.
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3.3.1. Cambios en los indices ecológicos de las comunidades de bacterias y

arqueas, a partir de los perfiles de T-RFLP.

A partir de los perfiles de T-RFLP de los microcosmos de suelo salino se

analizaron los índices H', J y S, para bacterias y arqueas en el transcurso del tiempo. Las

comunidades de bacterias presentaron cambios en su estructura desde el día 1, con

aumentos en los índices S y H'para todos los compuestos con respecto a los controles

C.I. y S.C., para ambas concentraciones aplicadas. Este aumento no generó la

predominancia de microorganismos particulares, lo que se evidencia en 1a mínima

variación del indice.T al día 1 con respecto a los controles. Sin embargo, en el transcurso

del tiempo se observaron diferencias en los cambios en los índices ecológicos

relacionados tanto al compuesto como a la concentración a las que se ven expuestas las

comunidades. Por ejemplo, la exposición a Tyr a 5 mM, mantuvo estable los índices H',

J y S en un comierzo, pero a los 30 días se evidenció una baja, observable

principalmente en los valores de H' y J (Figuras 16 y 18). Sin embargo, a la dosis más

alta de Tyr, todos los índices se mantuvieron elevados y estables hasta e'l final de1

experimento (Figuras 17, 19). Este efecto estabilizante observado en los índices de

diversidad y equidad, también se obseruó cuando se utilizó el compuesto 4-HB, pero en

este caso ocurrió en ambas concentraciones.

En cambio, los tratamientos 2,4-D y Phe lanfo a 5 como a 20 mM, fueron los que

provocaron los mayores cambios en los índices ecológicos en las comunidades

bacterianas en el tiempo. Para el tratamiento con 2,4-D a la menor concentración, todos

los índices disminuyeron en el transcurso del tiempo, siendo el más pronunciado el

índice de riqueza (S) (Figura 21). En cambio, a la concentración más alta de 2,4-D,la

comunidad varió dr¿ísticamente en su diversidad H' y riqueza S, a los 15 d, retomando a

los 30 d a niveles cercanos a los del control C.I. (Figuras l7 y 21). Por otro lado, en el

tratamiento con Phe, en ambas concentraciones los valores de H', J y S disminuyeron

(Figuras 17 y 21). Además, la exposición a Phe, generó los valores más bajos a los i 5 d,

con respecto a los otros compuestos, en ambas concentraciones.



Por otro lado, en las comunidades pertenecierúes al dominio arquea sólo se

registraron aumentos en el índice H' para el tratamiento con Tyr, en ambas

concenftaciones (Figtra 22 y 23). En cambio, para 1os demás compuestos se observó una

disminución de los índices ecológicos en relación a los controles C.I. y S.C. Para las

comunidades de arqueas se observó un aumento en los valores del índice J, al exponerlas

a Tyr y 4-HB, pero cuando se utilizó Phe se observó una disminución del mismo. Sin

embargo, es la presencia de 2,4-D la que anoj ó los valores más bajos de equidad

(Figuras 24 y 25). Estas observaciones se relacionan con 1o observado en los cambios

del índice S, para el que se observó que tanto la exposición a Phe como a 2,4-D,

generaron los mayores cambios en las comunidades de arqueas (Figuras 26 y 27).

Además, la exposición a la concentración más alta (20 mM) de los compuestos Phe y

2,4-D, produjo cambios más acentuados que los provocados por la concentración de 5

mM, lo que indica un efecto dosis dependiente para estos compuestos sobre las

comunidades de bacterias y arqueas.
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Figura 16. Cambios temporales del índice de diversidad (H') parz las comunidades
bacterianas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 17. Cambios temporales del indice de diversidad (H') para las comunidades
bacterianas prescntes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 20 mM.
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Figura 18. Cambios temporales del índice de equidad (J) para las comunidades
bacterianas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 19. Cambios temporales del indice de equidad (J) para las comunidades
bacterianas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una conccntración de 20 mM.
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Figura 20. Cambios temporales del índice de riqueza (S) para las comunidades
bacterianas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 21. Cambios temporales del índice de riqueza (S) para las comunidades
bacterianas presentes cn cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 20 mM.

37



Figara 22. Cambios temporales del índice de diversidad (H') pata las comunidades de

arqueas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 23. Cambios temporales del índice de diversidad (H') para las comunidades de

arqueas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 20 mM.
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Figllra 24. Cambios temporales del índice de equidad (J) para las comunidades de
arqueas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 25. Cambios temporales de1 indice de equidad (J) para las comunidades de
arqueas prescntes en cada fatamiento, al exponerlas a Llna concentración de 20 mM.
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Figura 26. Cambios temporales del índice de riqueza (S) para las comunidades de

arqlleas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 5 mM.
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Figura 27. Cambios temporales del índice de riqueza (S) para las comunidades de
arqueas presentes en cada tratamiento, al exponerlas a una concentración de 20 mM.
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3,3.2 Cambios en la estructura comunitaria de bacterias y arqueas en el

suelo salino por análisis de NMDS.

