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ISR: resistencia sistémica inducida

Lin: lindano

MDA: malondialdheido

MM: medio minimo

MMy:: medio minimo suplementado con 1 g L™* de glucosa
MMyio: medio minimo suplementado con 10 g L de glucosa
MMs: medio minimo suplementado con 5 g L* de glucosa
Mo: microorganismo

N: nitrogeno

NBT: azul de nitrotetrazolio

O?": radical superdxido

OH ": radical hidroxilo

P: fosforo

PF: peso fresco

pF: potencial de agua en el suelo

PGPB: bacterias promotoras del crecimiento vegetal
POD: peroxidasa

POs: plagicuicidas organoclorados

ppm: parte por millon

PS: peso seco

Rpm: revoluciones por minuto

SOD: superédxido dismutasa

Tam: via de la triptamina

Trp: triptéfano

TSB: tripteina soja caldo

U: unidades enzimaticas

UFC: unidades formadoras de colonias

X g: gravedad

Fe: hierro

mM: milimolar

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica



PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PCP: pentaclorofenol

Ni: niquel

p:probabilidad


https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
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RESUMEN

La co-contaminacion ambiental es un problema que enfrenta actualmente la
poblacion mundial debido al avance tecnoldgico y al crecimiento poblacional. Las
técnicas de fitorremediacion, basadas en las interacciones entre plantas y
microorganismos se han propuesto como métodos rentables y ecologicos para limpiar
sitios contaminados con toxicos organicos e inorganicos. Varios estudios demuestran la
elevada disipacion de contaminantes en la interfase suelo-raiz, atribuida principalmente
al aumento en la densidad, diversidad y/o actividad metabdlica microbiana debido a la
liberacion de exudados radiculares vegetales. Estas asociaciones plantas-
microorganismos pueden mejorar significativamente los procesos de fitorremediacion del
suelo promoviendo la salud y el crecimiento vegetal, y modificando la movilidad y
disponibilidad de los contaminantes. En este contexto, el objetivo de esta Tesis Doctoral
fue evaluar la remocién de metales pesados y/o plaguicidas por actinobacterias y especies
vegetales cultivadas en sistemas co-contaminados. Se aislaron actinobacterias desde
muestras de suelo, rizésfera y especies vegetales desarrolladas en un sitio desde el que se
habia removido un depdsito clandestino de plaguicidas. Se seleccionaron 57 colonias
microbianas por presentar caracteristicas compatibles con las de actinobacterias; se
realizaron ensayos cualitativos de tolerancia microbiana a Cr(V1) y/o lindano, a partir de
los que se seleccionaron cinco cepas en virtud de su crecimiento en presencia de ambos
contaminantes. Se realizd la caracterizacion molecular de estos aislamientos
denominados Z38, Z2, ZF, ZIl y ZI, como asi también el estudio de sus propiedades
promotoras del crecimiento vegetal y se determin6 mediante secuenciamiento del ADNr
16S su filiacion con cepas del género Streptomyces. Ensayos cuantitativos en medio
liquido permitieron determinar que Streptomyces sp. Z38 y Z2 presentaban los mayores
valores de remocién de Cr(VI1) y lindano en medio de cultivo co-contaminado, por lo que
se evalué posteriormente el desempefio de ambos microorganismos en medio co-
contaminado suplementado con exudados radiculares (ERs) de plantas de maiz.
Comparando dicha fuente de carbono con otra como la glucosa, se encontré que la
disipacion de Cr(VI) en medio co-contaminado mejoraba considerablemente en presencia
de ERs. En un ensayo posterior se incrementd la concentracion de lindano en el medio
co-contaminado y se observo que la remociédn del plaguicida continuaba siendo elevada

en dicho sistema, en contraposicion a lo que sucedia con el cromo cuya remocion
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disminuya significativamente. Debido a que Streptomyces sp. Z38 presento propiedades
promotoras del crecimiento vegetal, asi como también caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas propicias para crecer en suelo, fue seleccionada para evaluar la remocion de
Cr(VI) ylo lindano en suelo artificialmente contaminado, implantado con maiz e
inoculado con la bacteria. La mayor remocién de lindano se obtuvo en el sistema
implantado e inoculado, mientras que la mayor remocién de Cr(VI) se obtuvo en el
sistema implantado (sin microorganismo) y en el sistema inoculado (sin planta). Los
resultados de estudios fisiologicos realizados en las plantas sugieren que Streptomyces
sp. Z38 induciria un efecto protector en las mismas frente al metal. Mediante un ensayo

de ecotoxicidad se demostro la disminucion de Cr(VI) y lindano en los suelos tratados.

ABSTRACT

Environmental co-contamination is a problem that currently faces the world wide
population due mainly to technological progress and population growth.
Phytoremediation techniques, based on the interactions between plants and
microorganisms, have been proposed as cost-effective and ecological methods to clean
up sites contaminated with organic and inorganic contaminants. Several studies have
shown higher dissipation of contaminants at the root-soil interface, attributed mainly to
the increase in density, diversity and/or microbial metabolic activity due to the release of
plant root exudates. These plants-microorganisms interactions can significantly improve
soil phytoremediation processes, promoting plant health and growth, and modifying the
mobility and availability of contaminants. In this context, the objective of this Doctoral
Thesis was to evaluate the removal of heavy metals and/or pesticides by actinobacteria
and plant species grown in co-contaminated systems. Actinobacteria were isolated from
soil samples, rhizosphere and plant species developed in a site from which a clandestine
deposit of pesticides had been removed. Fifty-seven microbial colonies were selected
because they had characteristics compatible with those of actinobacteria. Qualitative tests
of microbial tolerance to Cr(V1) and/or lindane were carried out, from which five strains
were selected according to their growth in the presence of both contaminants. The
molecular characterization of these isolates called Z38, Z2, ZF, ZIl and ZI was carried
out, as well as the study of their plant growth promoting properties. By sequencing of the
16S rDNA gene, strains were identified as members of the Streptomyces genus.
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Quantitative assays in a liquid medium allowed to determine that Streptomyces sp. Z38
and Streptomyces sp. Z2 had the highest values of Cr(VI) and lindane removal in co-
contaminated culture medium, so the performance of both microorganisms in a co-
contaminated medium supplemented with maize root exudates (REs) was evaluated.
Comparing REs with another carbon source such as glucose, it was found that the
dissipation of Cr(V1) in co-contaminated medium improved considerably in the presence
of REs. In another assay, the concentration of lindane in the co-contaminated medium
was increased and it was observed that lindane dissipation remained high in this system,
in opposite to what happened with the chromium whose removal decreased significantly.
Because Streptomyces sp. Z38 presented several plant growth promoting properties, as
well as morphological and physiological characteristics favourable to grow in soil, it was
selected to evaluate the removal of Cr(VI) and/or lindane in artificially co-contaminated
soil implanted with maize and inoculated with the bacteria. The largest lindane removal
was obtained in the implanted and inoculated system, while the highest Cr(\VI) removal
was obtained in the implanted system (without microorganism) and in the inoculated
system (without plant). The results of physiological studies carried out on the plants
suggest that Streptomyces sp. Z38 would induce a protective effect on the plant. Finally,

the good quality of the treated soil was demonstrated by an ecotoxicity test.
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INTRODUCCION

1.1 Contaminacion mixta

En los Gltimos 150 afios el hombre particip6 en una serie de avances tecnolégicos
tales como la revolucion industrial, la primera revolucion agricola y el desarrollo de
antibidticos y productos quimicos terapéuticos. Estos avances trajeron beneficios
innegables para los seres humanos, mejorando sus condiciones de vida, principalmente
en términos de salud, transporte, medios de comunicacion, vivienda y rendimientos
agricolas, permitiendo un incremento de la poblacion mundial (Ramos y col., 2011). Sin
embargo, estos avances condujeron a un serio y complejo incremento de la contaminacién
ambiental de suelos, sedimentos, aguas subterraneas, superficiales, el aire, la biota
asociada y, por consiguiente, de los ecosistemas (Ramos y col., 2011; Romero y Cantd,
2008).

Los efectos de esta problematica se agudizan en areas donde se encuentra presentes
contaminantes organicos (herbicidas, taninos polifenolicos, plasticos, plaguicidas, etc.),
acompariados de metales pesados y metaloides (Cd, Cu, Pb, Cr, Hg, As, etc.) en
concentraciones que exceden los niveles permitidos. La presencia conjunta de estos
contaminantes conduce al fendmeno conocido como co-contaminacion o contaminacion
mixta (Chen y col., 2015). Este fendmeno es de gran relevancia ya que se estima que mas
de un tercio de los lugares contaminados en el mundo presentan mas de un tipo de
contaminante (Mansour y col., 2009; Roane y col., 2001; Tang y col., 2010, 2012).

La contaminacion del suelo puede ser clasificada como difusa o localizada. La
contaminacion difusa es aquella en la cual el contaminante llega de forma dispersa al
ambiente. Generalmente se asocia con la deposicion atmosférica, practicas agricolas o de
reciclaje inadecuadas. La contaminacién puntual es aquella que procede de un punto de
descarga simple e identificable. Se asocia comlUnmente con la mineria, industrias
abandonadas o depositos accidentales de contaminantes (Vamerali y col., 2010).