Las diferencias entre 1as estnlcturas comunitarias de bacterias y arqueas se

visualiza¡on a través de NMDS. Las gráficas mostraron que existe al menos wt 45Yo de

similitud entre todas las muestras en el tra¡scurso de1 tiempo y las réplicas muestran

entre ellas al menos un 80% de similitud. Esta similitud (80%) también fue encontrada

entre los controles C.l. y S.C., durante el transcurso del experimento. El incorporar el

control S.C. resultó muy útil para demostrar que el agregar agua destilada estéril al suelo

salino produce poco efecto sobre la estructura comunitaria, tanto de bacterias como de

arqueas, dado que constituyen siempre un mismo grupo en conjunto con el control de

incubación, alcanzando similitudes del 95o/o.

Como se mencionó anteriormente, al exponer a la comunidad bacteriana a la

presencia de compuestos aromáticos, se generó un aumento inmediato del índice H en

ambas concentraciones aplicadas (Figuras 16 y 17). Este efecto se correspondió con los

valores de similitud detectados entre 1as comunidades bacterianas expuestas a los

diferentes compuestos, con un nivel de similitud del 58% entre todas las muestras de los

tratamientos que contenían algún compuesto, y con una diferencia del 80lo con respecto a

los controles C.I. y S.C. (Figura 28). Sin embargo, en e1 transcurso de1 tiempo se

observó que la estructum comunitaria bacteriana se iba diferenciando de acuerdo al tipo

de compuesto aplicado. La diferenciación estructural comunitaria bacteriana,

caracletizada por la agrupación final, al día 30, está dada por el tipo de compuesto y fue

registrado para todos los compuestos (Figuras 29 y 31). También se evidenciaron

diferencias en la velocidad de cambio en la estructura comunitaria de acuerdo al

compuesto y la concentración aplicada. Sin embargo, las comunidades expuestas a 4-

HB, a diferencia de 1os otros compuestos, a los 30 d presentaron un alto nivel de

similitud (58%) con las estructuras comunitarias de los controles al mismo tiempo

(Figura 30), lo que indica que la recuperación de las comunidades bacterianas frente a Ia

exposición a este compuesto fue de una alta resiliencia.
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Figura 28. Análisis de las gráficas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico
O{MDS), para todos los tratamientos al día 1. Se observan las dilerencias entre las

estructuras comunitarias de bacterias, generadas utilizando la enzima Alul.
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Figura 29, Análisis de las gráhcas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico
Q{MDS), para todos los tratamientos al día 15. Se observan las diferencias entre las
estructuras comunitarias de bacterias, generadas utilizando la enzima AluI.
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Figura 30. Análisis de las gráficas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico
(NMDS), para todos los tratamientos al día 30. Se observan las diferencias entre las
estructuras comunitarias de bacterias, generadas utilizando 1a enzima AluI.

Por otro lado, el dominio de arqueas exhibió una mayor similitud entre las

eshucturas comunitarias de todas las muestras, con una similitud mínima entre todos los

tratamientos del 58% al día 1 del experimento y, entre los tratamientos que contenían un

compuesto, se registró tn 65%o de similitud, al dia 1 (Figura 31). A1 igual que las

comunidades de bacterias, las comunidades de arqueas tienden a diferenciarse según el

tipo de compuesto utilizado, encontrando para el dia 15 tres grupos con similitudes del

65%. Un grupo representado por los tratamientos con T5,r, Phe y 2,4-D a 5 mM, un

segundo grupo representado por 4-HB y 2,4-D a 20 mM y un tercer grupo representado

por 1os controles (Figura 32). No obstante, anterior a los 30 d 1as comunidades de

arqueas comenzaron a converger estructuralmente, llegando a un nivel de similitud del

85Yo, entre todos los tratamiento con compuesto (Figura 33). Al observar que las

estructuras de las comunidades expuestas a los compuestos qulmicos exhibieron un

compofamiento de diferenciación estructural, agrupándose desde los primeros días de

acuerdo al factor compuesto, se realizó un an¡ilisis para cada tratamiento. Estos cambios
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en las estructufas comunitarias se compararon en el tiempo y entre 1as concentraciones

aplicadas. En el caso de las comunidades bacterianas se pudo distinguir que las lnayores

cliferencias se presentaron al día 15 entre las comunidades expuestas a las distintas

concentraciones de cada compuesto. Por ejemplo, en Tyr se observó que al día 15 la

exposición a la mayor concentración generó una agrupación individual para estas

muestras. No obstante, para e1 día 30 las comunidades expueslas a ambas

concentraciones de Tyr tuvieron una sirnilitud de al menos w76o6 (Figoru 34).

Sample statistic (Globel R):0,962

Figura 31. Análisis de las gráfrcas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico

O{MDS), para todos los tratamientos al día 1 . Se obseruan las diferencias entre las

estructuras comunitarias de arqueas, generadas utilizando la enzima Alul.
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Figura 32. Análisis de las gráficas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico
G.{MDS), para todos los tratamientos al día 15. Se observan las diferencias entre las
estructuras comunitarias de arqueas, generadas utilizando la enzima AluI.

Figura 33. Análisis de las gráficas de Escalamiento Multi-Dimensional No Métrico
(NN{DS), para todos los tratamientos al día 30. Se observan las diferencias entre las
estructuras comunitarias de arqueas, generadas utilizando la enzima AluI.
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Estas diferencias a los 15 días fueron aun más acentuadas cuando se aplicó 4-HB,

ya que cada comunidad en este tiempo conformó un grupo individi¡al de acuerdo a la

concentración utilizada (5 y 20 mM). A pesar de ello, al igual que en -fyr, las

comunidades vuelven a congregarse al día 30 por compuesto con una similitud d,el16%

(Figura 35).

El mismo fenómeno de convergencia en las estructuras comunitarias bacteri¿uras

que se presentó cuando se las expuso tanto a Tyr como a 4-HB, se pudo distinguir en las

comunidades expuestas a2,4-D (Figxa28), siendo las comunidades expuestas a Phe las

únicas que no mostraron una convergencia a los 30 días (Figura 37).

Para el caso de las comunidades de arqueas se encontró que los rangos de

similitud entre las estructuras comunitarias por cornpuesto fueron mayores a las

observadas para las comunidades bacterianas. A diferencia de las comunidades de

bacterias, las arqueas, en todos los tratamientos, presentaron una convergencia

estructual. Por ejemplo, la exposición tanto a Tyr como a 4-HB, provocaron los

mayores niveles de similifud, del orden del 98%o, entre las comunidades expuestas a las

dos concentraciones de cada compuesto, a los 30 días (Figuras 38 y 39). En e1

tratamiento con 4-HB se encontró un 90% de similitud entre todas las muestras de todos

los tiempos en ambas concentraciones aplicadas (Figura 39) y para los otros compuestos

se registró un 70%o de similitud entre las estructuras comunitarias. En menor grado se

observó que en presencia de Phe, se alcanzó una similitud del 90% enre las

comunidades de arqueas expuestas a ambas concentraciones, a los 30 días (Figura 36),

seguido por 2,4-D con un 80% de similitud entre las comunidades, a los 30 días (Figura

41).
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Figura 34. Efecto de la concentración de tirosina (Tyr) en la estructura comunitaria
bacteriana en los tiempos I , 15, y 30 d.
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Figura 35. Efecto de la concentración del ác. 4-hidroxibenzoico (4-HB) en 1a estructura
comunitaria bacteriana en los tiempos 1, 15, y 30 d.
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Figura 36. Efecto de la concentración del ácido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en [a
estructura comunitaria bacteriana en los tiempos 1, 15, y 30 d.
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Figura 37. Efecto de la concentración de fenol (Phe) en la estructura comunitaria
bacteriana en los tiempos I , 15, y 30 d.
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Figura 38. Efecto de la concentración de tirosina (Tyr) en la estructura comunitaria de
arqueas en los tiempos 1, 15, y 30 d.

Figura 39. Efecto de ia concentración del ácido 4-hidroxibenzoico (4-HB) en 1a

estructura comunitaria de arqueas en los tiempos 1, 15, y 30 d.
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Figura 40, Efecto de la concentración de fenol (Phe) en la estructura comunitaria de

arqueas en los tiempos l, 15, y 30 d.
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Figura 41. Efecto de la concentración del ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en la
estructura comunitaria de arqueas en los tiempos 1, 15, y 30 d.

50

Ttempo

r Dia 1

' Dia

Dia 3!l



Junto a estos cambios en los patrones de ensamblaje comunitario de arqueas, se

observaron diferencias en la velocidad de cambio de las comunidades de arqueas, las

que fueron dependientes tanto del compuesto como de la concentración utilizada. Por

ejemplo, cn 4-HB y 2,4-D se observó un aumento en la velocidad de los cambios

estructuralcs entre las concentraciones aplicadas, agrupándose las muestras de los días

30 de la menor concentración con las muestras de los dias 15 y 30 de la mayor

concentración (Figuras 39 y 4l). En carnbio, con Tyr y Phe, independiente de la

concentración utilizada, las comunidades de arqueas se diferenciaron a la misma

velocidad. En Tyr se presentaron tres grupos bien definidos por el tiempo de muestreo

(día 1, día 15 y día 30), en cambio, para Phe solo se distinguieron dos grupos, uno que

agrupó a los días 1 y 15 y otro grupo con las comunidades del día 30, a ambas

concentraciones (Figura 40).

En general, los cambios observados en 1as estructuras comunitarias tanto a través

del cálcu1o de los índices ecológicos como a través del uso de NMDS, mostraron que las

comuridades cambiaron inmediatamente al exponerlas a la presencia de algún

compuesto aromático, 1o que se reflejó en la lejanía estructural comunitaria con respecto

al control C.I. Las mayores diferencias obseruadas entre estructuras comunitarias de

bacterias y arqueas se dieron al día 15. Estas diferencias evidenciaron un efecto dado

tanto por el compuesto como por la concentración utilizada, siendo la exposiciót a2,4-D

y Phe, las que generaron los cambios más acentuados. Debido a la heterogeneidad del

comportamiento estructural microbiano, resultó atractivo identificar algún

microorganismo versátil que pueda degradar los cuatro compuestos aromáticos en estas

condiciones de salinidad.
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3.4, Aislamiento de microorganismos en medios selectivos utilizando

compuestos aromáticos como única fuente de carbono.