Existen muy pocos sitios contaminados reconocidos oficialmente, y en general, se
encuentran en areas industriales densamente pobladas tales como San Pablo (Brasil),
Buenos Aires (Argentina) o Santiago de Chile (Chile) (Alvarez y col., 2017). En
Argentina existen depdsitos legales de desechos tdxicos, declarados por el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). Sin embargo, la realidad
indica que existen depdsitos ilegales no declarados a lo largo de Sudamérica, que causan

contaminacion.
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La contaminacion mixta no es ajena al NOA (Noroeste Argentino). La principal
cuenca hidrografica de esta region conocida como “Cuenca del Sali”, con un area de
influencia de 60.000 hectéreas y comprendida entre los embalses de El Cadillal y Frontal
de Rio Hondo, recibe efluentes provenientes de diversas industrias (ingenios azucareros,
destilerias, citricolas, etc.). Ademas, en areas circundantes a esta cuenca, se llevan a cabo
importantes actividades agricolas (cultivos de soja, frutilla, arandanos y cafia de azucar,
entre otros). En andlisis realizados en muestras de sedimentos y aguas provenientes de la
citada cuenca, se determing la presencia de metales (Co, Cr, Cu, Cd, Mn, Ni, Zn, etc.), y
plaguicidas organoclorados (lindano, metoxicloro, aldrin, dieldrin, entre otros) en
concentraciones superiores a las permitidas (Benimeli, 2004; Chaile y col. 1999, 2007,
2008; Romero y col., 1997). En un pequefio pueblo llamado Argentina, en la provincia
de Santiago del Estero, se detectd en el afio 1994 el deposito clandestino mas importante
de contaminantes conocido en Sudameérica. Se trataba de una “tumba de plaguicidas” que
contenia mas de 30 toneladas de plaguicidas organoclorados y metales pesados [entre
ellos Cr(VI)] (Barra y col., 2006; Fuentes y col., 2010). En marzo de 2004, las toneladas
de tierra contaminadas fueron desenterradas, cargadas en un buque y trasladadas a
Alemania para su tratamiento definitivo y disposicién final. La empresa Sava, en la ciudad
alemana de Brunsbuttel, se encargo de realizar el incineramiento de la tierra.

Los ambientes co-contaminados con metales pesados y compuestos organicos son
considerados dificiles de remediar debido a la naturaleza mixta de estos contaminantes.
En este contexto, uno de los principales desafios en los Gltimos afios es la busqueda de
soluciones al grave problema ambiental de los sitios contaminados. Esto condujo al
desarrollo de tecnologias de remediacion ecoamigables que no solo impliquen el
tratamiento de un Unico compuesto, sino mas bien, metodologias que permitan

remover/degradar simultdneamente mas de un contaminante.

1.1.1 Cromo

Desde el inicio de la revolucion industrial, los ecosistemas se encuentran expuestos
de manera creciente a una variedad de metales pesados y metaloides potencialmente

peligrosos.
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En particular, la acumulacién de contaminantes inorganicos no biodegradables
como el cromo se vio incrementado exponencialmente en los ecosistemas (Adriano, 2001;
Desaules, 2012; Herter y Kuelling, 2001).

El cromo es un elemento metélico de amplia distribucion en la naturaleza y ocupa
el lugar 21 dentro de los elementos mas abundantes de la corteza terrestre (Gallios y
Vaclavikova, 2008). Es un metal duro, quebradizo, de color gris acerado brillante. Su
configuracion electrdnica lo hace muy resistente a la accion de los agentes atmosféricos
fisicos y quimicos debido a la formacién de una capa de 6xido muy estable por lo que es
muy utilizado para prevenir la corrosion (Economou-Eliopoulos y col., 2013; Sinha y
col., 2005).

En la naturaleza, el cromo (Cr) se encuentra como cromita (FeCr204) en rocas
ultramaficas, o como un constituyente de la vauquelinita [CuPb2(CrO4)(PO4)(OH)],
tarapacaita (K2CrOs), bentorita [CasCr2(SO4)3(OH)12.26H20] y crocoita (PbCrO.)
(Avudainayagam y col., 2003; Babula y col., 2009). También se encuentra como
impureza en un gran nimero de minerales como la esmeralda, el rubi, el granate, etc., a
los que da sus colores tipicos. EI Cr puede permanecer en los minerales, co-precipitado
con oxidos e hidroxidos de Mn, Al y/o Fe, adsorbidos en las particulas del suelo y
formando complejos con los compuestos organicos presentes (Hsu y col., 2015).

El cromo por su ubicacién en la Tabla Periddica puede presentar los estados de
oxidacion II, 111, IV, V y VI Sin embargo, en la naturaleza solo se encuentra en los estados
+3 [Cr(1ID] y +6 [Cr(V1D)] los cuales son estables y persistentes en ambientes acuaticos y
terrestres (Zayed y Terry, 2003). Los grados de oxidacion IV y V solo se forman como
intermediarios inestables en las reacciones redox en las que interviene el sistema
Cr(lID/Cr(VI1). Ambas formas tienen caracteristicas biogeoquimicas diferentes (Choppala
y col., 2016). De hecho, estan reguladas por separado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (US EPA, 2000) lo cual representa una caracteristica
distintiva del Cr entre los metales pesados.

El cromo es muy utilizado en actividades industriales que incluyen el curtido de
cueros, metalurgia, aleacion, galvanoplastia, esmaltes cerdmicos, inhibicion de la
corrosion del agua, conservacion de la madera, produccion de ladrillos refractarios,
tinturas, mordientes textiles, pinturas, pigmentos, pulpa y papel (Butera y col., 2015;
Chen y col., 2016), lo que da lugar a que el mayor problema relacionado al Cr sea la

liberacion indiscriminada del metal al medio ambiente en concentraciones
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significativamente elevadas. Nuestro pais tiene un largo historial de contaminacion por
Cr, ligada principalmente a dos tipos de industrias: mineras y curtiembres, por lo cual se
encuentra en elevadas concentraciones en agua, suelos, sedimentos, plantas, animales y

sus derivados (Gagneten, 2002; Gagneten y Ceresoli, 2004).

1.1.1.1 Cromo trivalente

El Cr(l11) es anfotero y es la forma mas estable en que se encuentra este metal, ya
que se requiere de elevada energia para convertirlo en otros estados de oxidacion mas
bajos 0 mas altos. Debido a su baja afinidad por iones de o0xido e hidrdxido, el Cr(ll)
forma numerosos complejos con ligandos organicos e inorganicos (Deng y col., 2003), lo
que convierte a este i6n en una especie generalmente inmovil en el suelo. Las principales
especies de Cr(I11) en solucién acuosa incluyen Cr(OH)2*, Cr(OH)s, y Cr(OH)4". El
Cr(OH)," predomina a pH <3,6; mientras que Cr(OH)s predomina a pH >11,5. A pH
ligeramente acidos hasta alcalinos, las especies ionicas de Cr(lll) precipitan como
Cr(OH)z amorfo, Cr.03.H20, 0 como un complejo (FeCr)(OH)z si en el medio hay Fe(l11).
El Cr(Ill) también puede ser quelado por moléculas orgénicas que son adsorbidas sobre
las superficies minerales (US EPA, 2000).

El Cr(111) es un micronutriente esencial en los sistemas bioldgicos, el cual participa
en el metabolismo de la glucosa, el colesterol y los acidos grasos. Ademas, desempefia
un papel muy importante en diferentes reacciones enziméticas (Gomez Garcia y Garns,
2004). Otras de las funciones fisioldgicas del Cr(l11) incluyen la estabilizacién de las
estructuras terciarias de proteinas y la estabilizacion del ADN y ARN (Zayed y Terry,
2003). Sin embargo, a elevadas concentraciones el mismo podria generar dafios nocivos
para los sistemas bioldgicos. La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
clasifico al Cr(IIl) dentro del Grupo III, que comprende a los agentes “no clasificables
sobre la base de su carcinogenicidad para los humanos” (IARC, 1987). Esta clasificacion
se debe a la escasa toxicidad del ion, lo que le confiere baja solubilidad y por consiguiente
movilidad y biodisponibilidad (Lovley, 1995).
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1.1.1.2 Cromo hexavalente

El Cr en su estado de oxidacion VI presenta una relacion carga/radio atbmico muy
elevada, por lo que no puede formar cationes en medio acuoso. En solucion, el Cr(VI)
forma aniones oxigenados: HCrO4", CrO42 y Cr.O7% cuya proporcion depende del pH de
la solucién. A pH basico y neutro, predomina CrO.%, a pH entre 6 y 6,2 aumenta la
concentracion de HCrO4-, y a pH muy bajos, predomina el ion Cr.07>".

El Cr(VI) se caracteriza por ser altamente soluble en medio acuoso y sumamente
movil en el suelo. Ademas, es altamente reactivo con otros elementos. Sus compuestos
son potentes oxidantes y pueden reaccionar con la materia organica y otros agentes
reductores para formar Cr(I1l) (Deng y col., 2003). Estas caracteristicas convierten al
Cr(VI) en un agente extremadamente toxico para los organismos vivos, ain a niveles muy
bajos (< 1 mg kg™?) resultando aproximadamente 1.000 veces mas tdxico y mutagénico
que el Cr(111) (Amin y Kassem, 2012; Marti y col., 2013).