El aislamiento en los medios selectivos, utilizando como única fuente de carbono

los compuestos aromáticos (Tyr, Phe, 4-HB y 2,4-D), pennitió aislar e identificar 50

cepas del dominio Bacteria (Tabla 4). De éstas, el phylum Firmícutes y particularmente

1a familia Halomonadaceae presentó un mayor número dc aislados (48%). El resto de

los aislados pertenecen al phylum Proteobacteria, con representantes de las familias

Bacillaceae (40% de los aislados) y Alterontonadales (12% de los aislados). Dentro de

la familia Halomonadaceae, el género Halomonas fue el que presentó la mayor

versatilidad, dado que se pudo obtener aislados tanto al usar Phe, Tyr, 2,4-D o 4-HB

como única fuente de carbono. Sin embargo, los representantes de [a clase

Gammaproteobacteria también presentaron capacidad para degradar tanto 2,4-D como

Phe. Por ejemplo, un representante del género Thalassobacilhts (Thalassobacillus

devorans) fue aislado en Phe y Oceanobacillus (Oceanobacilhts kímchii) en 2,4-D,

aunque para estos compuestos se registró el menor número de aislados, con 4 y 5 cepas,

respectivamente. Cabe destacar que para al menos uno de los aislados, perteneciente al

génerc Bacilltts (Bacilhts hwajinpoensis), del cuai no se tenía registro de sus

capacidades degradativas hacia e1 compuesto 4-HB, se observó su crecimiento en

condiciones de 15% de salinidad y utilizando 5 mM de este compuesto como única

fuente de carbono.

52



'l'abla 4.Identificación mediante el análisis de identidad de las secuencias (BLASTn) de
las cepas con capacidad para crecer en compuestos aromáticos como única fuente de

carbono en condiciones del l5%o de salinidad, aisladas desde la muestra de suelo de las

salinas Lo Valdivia.

Secuencia de referencia N'de Acceso Compuesto Identidad Cobertur N'
(V") a(V") Aislados

H alomo nqs z¡nc i durans 86

B acíllus hw aj i np oe nsis SW -7 2

Mqrinoba cter nanha¡ticus D15-8W

Holo¡nonas ventosae All2

Hqlomonas ilicícol q SPB

B ac illus v ie tna me nsis 15 -l

Chromo halobocter can\de nsís

O c eano b ac í ll Lts kimc hii XS 0

halobacillus fqecís NBRC 103569

Bocillus endop hy tíc u s 2DT

Thalass obac i I lus dev o r a n s G -19,7

NR_109633

NR 025264

NR_116815

NR-042812

NR_044436

NR 024808

NR_114545

NR 117544

NR_114247

NR_025122

NR_042273

4-HB, Tyr,
Phe,2,4-D

4-HB

Tyr

Tyr

Tyr

4.HB

Tyr

2,4-D

2,4-D

Phe

Phe

9B-99

9 9-10 0

99- 100

99-100

97-99

97 -99

94-97

99-100

99-10 0

92-95

92-98

100

99

100

100

99

99

100

100

100

99

99

t2

9

6

5

4

4

3

3

2

L

1
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IV. DISCUSIÓN.

4.1. Características químicas del suelo de las salinas Lo Valdivia.

El suelo de las Salinas Lo Valdivia se caracterizó por tener una alta CEsusp.

(43,8 mS/cm) y CEe (201,0 mS/cm). Estas altas conductividades no son comparables

con los índices de salinidad de un suelo para cultivo, ya que los valores de clasificación

son muy menores a los resultados obtenidos en este estudio. Por ejemplo, si se compara

la CEe obtenida en este trabajo con Ia ciasificación actual de un ambiente

extremadamente salino (16 mS/cm), éste corresponde a 12,5 veces menos que el valor

observado en e1 suelo utilizado en este estudio. Según los reportes de Shi, 2., y col.

(2005) y Li, F. y col. (2014), los suelos salinos costeros presentan conductividades por

1o general entre 20 mS/cm a 50 mS/cm y los estudios de Rhykerd, R., y col. (1995) y

Yuan, B. y co1. (2007), indican que cuando la CEe va desde 23,05 hasta 32 mS/cm, se

produce una reducción exponencial de la actividad metabólica en los suelos, lo que

inhibe la degradación de compuestos orgánicos. Los resultados obtenidos indican la

presencia de una alta conductiüdad en el suelo, superando en 4 veces las

conductividades presentadas en suelos salinos costeros, por lo que la actividad de

degradación microbiana de compuestos orgánicos debería encontrarse muy disminuida.

Esta alta salinidad y el pH neutro (7,15) que presentó el suelo de las Salinas de Lo

Valdivia, permite clasificarlo como un suelo salino, sin embargo, el alto valor obtenido

de1 RAS (52,3), determina que este suelo posee características de un suelo salino-sódico

(Rietz, D. N. & Haynes, R. J., 2003; Sardinha, M., y co1.,2003; Mavi, M. S., y col.,

2012).