El Cr(VI) puede causar dafios adversos en la salud generando toxicidad aguda y
cronica, neurotoxicidad, dermatotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad e
inmunotoxicidad (Bagchi y col., 2002). En base a esta evidencia el Cr(V1) se categorizd
como ‘“carcindogeno para humanos” (Grupo 1) por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, 1987). EI Cr(V1) ocupa el 7° lugar de las principales
sustancias peligrosas en la lista establecida por la Agencia para Sustancias Téxicas y

Registro de Enfermedades.

1.1.1.3 Biodisponibilidad de metales en suelo

Desde hace décadas, autoridades legislativas de todo el mundo establecieron
valores de referencia de metales potencialmente toxicos en los suelos para manejar los
sitios contaminados. Los valores guia para la evaluacion de estos sitios fueron
establecidos en base al contenido total del metal en el suelo. Sin embargo, esto puede
sobrestimar inadvertidamente el riesgo potencial, causando innecesarios y c0stosos
esfuerzos de remediacion de estos suelos (Alexander, 2000; Derz y col., 2012; NRC
Committee, 2003).

Numerosos estudios demostraron que un organismo se vera afectado negativamente

solo por la fraccién bioldgicamente disponible del contenido total del metal en el suelo,
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y no por la fraccion que esta secuestrada o irreversiblemente circunscrita a la matriz del
mismo (Kim y col., 2007; Lanno y col., 2004). De acuerdo con esto, el contenido total
del metal en si mismo, es indicativo del nivel de saturacion de los metales en la matriz
del suelo y puede ser util como primera impresion de contaminacion o para el manejo de
vertidos adicionales de metales. Sin embargo, no es suficiente para evaluar los efectos
adversos gue pueden provocar realmente los metales pesados en los ecosistemas del suelo
(Aparicio, 2018).

El grupo de trabajo sobre biodisponibilidad de la Organizacion Internacional de
Normalizacion, ISO/TC 190, publico una guia para la seleccion y aplicacion de métodos
con el fin de evaluar la biodisponibilidad de metales en suelos (ISO 17402, 2008). La
biodisponibilidad fue descripta en tres pasos conceptuales (Aparicio, 2018) (Figura 1.1):

1)- Disponibilidad ambiental (disponibilidad de metales pesados en el suelo): se
refiere a la cantidad disponible del metal con respecto al contenido total del mismo en el
suelo, incluyendo tanto la fraccion disuelta en la fase acuosa del suelo como la fraccion
adsorbida a la matriz de suelo que se encuentra potencialmente disponible (1SO 17402,
2008). La fraccion disponible del metal no debe considerarse como una fraccion fija sino
como una fraccién variable, ya que depende también del tiempo. Debido a esto, varios
cientificos (Derz y col, 2012; Fedotov y col., 2012) diferenciaron la fraccion disponible
potencial en tres sub fracciones sobre la base de la cinética de desorcion:

a- fraccion disuelta,

b- fraccién de desorcién lenta (de semanas a meses) y

c- fraccion de desorcion muy lenta (de meses a afios).

2)- Biodisponibilidad ambiental (metales pesados disponibles para ser incorporados
por los organismos que habitan en el suelo): se define como la fraccién de especies
metalicas disueltas en la fase acuosa del suelo, que puede ser absorbida por las raices de
las plantas u otros organismos del suelo. En algunos casos, puede llegar a corresponderse
con la disponibilidad ambiental (Kim y col., 2015).

3)- Biodisponibilidad toxicologica (acumulacion y efecto toxicoldgico de los
metales pesados dentro de los organismos): se refiere a la bioacumulacion
fisiolégicamente inducida o efecto biolégico del metal pesado en las plantas u otros
organismos, y depende de una serie de procesos complejos incluyendo translocacion,

metabolismo y desintoxicacion. (Sivakumar y Subbhuraam, 2005).
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El conocimiento de estos términos permite entender el comportamiento del Cr en
el suelo. Cuando el Cr(V1) entra en contacto con las particulas del suelo, es adsorbido por
la materia orgénica y los minerales presentes. Sin embargo, debido a su elevada
reactividad, es rapidamente reducido a Cr(l11) (Ashraf y col., 2017). EI Cr(l11) resultante
precipita como hidréxidos, frecuentemente co-precipitado con hidréxidos de Fe(lll) y
AI(I11), y también puede coincidir con oxidos de Fe y Mn (Hausladen y Fendorf, 2017).
Ademas, el Cr(lll) interactta con minerales de arcilla, como la caolinita y la
montmorillonita, que son los que tienen mayor capacidad de fijacion de metales en los
suelos (Sandrin y Maier, 2003). La materia organica también es un componente clave del
suelo y juega un papel importante en la biodisponibilidad del Cr, debido a su capacidad
de reducir Cr(VI) a Cr(lll) e intercambio catiénico, la cual aumenta la adsorcién
irreversible del Cr(lll) al suelo (Shahid y col., 2017). Como consecuencia de los
fendmenos descriptos, el Cr trivalente es retenido de manera irreversible en el suelo.
Dicha fraccion corresponde al Cr no disponible (Shahid y col., 2017).

Después de exceder el nivel de saturacion en la matriz del suelo, el Cr(\V1) no puede
continuar reaccionando y la mayor parte del metal queda disuelto (fraccion disuelta) (Kim
y col., 2015). Por otro lado, una pequefia fraccion queda adsorbida a particulas de la fase
acuosa del suelo formando complejos con aniones inorganicos (fracciéon de desorcion
lenta) y con particulas organicas (fraccion de desorcion muy lenta) (Blume y col., 2010).
Estas tres fracciones corresponden al Cr(\V1) disponible (Shahid y col., 2017).

La fraccion de Cr(V1) disuelta es la que tiene un impacto directo sobre las especies
vegetales y animales que habitan el suelo. La formacién de complejos inorganicos y
organicos solubles reduce la disponibilidad del Cr(\V1), ya que las especies acomplejadas
son demasiado grandes para atravesar las membranas celulares (Wang y col., 2010).
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Figura 1.1. Fracciones de Cr en suelo (tomado de Aparicio, 2018)
1.1.1.4 Cromo en plantas

Algunos estudios demostraron que pequefias concentraciones de Cr tienen un efecto
estimulante sobre el crecimiento y la productividad de las plantas (Zayed y Terry, 2003).
Sin embargo, los efectos adversos de este metal son evidentes y se investigan cada vez
mas. Dentro de los ellos se incluyen cambios fisioldgicos y morfoldgicos que afectan la
germinacion, crecimiento, fotosintesis y nutricion de la planta. (Shanker y col., 2005). Se
demostré que el Cr(VI) reduce el numero de células radiculares, debido a efectos
citotoxicos y dafio al ADN. Este metal también puede causar alteraciones en la
ultraestructura de los cloroplastos y en la membrana plasmatica generando necrosis de las
hojas (Choudhury y Panda, 2005).

Los metales redox como el cromo, intervienen en la reaccion de Fenton,
conduciendo a la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs), lo que puede
generar estrés oxidativo (Flora, 2009). Dentro de las EROs se destacan el radical
superoxido (02, el peroxido de hidrégeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH ).

La generacion de EROs es un proceso que ocurre durante todo el ciclo ontogénico

de las plantas. Por esta razon, existen sistemas antioxidantes que eliminan las EROs
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protegiendo a las células de un posible dafio oxidativo (Asada, 2006). Estos sistemas
incluyen enzimas antioxidantes y moléculas antioxidantes no enzimaticas. Dentro de las
enzimas se encuentran catalasa (CAT), peroxidasa (POD), glutation reductasa (GR),
ascorbato peroxidasa (APX) y superoxido dismutasa (SOD) (Choudhury y Panda, 2005;
Shanker y col., 2005). Sin embargo, la generacion excesiva de EROs, acompafiada de un
funcionamiento insuficiente del sistema antioxidante, puede conducir a un dafio oxidativo
a nivel de ADN, proteinas, y lipidos (Choudhury y Panda, 2005; Prado y col., 2012).

1.1.2 Plaguicidas

En las Gltimas décadas el hombre fabricd diversos compuestos quimicos cuyas
estructuras no estdn presentes en la naturaleza. Estos compuestos, denominados
xenobidticos, son generalmente recalcitrantes. Dentro de estos compuestos se encuentran
los plaguicidas.

El Cddigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucién y Uso de Plaguicidas de
la Food and Agriculture Organization (FAO) de las Naciones Unidas establece que un
plaguicida «es la sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar
plagas, incluyendo los vectores de enfermedad humana o animal; las especies no deseadas
de plantas o animales que ocasionan un dafio duradero u otras que interfieren con la
produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacion de alimentos;
los articulos agricolas de consumo, la madera y sus productos, el forraje para animales o
los productos que pueden administrarseles para el control de insectos, aracnidos u otras
plagas corporales» (Ramirez y Lacasafia, 2001). Por lo tanto, los plaguicidas constituyen

un grupo particular de biocidas (Ramirez y Lacasafia., 2001).