A pesar del escaso conocimiento que se tiene de1 efecto de la salinidad sobre las

comunidades microbianas en los procesos de biodegradación de compuestos aromáticos,

existe algún consenso en que el aumento en la salinidad inhibe la actividad microbiana

(Leahy, J. G. & Colwell, R. R., 1990; Beltrán-Hernández, R. I., y co1., 2007;

Chowdhury, A., y col., 2008; Nie, M., y col., 2009). En estudios recientes se ha

propuesto que a altas salinidades disminuye el oxígeno disponible, afectando
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negativamente la acción de enzimas oxigenasas, lo que incide en la velocidad de

degradación de este tipo de compuestos (Marín, J. A., y coI.,2005). Además, se ha

detectado que el aumento de la salinidad produce cambios a nivel de phylum y

subphylum en las comunidades microbianas, afectando así el potencial de

biodegradación (Vasudevan, N. & Rajaram, P., 2001; Campbell, B. J. & Kirchman, D.

L., 2013). No solo los efectos de la saiinidad influencian 1a actividad de las comunidades

microbianas, también se ha visto que el aumento de la M.O. puede disminuir la

capacidad biodegradativa de los compuestos químicos ensayados, debido a 1a adsorción

de estos (Perucci, P., y col.,2000). No obstante lo anterior, se ha propuesto que sobre el

1% de M.O. es esencial para asegurar la actividad microbiana para degradar compuestos

aromáticos (Bums, R. G. & Davies, J. A., 1986), por lo que, a parlir de los resultados

obtenidos en este estudio para este parámetro (M.O: 2,09%), podemos inferir que la

M.O. no representa un factor impoftante que produzca un detrimento en la actividad

microbiana.

4.2. Dinámica de las comunidades microbianas del suelo salino-sédico.

E1 suelo salino-sódico de este estudio presentó una alta diversidad de especies de

bacterias, muy por sobre la detectada para arqueas; sin embargo, al estar ambas

comunidades expuestas a los compllestos aromáticos su desarrollo se afectó, lo que se

tradujo en las variaciones en la diversidad (H'), equidad (J) y riqueza (S) desde el primer

día de exposición a los compuestos aromáticos. Este cambio estructural inmediato, que

también se evidenció en las gráflcas de NMDS, refleja la sensibilidad que tienen ciertos

microorganismos frente a la exposición a las pefiurbaciones trtilizadas. Estos resultados

concuerdan con estudios realizados sobre los cambios en las comunidades microbianas,

bajo perturbaciones abióticas, los que demuestran la sensibilidad de las comunidades

frente a este tipo de perturbaciones (Shade, A., y col., 2012). No obstante, los resultados

apuntan a que tanto bacte¡ias como arqueas se ven afectadas por la exposición a los

compuestos aromáticos, sin embargo, las arqueas presentan una mayor resistencia a estas

perturbaciones, con un grado de similitud d,e1 65% entre todas las estructuras de 1as

comunidades expuestas a un compuesto al primer día de exposición, en comparación con
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las comunidades de bacterias que presentaron un 58% de similitud. Esto podría indicar

que todos los compuestos tienen un efecto sobre los mismos grupos taxonómicos de

microorganismos presontes en el suelo salino, posiblemente debido a que la base

estructural de todos los compuestos utilizados es similar, presentando un anillo de

benceno central. Sin embargo, en el transcurso clel tiempo se observaron diferencias

según el compuesto aplicado, tanto en su efecto particular sobre las comunidades

microbianas, como en sus tasas de degradación entre los compuestos rnás iábiles y

recalcitrantes. Estas diferencias entre 1os compuestos pueden ser explicados, debido a los

sustituyentes OH, COOH, NHr en el anillo fenil, los que los hacen más susceptible a1

ataque microbiano. En cambio, con sustituyentes halógenados, la molécula se hace más

resistente a la biodegradación, lo que podría explicar la baja remoción del compuesto

2,4-D (Cork, D. J. & Krueger, J. P., 1991).

Estas diferencias que presentaron en el tiempo los diversos compuestos, se

evidenciaron cla¡amente en el tratamiento con Phe, para el cual se observó un aumento

en la diversidad y una disminución en la equidad de las comunidades, acompañada de

una alta remoción de1 compuesto al día 15. Esto podría indicar que existe un efecto

selectivo del compuesto sobre ciertos microorganismos especializados en su remoción

(Müller, A. K., y col.,2002; Piubeli, F., y col.,2012). Estas observaciones flieron más

pronunciadas cuando se aplicó la concentración más alta (20 mM) de exposición a Phe

en 1as comunidades de bacterias y arqueas, 1o que resalta el efecto del aumento de la

concentración del compuesto sobre la estructua comunitaria. Estos resultados

concuerdan con lo propuesto por Ager D., y col. (2010), en que se muestra cómo las

variaciones en las concentraciones de los compuestos influyen paficularmente sobre las

estucturas y ftinciones de las comunidades microbianas durante la biodegradación del

compuesto.

Por su parte, 1as comunidades expuestas a 2,4-D presentaron grandes variaciones

en los índices ecológicos. Esto podría ser un indicador del gran impacto que causa este

compuesto sobre las comunidades, tanto de bacterias como arqueas. La baja

predominancia de algún microorganismo en la comunidad, observado a través de los
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altos valores del indice de equidad (J), junto a la bap remoción registrada de 2,4-D,

podrían indicar que las comunidades se encuentran en una fase de adaptación a Ia

perturbación hasta el día 30. por lo que para poder evidenciar la resiliencia comunitaria

es necesario evaluar la dinámica comunitaria a tiempos mayores. El impacto que

provoca 1a presencia de este compuesto sobre la actividad de las comunidades

microbianas se puede deber al estrés oxidativo que éste provoca, ya que se ha

encontrado que bacterias expuestas a este compuesto reprimen sus procesos de

crecimiento y activan procesos de regeneración de la pared celular, lo que provoca a su

vez, la inhibición de cualquier tipo de metabolización del compuesto (Grossmann, K.,

2010; Pazmiño, D., y col., 2012; Bha! S.V., y col., 2015). Esta característica

recalcitrante, baja remoción de\2,4-D, se ha observado también en estudios en que luego

de la exposición a este compuesto, la bacteria Pseudomonas p¿,ridd disminuye su

actividad metabólica relacionada a los procesos de fosforilación oxidativa y biosíntesis

de ATP, inhibiéndose su crecimiento y perjudicando su capacidad biodegradativa

(Benndorf, D., y col., 2006; Dejonghe, W., y col., 2000). Además, estos estudios

demuestran que concentraciones superiores a 5 mM son dañinas para la estructura

celular de esta especie, Estos efectos perjudiciales también se han observado en

comunidades microbianas (Fabra A., y col., 1993; Prado, A. G. S., & Airoldi, C.,2000).

Dado esto, se explican los cambios en los índices ecológicos y las bajas tasas de

degradación del compuesto en este estudio. Sin embargo, pese al efecto perjudicial que

genera el 2,4-D sobre las comunidades microbianas, se pudo detectar que las tasas de

remoción de 2,4-D tanto a 5 mM como a 20 mM al día 15 son similares a las reportadas

por Dejonghe, W., y col. (2000), en el que se informa sobre una degradación de 100 mg

Kg4 de 2,4-D en el suelo en 14 días. Estos resultados podrían indicar que el herbicida en

este estudio afectó a 1a comunidad provocando que algunos microorganismos se vean

inhibidos y otros comiencen a realizat un gasto energético para la metabolización del

compuesto. Por lo que se podría pensar que existe un efecto conjunto de la salinidad y el

tipo de compuesto que produce el retraso en la biodegradación.
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Por su parte, los compuestos 4-HB y ti¡osina se presentan como los menos

tóxicos para las comunidades microbianas, dado que éstos generan aumentos en la

dive¡sidad, riqueza y equidad frente a los demás tratamientos para la menor

concentración.

Además, las comunidades expuestas a estos compuestos presentaron un alto nivel

de resiliencia, el que se relaciona con la alta tasa de remoción de los compuestos, aunque

existan pocos estudios que demuestren una recuperación o resiliencia en [a comunidad

(Girvan, M. S., y coi.,2005). A pesar de ello, en este estudio al exponer las comunidades

microbianas a estos compuestos, se produce una mayor participación de bacterias que se

encontraba¡ en baja abundancia. Esto podría indicar qLle estos compuestos a bajas

concentraciones tienen un efecto estimulante de carácter no selectivo, dado que generan

aumentos en los índices de equidad. Si bien al aumentar la concentración de estos

compuestos se producen mayores efectos deletéreos en las comunidades microbianas, el

comportamiento de 1as estructuras cornunitarias fue similar al mostrado fiente a 1a

exposición a 5 mM con periodos más largos, ya que se mantuvo el efecto estimulante

durante los 30 días.

Esta información resulta útil por el desconocimiento que existe sobre e1 impacto

que pueden provocar los compuestos monoaromáticos provenientes de los efluentes

agroindustriales en ambientes l'ulnerables como los suelos salinos, ya que el 2,4-D como

e1 compuesto más persistente en estos ambientes, podría generar impactos importantes al

lixiviarse este compuesto organoclorado hacia capas más profundas del suelo, debido a

su solubilidad en agua (Cox, L., y col., 2000; Merini, L. J., y col., 2007; Gaultier, J., y

col., 2009). Esto podría afectar a las comunidades del suelo principalmente por la

concentración aplicada (Dejonghe, W., y col., 2000). Por 1o que con base en estas

técnicas microbiológicas, se pudieron diferenciar los niveles de toxicidad de diferentes

compuestos semejantes, permitiendo diagtosticar preliminarmente el estado del suelo

según la concentración aplicada y así utilizar alguna estrategia de biorremediación o solo

bioestimular la microbiota del suelo para mejorar la autodepuración del sitio.
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Contar con información de la capacidad intrínseca de las comunidades

microbianas para sobreponerse a perturbaciones como las descritas en este estudio es

importante para encontrar formas sustentables de recuperar suelos contaminados. Una

altemativa cada vez más *ilizada es utilizar microorganismos aislados y adaptados para

su uso en estrategias de bionemediación.

4.3. Potenciales degradadores de compuestos aromáticos y su uso en

remediación ambiental.