1.1.2.1 Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas organoclorados (POs) son un grupo de compuestos organicos de
sintesis, derivados de hidrocarburos, en los que uno 0 mas atomos de hidrégeno son
sustituidos por atomos de cloro (Arias Verdes y col., 1992).

Los POs poseen baja solubilidad en agua y alta solubilidad en solventes organicos,

alta estabilidad frente a la foto-oxidacion, estabilidad a la humedad, al aire y al calor; baja
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presion de vapor; y resistencia a la degradacion por microorganismos (Arias Verdes y
col., 1992).

Estos compuestos por su elevada liposolubilidad, tienen efectos adversos sobre los
organismos, ya que se acumulan principalmente en los tejidos adiposos. Llegan, a través
de la cadena alimenticia a animales superiores, incluyendo seres humanos (Arias Verdes
y col., 1992).

1.1.2.2 Lindano

El lindano es un insecticida de amplio espectro, por lo que se utilizé en todo el
mundo con diversos fines. Entre ellos, se destaca su uso en medicina veterinaria,
fumigaciones de casas y areas de almacenamiento comercial, control de parasitos en
animales y en el control de una gran variedad de plagas como langostas, mosquitos,
larvas, gorgojos, acaros, termitas y hormigas (Bidlan y col., 2004).

Quimicamente el lindano es el isébmero gamma del 1, 2, 3, 4, 5 6 -
hexaclorociclohexano, denominado y-HCH. En la Figura 1.2 se observa la conformacion
silla, con tres atomos de cloro en posicion axial y tres d&tomos de cloro en posicién

ecuatorial.

Figura 1.2. Estructura quimica del lindano. Isémero y-hexaclorociclohexano (y-HCH).

Existen ocho isomeros del HCH, designados B, v, 9, 6, €, 1 y dos a-enantiomeros,
los cuales difieren en la orientacion de los &tomos de cloro unidos a los diferentes atomos
de carbono. Existen dos formulaciones comerciales del HCH: lindano de grado puro (99%
de y-HCH) y lindano de grado técnico, este ultimo es una mezcla de isémeros en la cual
el y-HCH es el ingrediente activo, debido a que es el compuesto con actividad insecticida
mas potente (Okeke y col., 2002).
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Se demostro que el lindano puede causar efectos graves para la salud a corto y largo
plazo. En mamiferos, la intoxicacién aguda por lindano puede causar disfuncion
respiratoria, temblores generalizados, hipersalivacion y convulsiones, y puede conducir a
la muerte en casos extremos. Las exposiciones crénicas se relacionaron con dafios renales,
hepaticos y efectos adversos sobre los sistemas reproductivo, inmune, endocrino y
nervioso (Caicedo y col., 2011; Salam y Das, 2012). También se reporté como potencial
carcinogénico, teratogénico, genotdxico y mutagénico (ATSDR, 2011). Desde hace afios
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer considera al lindano dentro de
la lista de compuestos "carcindgenos para los humanos™ (Grupo 1) (IARC, 2015).

La toxicidad del lindano se encuentra ampliamente documentada, por lo que
actualmente mas de 52 paises, entre ellos Argentina, prohibieron o restringieron el uso de
este xenobiotico (Vijgen y col., 2011). Sin embargo, a pesar de la prohibicién del lindano
y sus isémeros, la cual figura en el Registro de Quimicos Prohibidos y Restringidos en
Argentina 2016 (ultima actualizacidn), los residuos de este plaguicida permanecen en el
ambiente y fueron encontrados en agua, suelo, plantas y animales (Rodriguez-Rodriguez
y col., 2013; Simon Sola y col., 2019).

1.1.2.3 Biodisponibilidad de contaminantes organicos en suelo

La biodisponibilidad de los contaminantes organicos en suelo permite entender el
riesgo que presenta para los organismos, asi como también los medios necesarios para
una remediacion exitosa.

Los contaminantes organicos al ponerse en contacto con el suelo pueden ser
biodegradados, lixiviados o volatilizados, conduciendo a la disminucion en la
concentracion. Asimismo, pueden interactuar con la matriz del suelo (Figura 1.3). El
destino y el comportamiento de los compuestos organicos hidrofébicos dependera de las
caracteristicas del suelo (contenido de materia organica, materia mineral, tamafio y
estructura de los poros), y las caracteristicas del contaminante (grado de solubilidad en
fase acuosa y estructura quimica, etc.) (Reid y col., 2000).

Los compuestos organicos, y en particular aquellos débilmente polares,
escasamente solubles en agua, con baja presion de vapor y una estructura molecular
recalcitrante como el lindano, suelen ser retenidos o adsorbidos por las particulas

organicas y minerales del suelo (Becerra-Castro y col., 2013). Como consecuencia del
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secuestro de los contaminantes organicos por los componentes del suelo, se reduce la

fraccion del compuesto disponible para los organismos.

Difuzion en Ads=orcion en
los poroz superficie
0 { Fraccion
_—?‘C zoluble en agua
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Materia

orgénica mineral
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en
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Figura 1.3. Fraccion de lindano en suelo (tomada de Semple y col., 2003).

1.1.2.4 Plaguicidas en plantas

Numerosos estudios evaluaron el efecto toxico de los compuestos organicos
recalcitrantes sobre diferentes especies vegetales (Becerra-Castro y col., 2013; Chigbo y
col., 2013).

El lindano ejerce efectos adversos sobre la germinacion y desarrollo inicial de
algunas especies vegetales. Estos compuestos pueden desestabilizar las vias metabdlicas
generales y de esta manera afectar el desarrollo y la fisiologia de la planta (Pereira y col.,
2010). Los plaguicidas organoclorados producen de manera indirecta alteraciones en el
contenido de carbohidratos, aminoacidos y/o compuestos intermediarios del ciclo de los
acidos tricarboxilicos.

La exposicion a estos compuestos organicos también puede conducir a incrementos
en el contenido de acidos grasos y a la oxidacién de los mismos. Este efecto conduce a

dafos en la integridad y vitalidad de las células de las plantas (Blondel y col., 2017).
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1.2 Biorremediacion de sistemas co-contaminados

La contaminacion del suelo con metales pesados y contaminantes organicos se
convirtio en uno de los principales problemas de salud ambiental y humana en todo el
mundo, debido a la rapida industrializacién y urbanizacion.

Las tecnologias de remediacion implican cualquier operacién que altere las
caracteristicas de los desechos peligrosos o contaminantes para disminuir su toxicidad,
volumen o movilidad, mediante la aplicacion de procesos fisicoquimicos y/o biologicos
(Corredor, 2013).

La remediacién de suelos co-contaminados por compuestos organicos y metales
pesados es un problema complejo, ya que los procesos quimicos y las tecnologias de
remediacion son diferentes para cada grupo de contaminantes (Dong y col., 2013).

Los estudios sobre tecnologias de descontaminacion simultanea son escasos, y en
general se enfocan en estimular solo la degradacion de los contaminantes organicos,
mientras que la extraccién del metal no es tenida en cuenta. Es por ello que resulta
novedoso desarrollar tecnologias que lleven a cabo de manera eficiente ambos procesos
(Puzon y col., 2002). En este sentido, los tratamientos bioldgicos reciben considerable
atencion como una herramienta biotecnoldgica eficaz para degradar, remover y/o
transformar los residuos peligrosos de un sitio contaminado (Salinas y col., 2015). Estos
tratamientos involucran el uso de diferentes organismos o sistemas, desde bacterias y
hongos, hasta plantas y animales, o sus derivados (Wood, 2008). Estas tecnologias de

remediacién ecoamigables reciben el nombre de biorremediacion.

1.3 Fitorremediacion

La fitorremediacion es una rama de la biorremediacion e implica el uso de plantas
para eliminar o estabilizar contaminantes (Sumiahadi y Acar, 2018). La fitorremediacion
involucra diferentes mecanismos por lo que puede clasificarse en: fitoextraccion,
fitovolatilizacion, fitodegradacion, fitoestimulacion, fitoestabilizacion y rizofiltracion.

e Fitoextraccién o fitoacumulacion: en este proceso se aprovecha la
capacidad de la planta para extraer del suelo el contaminante a eliminar y
acumularlo en hojas y/o tallos. (Hammer y col., 2003).
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e Fitovolatilizacién: es una forma especializada de fitoextraccion, basada en
la transferencia de contaminantes desde el suelo o agua hacia la atmdsfera,
actuando la planta extractora como intermediario. La planta capta, modifica el
contaminante y lo libera a la atmdsfera como transpiracion.

e Fitodegradacion: es una forma especializada de la fitoextraccion, basada
en la habilidad de ciertas plantas para metabolizar y/o degradar contaminantes
organicos por accion de enzimas especificas en el interior de las células.

e Fitoestimulacion o rizodegradacion: basada en la degradacion de
compuestos organicos en el exterior de la planta. Es llevada a cabo en asociacion
con los microorganismos asociados que se desarrollan en el entorno radicular.

e Fitoestabilizacion: basado en la inmovilizacién de metales pesados en las
raices de plantas por absorcién o acumulacion, como asi también por precipitacion
en la rizésfera. De esta manera disminuye la movilidad y biodisponibilidad de los

contaminantes inorganicos.