Este estudio pudo evidenciar el potencial microbiano de un suelo que no posee

historia de contaminación por compuestos aromáticos. Esto refleja la capacidad de

adaptación de estos ecosistemas frente a algtura perturbación, lo que se refle.ja en el

número de aislados obtenidos por cada compuesto. Por ejemplo, la menor cantidad de

aislados fue obtenida cuando se expuso a las comunidades mícrobianas a los compuestos

más tóxicos (2,4-D y Phe), lo que se correlaciona con los cambios detectados en los

índices ecológicos y las diferencias estructurales observadas a través de las gráficas de

NMDS. La mayoía de los microorganismos fueron aislados desde los tratamientos que

contenían los compuestos Tyr y 4-HB, lo que se relaciona con 1os altos índices de

dive¡sidad y iqueza detectados en las comunidades microbianas expuestas a estos

compuestos.

Miembros del género Halomonas fueron capaces de crecer en cada uno de los

cuatro compuestos como única fuente de carbono y energía. Representantes de este

género se han encontrado en sitios contaminados con hidrocarburos, presentando

capacidades para crecer en Phe y ácidos aromáticos en condiciones salinas (Martínez-

Cánovas, M. J., y co1.,2004; Cuadros-Orellana, S., y col., 2006; Piubeli, F., y col.,

2012). Además, se ha registrado que miembros de este género son capaces de degradar

compuestos aromáticos como Phe a concentraciones industriales (1100-1200 mgl.-l) en

condiciones de alta salinidad (18% de NaCl). Incluso ha sido capaz de degradar 1200

mgl--r de Phe en 9 d con 10% de NaCl (Haddadi, A. & Shavandi, M., 2013).
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Por otro lado, desde el 2008 no se habían reportado estudios que describieran las

capacidades del genero Chromohalobacter para degradar compuestos aromáticos en

condiciones del l0% de NaCl (Kim, D., y col., 2008). Sin embargo, durante el 2015 se

ha descrito a este género como uno de los más versátiles en la biodegradación de

compuestos orgánicos, con capacidad para üecer en 4-HB, naftaleno, fenantreno y

pireno en condiciones de alta salinidad (Erdogmus, S. F., y col., 2015).

Los géneros Chromohalobacter y Halomonas han sido previamente identificados

en las salinas Lo Valdivia, asociados a Ia rizósfera de plantas nativas de este sitio en

estudio (Mora-Ruiz, M. R., y col.,2015), por lo que sus capacidades biodegradativas

pueden estar relacionadas a su capacidad natural para interactuar con estas plantas

utilizando sus exudados radiculares como fuente de carbono para su crecimiento, ya que

son compuestos estructualmente análogos a 1os ensayados en este estudio.

Por otro lado, en este estudio se pudo establecer que los géneros Marinobacter y

Thalassobacillus también poseen capacidacles para degradar compuestos aromáticos en

condiciones salinas, tal como se había descrito previamente (García, M. T., y col., 2005;

A1-Awadhi, H., y co1., 20071' Gao, W., y col., 2013). Incluso miembros del género

Bacillus han demostrado poseer la capacidad para degradar compuestos aromáticos

complejos como por ejemplo naftaleno al 6% de NaCl (Yastrebova, O. V., y co1., 2009).

Sin embargo, es el género Halomonas el que ha generado el mayor interés para su

utilización en estrategias de biorremediación en condiciones de alta salinidad, dada su

versatilidad y los altos rendimientos registrados previamente en la remoción de 1os

diferentes compuestos en presencia de altas concentraciones de sal.
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v. CONCLUSIONES.

El suelo de las salinas Lo Valdivia, se caracte¡izó por presentar una alta

conductividad, un elevado índice de RAS y un pH neutro, por lo que, se concluye que el

suelo se puede clasificar como salino-sódico. Además, este suelo presentó un porcentaje

de M.O. que permite 1a actividad de microorganismos en este ambiente.

E1 herbicida 2,4-D resultó ser el compuesto más recalcitrante a la

biodegradación en el suelo salino y el que produce el mayor efecto sobre las

comunidades microbianas, lo que se traduce en los bajos valores en los índices

ecológicos de diversidad, riqueza y sus bajas tasas de remoción. En cambio, el efecto

tóxico de Phe permitió la selección de cierlos microorganismos especialistas en su

degradación favoreciendo su abundancia en el suelo salino-sódico. Por otro lado, el 4-

HB fue el compuesto que registró los efectos menos tóxicos sobre las comunidades tanto

de bacterias como arqueas, similar a1 efecto producido por Tlr, ambos compuestos

producen altos valores de diversidad, equidad, nqteza y altas tasas de remoción para las

dos concentraciones ensayadas (5mM y 20mM).

Utilizar herramientas moleculares, diferentes anáiisis estadísticos y

computacionales, otorgan una visión global de lo que sucede en el ecosistema,

permitiendo discriminar el electo que tiene una perturbación sobre las comunidades

microbianas. Por 1o tanto, su uso como complemento a los análisis de mtina que se

realizar actualmente para evaluar el impacto de un deterrninado compuesto en el

ambiente, resulta evidentemente necesario.

Las aproximaciones moleculares y aquellas cultivo-dependientes son útiles para

identificar y aislar microorganismos que crecen en condiciones de alta salinidad y en

presencia de los diferentes compuestos aromáticos. Estos aislados podrían ser úti1es para

su aplicación en estrategias de biorremediación de sitios salinos contaminados.
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VII. ANEXO

a. Protocolo de extracción de ADN metagenémico.