La fitorremediacion presenta ventajas frente a otras técnicas de remediacion, entre

las que se puede citar:

Se realiza “in situ”

Se realiza en forma pasiva

Usa energia solar

Es rentable

Es una tecnologia amigable con el ambiente

Produce menos emisiones al aire y al agua

Nula o muy poca produccion de contaminacion secundaria

Los sustratos permanecen en los sitios de descontaminacion y son reutilizables

Sin embargo, presenta ciertas limitaciones entre las que se pueden citar:

Limitada a suelos y/o aguas poco profundos

Mas lenta que los tratamientos convencionales

Requiere una gran superficie para su funcionamiento

Es posible que algunos de los contaminantes eliminados entren en la cadena
trofica a través del consumo por animales e incluso el hombre (Sumiahadi y Acar,
2018).
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1.3.1 Interacciones plantas-bacteria en fitorremediacion

Las bacterias endofiticas y rizosféricas son de especial importancia en los procesos
de rizodegradacion. Las bacterias endofiticas colonizan los tejidos internos de las plantas,
mientras que, las bacterias rizosféricas son habitantes de la interfase raiz-suelo (Becerra-
Castro y col., 2012). Esta interfase se conoce como rizosfera, y se define como la estrecha
zona de suelo que rodea la raiz (aproximadamente 1-2 mm de distancia). En esta
asociacion ambos organismos involucrados se ven beneficiados. Los microrganismos se
benefician en presencia de las plantas debido a la mayor disponibilidad de nutrientes en
larizdsfera. Esto se debe a que las plantas exudan diversos compuestos organicos a través
de las raices, que favorecen el crecimiento y actividad microbiana (He y Yang, 2007).
Asimismo, las plantas reciben beneficios de algunas bacterias asociadas, denominadas
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés). Estas
bacterias producen moléculas que promueven el crecimiento de las plantas y/o reducen el
estrés. Ademas, las mismas pueden actuar directamente sobre el contaminante

modificando su biodisponibilidad y/o remocidn del suelo (Becerra-Castro y col., 2013).

1.3.1.1 Exudados radiculares

Las plantas exudan a través de las raices una gran variedad de compuestos en la
rizosfera. Entre ellos se incluyen iones, oxigeno libre, agua, enzimas, mucilagos, y una
gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios que contienen carbono (Uren, 2000)

La exudacion de las raices se lleva a cabo por dos motivos principales: 1)- se
produce la excrecion de materiales de desecho, por medio de un gradiente dependiente y
2)- las plantas secretan compuestos con funciones importantes, tales como lubricacién y
defensa. Estos compuestos son liberados a través de las raices por al menos dos
mecanismos. 1)- a través de la membrana celular y 2)- desde células que constituyen el
borde las raices.

Segun Curl y Truelove (1986), los productos exudados se clasifican en dos grupos:
1)- compuestos de bajo peso molecular, tales como aminoacidos, acidos organicos,
azlcares, compuestos fendlicos y otras metabolitos, los cuales representan la mayor

diversidad de productos secretados;
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2)- compuestos de alto peso molecular, tales como polisacaridos y proteinas, los cuales
son menos diversos pero componen una mayor proporcion de los exudados radiculares.

Claramente, la exudacion de compuestos organicos representa un costo
significativo de carbono para las plantas. La magnitud de los fotosintatos segregados
como exudados, varia con el tipo de suelo, edad, estado fisiologico de la planta, y
disponibilidad de nutrientes (Bais y col., 2006).

El "efecto rizosférico", descrito por primera vez por Hiltner (1904) postula que los
microorganismos son atraidos por los nutrientes exudados por las raices de las plantas.
Los exudados radiculares (ERs) proveen una fuente rica en carbono aprovechable por la
microbiota edafica, aumentando la densidad, diversidad y/o actividad metabolica
microbiana. Ademas los productos secretados pueden actuar como moléculas sefiales que
inician una comunicacion cruzada “cross talk” con los microorganismos del suelo.
Asimismo, algunos microorganismos producen sefiales que inician la colonizacion de los
tejidos vegetales.

En un contexto de fitorremediacion, se demostro que la disipacion de contaminantes
organicos e inorganicos es mayor en la rizosfera, en comparacion a otras fracciones del
suelo (Becerra-Castro y col., 2013: Kidd y col., 2008). Esto se atribute al “efecto
rizosférico”. Asimismo, segiin Kidd y col. (2008), los compuestos vegetales secretados
pueden estimular la degradacion de un contaminante de diferentes maneras:
1)-facilitando su co-metabolismo,
2)-induciendo la expresion de genes microbianos que codifican enzimas degradativas,
3)-aumentando su biodisponibilidad y/o promoviendo su degradacion por la liberacién de
enzimas vegetales,

4)- aumentando su biodisponibilidad debido a la actividad emulsificante de algunos

productos vegetales

1.3.1.2 Efectos de las bacterias sobre el crecimiento de las plantas

Las PGPB son microorganismos capaces de estimular el crecimiento vegetal por
una variedad de mecanismos que actian de manera directa o indirecta sobre las plantas
(Becerra- Castro y col., 2012).

1)- Mecanismos directos: estan asociados con un incremento en la biodisponibilidad de

nutrientes en el suelo e incluye: fijacion de nitrdégeno, solubilizacion de fosfato inorganico
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y produccion de sideroforos. Las bacterias tambien pueden influir directamente en la
fisiologia de las plantas a través de la produccion de fitohormonas o por la reduccion de

los niveles de estrés.

e Fijacion de nitrogeno: algunos procariotas, conocidos como diazotrofos, son
capaces de fijar el nitrégeno atmosférico como amoniaco utilizando la enzima
nitrogenasa. Esta fijacion biologica de N es de suma importancia para la nutricion de las
plantas (Beattie, 2007).

e Solubilizacion de fosfato inorganico: el fosforo es el segundo macronutriente
importante para el crecimiento vegetal. A menudo, este elemento es limitado en el suelo
debido a que se presenta en forma no disponible, como compuestos de fésforo organico
y fosfatos insolubles. En respuesta a la deficiencia de este nutriente las plantas pueden
sufrir cambios morfologicos y fisiolégicos. Muchas bacterias son capaces de convertir los
fosfatos insolubles no disponibles presentes en el suelo, en formas solubles y accesibles
para las plantas. Este proceso se lleva a cabo mediante la produccion de &cidos orgéanicos
y/o de enzimas fosfatasas (Podile y Kishore, 2007; Richardson y Simpson, 2011).

e Produccion de sideroforos: el hierro es relativamente abundante en el suelo, sin
embargo, a menudo se encuentra presente como precipitados de Fe (I11) insolubles (Bais
y col., 2006). Este nutriente se considera esencial para los organismos, ya que actla como
cofactor de diversas enzimas implicadas en procesos metabdlicos. En respuesta a la baja
concentracion de hierro disponible, algunos microorganismos producen y liberan agentes
quelantes especificos de Fe (I11), lamados sider6foros. Estos compuestos son metabolitos
secundarios que pueden definirse como pequefias moléculas (<1000 Da) que comprenden
cadenas laterales y grupos funcionales con una fuerte afinidad para coordinar con el i6n
férrico (Schwyn y Neilands, 1987). Tipicamente, los sider6foros microbianos se
clasifican como catecolatos, hidroxamatos y a-carboxilatos, dependiendo de la naturaleza
quimica de sus sitios de coordinacion con el hierro. Las bacterias productoras de
sideroforos pueden aumentar la disponibilidad de hierro favoreciendo la nutricion de las
plantas o inhibiendo la colonizacion de fitopatogenos (Crowley, 2006).

e Fitohormonas: las hormonas vegetales estan involucradas en varias etapas del
crecimiento y desarrollo de las plantas. Algunos microorganismos sintetizan
fitohormonas tales como auxinas, citoquininas y giberelinas, y por lo tanto, en asociacion
con las plantas puede inducir cambios en la morfologia y fisiologia de las mismas

(Persello-Cartieaux y col., 2003). La sintesis bacteriana del acido indolacético (AlA),
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perteneciente al grupo de las auxinas, es probablemente la més estudiada. EI AIA es un
metabolito derivado principalmente del triptofano (Trp). En los microorganismos se
describieron al menos tres vias metabdlicas para la biosintesis del AlIA, denominadas via
del indol 3-piravico (AIP), &cido 3-acetamida (AIM) y via de la triptamina (Tam)
(Aguilar-Piedras y col., 2008). ElI AIA producido tanto por las bacterias como por las
plantas, puede estimular la proliferacion celular, la elongacion celular o inducir la
transcripcion de la enzima ACC sintasa, que cataliza la formacién del precursor 1-
aminociclopropano-1- carboxilato (ACC) (Vessey, 2003). Sin embargo, la concentracién
de AIA disponible para la planta es un factor importante que determina su efecto global.
A menudo una sobreproduccion de la auxina puede generar efectos negativos en el
crecimiento vegetal. Este efecto del AIA parece estar relacionado a la sintesis de la
enzima ACC sintasa, la cual estd implicada en la produccion de etileno en las plantas
(Persello-Cartieaux y col., 2003).

e Modulacién de los niveles de etileno. el etileno es una hormona gaseosa que juega
un papel importante en la iniciacion y elongacién de la raiz, nodulacion, senescencia,
abscisién y maduracion vegetal. Sin embargo, cuando las plantas se exponen a
condiciones de estrés, producen altos niveles de esta hormona causando lo que se conoce
como “estrés del etileno” (Glick y col., 2007). El exceso de etileno puede generar efectos
adversos en las plantas, entre ellos, inhibir el alargamiento de la raiz. Glick y col. (1998)
desarrollaron un modelo para explicar cdmo las bacterias capaces de producir la enzima
ACC desaminasa puede disminuir la produccion de etileno. EI ACC es el precursor
inmediato en la sintesis del etileno. La enzima bacteriana ACC desaminasa hidroliza el
ACC exudado por las plantas en la rizosfera, a amoniaco y a-cetoglutarato. En un intento
por mantener el equilibrio entre los niveles de ACC interno y externo, las plantas tienden
a exudar mas de este precursor y reducir la sintesis de etileno dentro de la célula vegetal.
A su vez, las bacterias productoras de la enzima ACC desaminasa utilizan el ACC como
fuente de N2 (Glick y col., 1998; Persello-Cartieaux y col., 2003).

2- Mecanismos indirectos: son aquellos que inhiben o reducen las enfermedades de las
plantas por patdgenos. Las bacterias con estas funciones a menudo se denominan como
agentes de control bioldgico. Estos microorganismos compiten por los nutrientes y
espacio produciendo compuestos antimicrobianos o induciendo mecanismos de defensa

en las plantas (Compant y col., 2005; Lemanceau y col., 2007; Podile y Kishore, 2007).

MARIA ZOLEICA SIMON SOLA



INTRODUCCION

e Competencia por los nutrientes: un claro ejemplo, es la competencia por el hierro.
Algunos autores demostraron que la produccién de sideréforos por PGPB privan a los
patogenos de este elemento esencial, inhibiendo su crecimiento (Compant y col., 2005).

e Antibiosis: es utilizado por varias bacterias como mecanismo de control. Entre los
compuestos con capacidad de control bioldgico se incluyen compuestos antimicrobianos,
biosurfactantes y enzimas quitinoliticas (Lemanceau y col., 2007).

e Resistencia sistémica inducida (ISR): algunas cepas bacterianas pueden
activar/estimular mecanismos de defensa de la planta sin causar sintomas visibles de
estrés en el huésped vegetal. Entre los determinantes bacterianos de ISR se incluyen

lipopolisacaridos, siderdforos y acido salicilico (Van Loon y col., 1998).

1.3.1.3 Efectos de las bacterias sobre la biodisponibilidad de los contaminates

La movilidad y biodisponibilidad de los metales pesados en el suelo son factores
criticos que afectan la eficiencia de los procesos de fitorremediacion. La movilizacion de
los contaminantes inorganicos por accion de las bacterias se puede atribuir a la
acidificacion del entorno, quelacion o complejacion de los metales, transformacion
quimica y reacciones de 6xido- reduccion.

e Acidificacion: los &cidos organicos producidos por las PGPB, conducen a la
acidificacion del medio. Este efecto puede solubilizar el metal desde la fase solida, o
afectar el estado de oxidacién del mismo en la fase acuosa (Gadd, 2010).

e Complejacion: los acidos organicos, sideréforos o biosurfactantes pueden formar
complejos con los metales de la fase acuosa, y asi, promover la desorcion de los metales
de la fase sélida del suelo (Colin y col., 2012; Dimkpa y col., 2009). Ademas, pueden
causar la desorcion por contacto directo con el metal adsorbido (Colin y col., 2012).

e Transformaciones redox: los microorganismos pueden reducir metales como el Fe
(1) y Mn (1V) aumentando su solubilidad. Asimismo, la reduccion de estos metales
puede liberar indirectamente otros metales que estan fuertemente unidos a los 6xidos de
Fe y Mn (Gadd, 2010).

La biodisponibilidad de los contaminantes organicos en los suelos también resulta
un factor importante para lograr un efectivo proceso de fitorremediacion (Chaudhry y
col., 2005). Las bacterias pueden incrementar la biodisponibilidad de los contaminantes

organicos, facilitando asi su degradacion (Pandey y Jain, 2009; Wenzel, 2009). Este es
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particularmente el caso de los contaminantes con baja hidrofobicidad. Entre los
principales mecanismos utilizados en este proceso se describen la produccion de

emulsificantes y &cidos organicos.

1.4 Especie vegetal en procesos de fitorremediacion de suelos co- contaminados

En un proceso de fitorremediacion, es de gran importancia la seleccion cuidadosa
de la especie vegetal. La naturaleza fitotoxica de los contaminantes puede inhibir el
crecimiento vegetal de la planta, y asi reducir la eficiencia del proceso de remediacion
(Becerra-Castro y col., 2012).

La fitorremediacion de suelos contaminados con compuestos organicos e
inorganicos puede ser abordada por las plantas mediante diferentes procesos. Con
respecto a la remediacion de suelos contaminados con metales pesados, una de las
estrategias basicas es la fitoextraccion (Kramer, 2005). Las plantas hiperacumuladoras
son capaces de crecer en ambientes con elevadas concentraciones de metales y concentrar
altos niveles de los mismos en su biomasa aérea (Pollard y col., 2014). Sin embargo, la
mayoria de estas especies presentan baja produccién de biomasa (Brunetti y col., 2011;
Dickinson y col., 2009). Por ello, una alternativa es el uso de cultivos tolerantes a metales
pesados y productores de gran biomasa vegetal. La planta de maiz fue propuesta por
diversos autores para ser empleada en fitorremediacion, por su tolerancia y capacidad de
acumular diferentes metales pesados (Fellet y col., 2007; Luo y col., 2005).

La fitorremediacion de compuestos organicos toxicos se basa principalmente en el
efecto de los exudados radiculares (Lin y col., 2008). La fitoestimulacion de los
microorganismos degradadores de plaguicidas, como asi también, la fitodegradacion por
algunas enzimas secretadas, son estrategias exitosas para la remediacion de suelos
contaminados con compuestos organicos (Gao y col., 2010). El maiz, es una especie
vegetal que se adapta facilmente a las condiciones acidas que se generan durante la
degradacion de POs (Benimeli y col., 2012), ademas de haberse registrado actividad
declorinasa en los exudados radiculares de ciertas variedades de la especie (Alvarez y
col., 2012).

La planta de maiz resulta una especie vegetal promisoria para ser usada en técnicas
de fitorremediacion de sitios co-contaminados con Cr(V1) y lindano. El maiz es un cultivo

de cereal versatil que se cultiva ampliamente en todo el mundo en una variedad de
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ambientes agroecologicos. Se caracteriza por ser una planta de crecimiento rapido y de
estructura vigorosa y alta (2-3 m). Sus hojas son amplias (5-10 cm) y largas (50-100 cm).
La raiz presenta un aspecto fuerte con numerosas raices adventicias. Normalmente
presenta un solo tallo que soporta hasta 30 hojas. Ademas el maiz es capaz de tolerar
condiciones ambientales adversas y crear condiciones ambientales favorables para los

microorganismos del suelo (Liny col., 2008).

1.5 Actinobacterias Utiles en procesos de bio/fitorremediacion

Las actinobacterias son ampliamente estudiadas como candidatas para la
biorremediacion de diferentes compartimientos ambientales contaminados con toxicos
orgénicos e inorganicos (Alvarez y col., 2017). En este sentido, nuestro grupo de trabajo
del “Laboratorio de Biotecnologia de Actinobacterias”, estudia a este grupo de
microorganismos desde hace méas de 15 afios debido a su capacidad para biorremediar
metales pesados y/o pesticidas (Alvarez y col., 2017; Aparicio y col., 2015; Fuentes y
col., 2010; Polti y col., 2009).

El Phylum Actinobacteria incluye 6 clases, 23 6rdenes, 54 familias y 255 géneros
(Goodfellow y col.,, 2012). Las actinobacterias representan un grupo ubicuo de
microorganismos ampliamente distribuidos en los ecosistemas naturales (Ghanem y col.,
2000). Son bacterias Gram-positivas o Gram-variables, con una pared celular rigida que
contiene acido muramico y ampliamente reconocidas por su alto contenido de bases
guanina mas citosina (G+C) en su ADN (55-75 mol%). Este paradigma se rompio
recientemente debido a que se encontraron actinobacterias de agua dulce con bajo
contenido de G+C en sus genomas (Ghai y col., 2012). Las actinobacterias incluyen
organismos fenotipicamente diversos que exhiben una amplia variedad de morfologias
que van desde células cocoides o coco-bacilares hasta hifas fragmentadas o micelio
altamente diferenciado y ramificado. Poseen diversas propiedades fisioldgicas y
metabolicas, tales como la produccién de enzimas extracelulares y la formacion de una
amplia variedad de metabolitos secundarios con actividad bioldgica, tales como
antibidticos, antivirales, anticancerigenos, inmunosupresores, y otros compuestos de

interés industrial (Adegboye y Babaloba, 2012; Ventura y col., 2007).
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Las actinobacterias se distribuyen ampliamente en ambientes terrestres y acuéaticos.
También se conocen actinobacterias enddfitas capaces de generar efectos beneficiosos
y/o adversos en plantas (Hasegawa y col., 2006).