1. Agregar 500 mg de suelo a un tubo tipo LysingMatrix E.

2. Agregar 978 ¡rL de Sodium Phosphate Buffer.

3. Agregar 122 ¡L de MT Buffer.

4. Llevar al MP Fast Prep-24 (MP Biomedicals), en condiciones de 6 M/S por 40

segundos.

5. Centrifugar 14000 RPM por 10 minutos.

6. Transferir el sobrenadante a tubos centrífuga de 2 mL.

7. Agregar en los nuevos tubos 250 pL de PPS e invertir 10 veces.

8. Centrifugar 14000 RPM por 5 min.

9. Transferir el sobrenadante a tubos de 15 mL y agregar 1 mL de BlindingMatrix.

10. Agitar solución por 2 min y luego dejar 3 minutos en reposo.

1 1. Descarlar 500 ¡rL.

12. Agitar sobrenadante y transferir 600 pL del sobrenadante a tubos SPIN FILTER.

13. Centrifugar a 14000 RPM por 1 minuto.

14. Repetir hasta agotar la solución contenida en los tubos de 15 mL.

15. Agregar 500 pL de SEWS - M, resuspender.

16. Centrifugar y descartar solución.

17. Esperar 5 min. a tapa abierta y transferir la columna otro tubo.

18. Agregar 70 pL de DES.

1 9. Esperar a que se humedezca I a mezcla.

74



20. Centrifugar a 14000 RPM por 1 min.

21 . Sc descarta la columna.

Apéndice B. Protocolo de limpieza de los fragmentos terminales.

i. 0,1 v de acetato de sodio 3M

2. 2,5 v de etanol al l00o/o (en frío, - 20"C)

3. Incubartha-80'C

4. Centrifugar 30 min a i4000 rpm a 4"C

5. Descaftat la solución y agregar 100 ¡rl de etanol al70oA en frio.

6. Centrifugar 30 min a 14000 rpm a 4oC

7. Descartar solución y dejar evaporar el etanol.

8. Resuspender en 10 pl de agua.
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Apéndice C. Preparación de los micronutrientes del medio de cultivo para el

aislamiento,

Preparar la solución Buffer Fosfato (lOx) en 1 Litro de agua destilada a pH : 7,2. Esfa

solución se compone de 140 g de NazHPO+ x l2HzO y 20 g de KHzPO¿. Una vez

disueltos autoclavar. Luego preparar el medio Composición de Sales (100x) en 1 Litro
de agua clestilada, cuya composición consiste en 5 g de Ca(NO)z x 4H2O, 1009 de

(NH4)SO4, 20 g de MgSOa x 7 HzO y I g de Fe(Il|-citrato de amonio. Pa¡a su

preparación se debe autoclavar por separado Ca(NO3)2 x 4HzO y mezclarla con 1as

soluciones autoclavadas (NH4)SO4, MgSOa x 7H2O, Fe(Ill)-citrato de amonio.

Finalmente, aforar con agua hasta 900 ml y agregar 100 ml de solución de elementos

lrazas.

Solución de elementos trazas en I Litro.

Compuesto

HCt(37%)

Zn;Cl2

MnClz x 4HzO

H3B03

CoC12 x 6H2O

CuClz x H:O

NiClz x 6HzO

NaMoO+ x 2HzO

Contenido

900 ¡r1

70 mg

100 mg

62mg

190 mg

17 mg

24mg

36 mg

Concentración (mM)

10

0,5

1

1

0,8

0,1

0,1

0,15

Nota: Disolver en agua hasta 1 lit¡o, filtrar y no autoclavar.
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Apéndice D. Análisis comfleto del suelo de las Salinas de Boyeruca.

Análisis Unidad Rangos
adecuados

Suelo
nativo

Suelo
irradiado

Calificación

pH del agua
CE susp

CE extracto
M.O

N
P-Olsen

I.
Zn

<0,5
<2,6

DISPONIBLES

20-40
150 - 300

>1,0
>1,0
>1,0

>45
1,00 - 1,50

>9

-s7"-
mS/cm

meq/100g
meq/100g
meq/100g

>4,1
>0,5
>0,27

7,15
43,8

20t,0
2,09

24
22

2098
2,77
27,80
2,65
39,1
t7,75

1008,0

t2,0
37,2
5,3'7

45,80

1637,0
1,7

340,0

983
44
662
JJ

7,21
41,1

245,0
1., -) ó

2l
22

2246
141

56,70
, R5

3 6,8
18,20

1001,0

1) )
4l,t
\'74
46,20

2172,0
1,9

404,0

1309
5l
808
t+l

S ext

Ca2*
Mg"'
K

Na*

CI
(HCO3)"
(So¿)2-

Na*
Ca2*
Nrg'*
K-

Tóxico o Excesivo
Tóxico o Excesivo

mg/Kg
mdKc
mdKc
mg,4<g
mC/KC
mdKg
mg/Kg
mdKc
mC/Ke

Mn
Cu2*
Fe3*

B Alto

meq/100g <0,5

ANIONES SOLUBLES
meq/L <14
meq/L <4,5

meq/L <15

CATIONES SOLUBLES
meqlL <5

meq/L
meqlL
meq/L

Tóxico o Excesivo

Tóxico o Excesivo

Tóxico o Excesivo

Tóxico o Excesivo
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