La literatura describe abundantes casos de biorremediacion llevados a cabo por
actinobacterias pertenecientes al género Streptomyces (Alvarez y col., 2017). Las
bacterias de este género se caracterizan por forman un micelio de sustrato extensamente
ramificado y un micelio aéreo. Este ultimo forma cadenas de esporas en la madurez. Sus
colonias, inicialmente, muestran una superficie lisa, pero luego desarrollan una trama de
micelio aéreo que puede aparecer flocoso, granular, pulverulento, o aterciopelado.
Producen una gran variedad de pigmentos responsables del color del micelio vegetativo
y aéreo. Las cepas de Streptomyces sp. se encuentran ampliamente distribuidas en el suelo
y utilizan una amplia variedad de compuestos organicos como Unica fuente de carbono.
La temperatura Optima para la mayoria de las especies pertenecientes a este género esta
comprendida en el rango de 25-35 °C, sin embargo, algunas cepas pueden ser psicrofilas
o termofilas. El rango optimo de pH para el crecimiento es 6.5-8.0 (Kémpfe y
Kroppenstedt, 1991).

En materia de la aplicacion de Streptomyces en procesos de fitorremediacion, el
prospecto es muy alentador, ya que durante los ultimos afios se documentaron
investigaciones con resultados muy promisorios (Alvarez y col., 2012, 2015, 2017; Simo6n
Solay col., 2017, 2019, Polti y col., 2011).

1.6 Bioindicadores

Para evaluar si un proceso de biorremediacion fue exitoso, es conveniente
determinar si los compuestos producidos al final de la intervencion biolégica son més o
menos toxicos que el contaminante parental. Para ello, distintos sistemas vivos pueden
ser empleados como bioindicadores (Repetto y col., 2001). Estos son sistemas bioldgicos,
tales como invertebrados, microorganismos, y/o plantas, muy sensibles ante cambios del
ambiente. Por ello, su uso resulta extremadamente util en el monitoreo de procesos de
biorremediacion (Atlas y Bartha, 2002).

Entre los organismos usados comunmente como bioindicadores, se encuentran las

plantulas de lechuga (Lactuca sativa)
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Lactuca sativa es una especie de facil y rapida germinacion por lo que es posible
desarrollar la prueba en pocos dias. Este ensayo de toxicidad fue recomendado y aplicado
por diferentes organismos de proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicoldgica de
muestras ambientales y compuestos puros (US EPA, 1989; Wang, 1995). La sensibilidad
de Lactuca sativa, el reducido tiempo de exposicion de la prueba con semillas, los bajos
costos asociados y que no requiere equipamiento sofisticado, convierten a este bioensayo
en una eleccion ideal para su aplicacion en el monitoreo de procesos de detoxificacion y

saneamiento de muestras ambientales (Sobrero y Ronco y col., 2004).
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En base a lo precedentemente expuesto, el desarrollo de sistemas aptos para la
biorremediacion, donde los microorganismos interactien con plantas, estd siendo
considerado cada vez mas como la mejor alternativa para superar las debilidades propias
del uso de los organismos (microorganismos o plantas) de manera independiente.

Por este motivo, partiendo de la siguiente hipotesis “los procesos de
biorremediacion de sistemas co-contaminados con plaguicidas organoclorados y
metales pesados pueden ser mejorados empleando actinobacterias combinadas con
especies vegetales”, se plante6 el siguiente objetivo general de trabajo, y los

correspondientes objetivos especificos.

OBJETIVO GENERAL

“Evaluar la remocion de metales pesados y/o plaguicidas organoclorados por

actinobacterias y especies vegetales cultivadas en sistemas contaminados”

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1°- Aislamiento de actinobacterias desde especies vegetales desarrolladas naturalmente
en sitios contaminados y evaluacion de la remocién de lindano y/o Cr(VI) por dichos
microorganismaos.

2°- Evaluacion de la remocion de lindano y/o Cr(VI) por especies vegetales completas y
por sus productos (exudados radiculares).

3°- Identificacion molecular de las actinobacterias seleccionadas y evaluacion de sus
propiedades promotoras del crecimiento vegetal.

4°- Estudio de la remocion de lindano y/o Cr(V1) por el sistema microorganismo-vegetal
seleccionado (la/s actinobacterias y la especie vegetal seleccionada).

5°- Evaluacion de la efectividad del proceso de biorremediacion mediante ensayos de

ecotoxicidad.
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2.1 Medios de cultivo

Tabla 2.1. Medio de cultivo para el aislamiento, crecimiento y conservacion de cepas.

Almidon 10
Caseina 1
K2HPO4 0,5
Agar 15

*pH 7 con NaOH y/o HCI (Amoroso y col., 1998)

Este medio de cultivo ademas fue utilizado para la produccién de esporos

empleados en los bioensayos en medio minimo liquido.

Tabla 2.2. Medio de cultivo para la produccién de inéculos empleados en la
identificacion molecular y bioensayo en suelo.

Tripteina 17
Peptona de soja 3
K2HPO4 2,5
NaCl 5)
Glucosa 2,5

*pH 7 con NaOH y/o HCI
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Tabla 2.3. Medios de cultivo para ensayos de tolerancia y de remocidn de contaminantes.

L-asparagina 0,5
K2HPO4 0,5
MgSOa 0,2
FeSOa4 0,01
Agar** 15

*pH a 7 con NaOH y/o HCI (Hopwood y col., 1985).

**E| agar se agrego al trabajar con MM sélido

Segun el ensayo el MM fue suplementado con diferentes concentraciones de
glucosa: 1 g L't (MM1), 59 L™t (MMs) 0 10 g L™ (MMy).

Tabla 2.4 Medio para el cultivo de plantas de maiz.

KNOs 1,5mM
Ca (NO3)2 1mM
MgSOs 0,50 mM
NH4H2PO4 0,25 mM
EDTA-Fe 19M
H3BO3 115M
MnSO4 1,25 M
ZnSO4 0,21 M
CuSOs4 0,75M
(NH2)6M07024 0,02 M

*pH a 7 con NaOH (Hoagland, 1937).

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1 atm de

sobrepresién, durante 15 minutos.
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2.2 Soluciones de contaminantes

Se prepararon las siguientes soluciones de contaminantes para utilizarlas en los
diferentes ensayos realizados:

1)- una solucién madre de 5 g L™ de Cr(VI) como K2Cr.O7 (Cicarelli, Argentina).
La solucidn se esterilizé por filtracion, utilizando filtros Millipore de 0,22 pum.

2)- dos soluciones madre de diferentes concentraciones: 0,1 mg ml™ y 400 mg miI*t
de lindano (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Como solvente se utiliz acetona.

2.3 Colecta de muestras

Se recolectaron muestras de suelo libre de vegetacion, rizésfera y plantas herbaceas
y lefiosas de diez fenotipos diferentes, en un sitio proximo a una estacion de ferrocarril en
la localidad de Argentina, Santiago del Estero (Figura 2.1). En los afios 90 se encontrd
en este lugar el depdsito clandestino mas grande de plaguicidas de Sudamérica, con méas
de 30 toneladas de HCH y otros compuestos organoclorados (principalmente DDT). El
mismo fue eliminado en el afio 2004 (Benimeli, 2004).

Las muestras de suelo se colectaron en tres puntos separados entre si por 5 m. Se
obtuvieron a una profundidad de entre 5y 15 cm y se conservaron en recipientes plasticos
esteriles a 4 °C hasta el momento de estudio, rotuladas como muestra A, By C.

Por otra parte, se colectaron individuos de diez especies vegetales incluyendo la
porcion de suelo circundante a la raiz. Previamente, al transplante de las especies
vegetales a macetas plasticas para su posterior trasladado a un invernadero, se tomaron
muestras de raices de las plantas recolectadas. Se considerd como rizé6sfera al suelo que
quedo adherido a las raices luego una agitacion vigorosa, el cual se recuper6 raspando

cuidadosamente con un pincel (Smalla y col., 2001).
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Figura 2.1 Ubicacion de la localidad de Argentina (Santiago del Estero) (tomado de

Google Maps).

2.4 Aislamiento de actinobacterias

2.4.1 A partir de muestras de suelo libres de vegetacion y muestras de rizosfera

Las muestras de suelo libre de vegetacion y rizdsfera se secaron a temperatura
ambiente y se tamizaron a traves de un tamiz de 4 mm. A continuacion se coloco 1 g de
muestra en frascos estériles de 50 ml y se adiciond6 9 ml de una soluciéon de
hexametafosfato de sodio estéril (1%). Se agitdé durante 30 minutos en un agitador
rotatorio, para obtener de esta manera la primera dilucion de la serie (101). Luego se
realizaron diluciones sucesivas con agua destilada estéril. Se sembraron 100 ul de las
diluciones 10 y 10 en placas de Petri con medio CAA suplementado con 10 ug L de
4cido nalidixico y 10 pg L de cicloheximida (Ravel y col., 1998) para disminuir la carga
microbiana. La siembra se realiz6 por diseminacién en superficie con espatula de
Drigalsky, por triplicado. Las placas de Petri se incubaron a 30 °C durante 7 dias (Fuentes

y col., 2011). Las colonias aisladas se recuperaron y se sembraron en medio CAA sin
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antibioticos, seleccionandolas segun caracteristicas compatibles con actinobacterias del
género Streptomyces, tales como morfologia, color y presencia de pigmentos difusibles
(Lechevalier, 1989).

2.4.2 A partir de especies vegetales

Las plantas recolectadas se separaron en hojas, tallos y raices. Se lavaron con agua
corriente y se cortaron en trozos pequefios de 4x4 mm. Las piezas de tejido se enjuagaron
sucesivamente con Tween 20 al 0,1 % durante 30 segundos; hipoclorito de sodio 1 %
durante 5 minutos, y finalmente se enjuagaron durante 5 minutos con agua destilada
estéril. A continuacion, las muestras se esterilizaron superficialmente con etanol 70%
durante 5 minutos (Taechowisan y col., 2003). Posteriormente, las piezas de tejidos
vegetales se secaron en un flujo laminar, se transfirieron a placas de Petri con CAA
suplementado con 10 pg L de 4cido nalidixico y 10 pg L de cicloheximida y se
incubaron a 30 °C durante 7 dias. Las colonias aisladas se recuperaron, y se sembraron en
medio CAA sin antibidticos seleccionandolas segun caracteristicas compatibles con
actinobacterias del género Streptomyces (Fuentes y col., 2010; Lechevalier, 1989).
Finalmente, las bacterias se conservaron a -80° C en medio de cultivo suplementado con
15% (v/v) de glicerol.

2.5 Evaluacion cualitativa de tolerancia a Cr(V1) y/o lindano

Para realizar este ensayo se siguio la técnica desarrollada por Amoroso y col. (1998)
basada en la inhibicion del crecimiento de microorganismos en un medio de cultivo
minimo sélido, en presencia de Cr(V1) y/o lindano. Se realizaron canales en el centro de
placas de Petri con MMy agarizado, retirando asépticamente la porcion del medio. Las
bacterias previamente aisladas se sembraron por estriado (3 cm de longitud) en forma
perpendicular al canal y a cada lado del mismo. La base de los canales fue sellada con
medio agua-agar y luego se colocé una solucion de Cr(V1) de 250 mg L y/o 250 pg L*
de lindano (Figura 2.2). Las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias. El crecimiento
microbiano a lo largo del estriado se usd como pardmetro cualitativo de tolerancia a los
contaminantes. Para el control del crecimiento, se realizaron siembras en placas con CAA

con agua destilada estéril en lugar de Cr(VI) o lindano. Los resultados se registraron
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utilizando tres categorias de acuerdo con el crecimiento a lo largo del estriado: bajo

crecimiento (<1 cm), buen crecimiento (entre 1-2 cm) y crecimiento abundante (> 2 cm).

Siembra de
actinobacterias

Canal con Cr{(VI)
v/o lindano

Figura 2.2. Esquema para la realizacion del analisis cualitativo de tolerancia a Cr(VI)

y/o lindano en medio minimo sélido.

2.6 Preparacion de inoculos microbianos

Se prepard una suspension de esporos de acuerdo a la metodologia descripta por
Kieser y col. (2000). Las bacterias seleccionadas segun su tolerancia a los contaminantes
evaluados, se sembraron por diseminacién en superficie en placas de Petri con medio
CAA. Luego de 7 dias de incubacién a 30 °C, se colocaron 10 ml de agua destilada estéril
en cada caja y los esporos se desprendieron suavemente de la superficie de las placas con
un ansa estéril y se retird la suspensién formada con pipeta estéril. La suspension de
esporos se filtré usando un dispositivo como el descripto en Kieser y col. (2000). El
filtrado se coloco en un tubo de centrifuga y agit6é vigorosamente en agitador mecénico
para romper las cadenas de esporos. Se centrifugd a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °C
y se separ0 el sobrenadante, a fin de remover todos los compuestos solubilizados a partir
del medio de cultivo, los cuales podrian reducir la longevidad de los esporos o inhibir su
germinacion. Los esporos recogidos a partir de la siembra de 4 placas de Petri con medio
CAA, se resuspendieron en 1 ml de agua destilada estéril.

Para determinar la concentracion de esporos presentes en la suspension obtenida,
se realizaron diluciones decimales sucesivas (10" a 10) y se sembraron 100 pl de cada
diluciéon en medio CAA por diseminacion en superficie. Las placas de Petri se incubaron

a 30 °C durante 7 dias. Finalmente se realiz6 el recuento de colonias y determiné la

MARIA ZOLEICA SIMON SOLA



MATERIALES Y METODOS

concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml utilizando la siguiente

férmula:

1
UFC mL! =N° de colonias = + 10

dilucion

UFC ml*: Unidades Formadoras de Colonias por ml
N° de colonias: recuento de colonias en placas que contenian entre 30 y 300 colonias

Dilucion: dilucion sembrada en la placa en la cual se realizo el recuento

Finalmente, se ajusto el volumen final de las suspensiones de esporos para lograr la
concentracion deseada (10° UFC ml) (Polti y col., 2007).

Por otra parte, se preparo una suspension de células vegetatativas. Para ello, los
microorganismos se desarrollaron en frascos de vidrio de 125 ml con 30 ml de medio
TSB. Los frascos fueron incubados en un agitador rotatorio a 200 rpm y 30 °C. Luego de
72 hs, se centrifugd a 12000 x g durante 10 minutos. La biomasa se recupero, lavé dos
veces con agua destilada esteéril, se determind peso himedo y finalmente se resuspendio
en una cantidad determinada de agua estéril para obtener una concentracion de biomasa

final de 0,1 g mI.

2.7 ldentificacion molecular de las cepas seleccionadas

Las suspensiones de células vegetativas de las cepas se obtuvieron segun lo
descripto en el punto 2.6.2. El ADN se aisl6 usando el procedimiento descrito por Polti
y col. (2007), que incluye el uso de Triton X-100, perlas de vidrio, dodecilsulfato de sodio
y posterior purificacién del ADN por extraccion con fenol/cloroformo.

El ADN gendmico total se us6 como templado para las amplificaciones por PCR.
Las amplificaciones se realizaron en 25 pL de volumen de reaccion usando cebadores
universales 16S: 63 forward (50-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-30) y 1389
reverse (50-ACG GGC GGT GTG TAC AAG-30) (Brosius y col., 1978). Las reacciones
de PCR del ADNTr 16S se llevaron a cabo en un ciclador térmico automatico GeneAmp
PCR System 9700 (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.).
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Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando los sistemas de purificacion
de ADN Prep-A-Gene (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La secuenciacion de ADN se llevo a cabo por Macrogen
Services. Las secuencias se compararon y alinearon con las secuencias de la base de datos
del GenBank utilizando el programa BLAST del servidor de red del Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (NCBI; http: //www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.8 Evaluacion de las propiedades promotoras del crecimiento vegetal

Se determind en las cepas seleccionadas la presencia de diversas caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal tales como: capacidad de solubilizacion de fosfato
inorganico, produccion de siderdforos, produccion de &cido indolacético, actividad ACC
desaminasa. A continuacion se mencionan las metodologias empleadas para la

determinacién de las diferentes caracteristicas:

-Solubilizacion de fosfato inorganico: La capacidad para solubilizar fosfato inorganico
se evaluo en placas de Petri con MMz agarizado modificado (sin KoHPO4) suplementado
con 5 g L de Cas(POa)2. A continuacion, las placas de Petri se inocularon con 20 pl de
la suspension de biomasa de células vegetativas (0,1 g ml') de las cepas seleccionadas.
Las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias. Se utilizé como control positivo la bacteria
Azospirillum brasilense. Un halo claro alrededor de la colonia bacteriana indico la

solubilizacion del fosfato mineral (Khadraji y col., 2017).

-Produccion de sideroforos: La produccion de sider6foros se detecto en placas de Petri
con agar- Chrome Azurol S (CAS), utilizando el método descrito por Schwyn y Neilands
(1987) con modificaciones. Todo el material de vidrio utilizado en este ensayo se limpid
previamente con acido clorhidrico concentrado seguido por el lavado con agua destilada,
para eliminar posibles restos de hierro presente.

Para la preparacion del medio agar-CAS, se disolvid en un vaso de precipitacion
60,5 mg de CAS en 50 ml de agua destilada (la solucién adquirioé una coloracion rojiza).
A continuacion, se adiciond 10 ml de una solucion de FeCl.6H.O 1 mM y KOH 10 %
con agitacion, esta solucion se afiadié lentamente a 72,9 mg de bromuro de

hexadeciltrimetilamonio (CTAB) disuelto en 40 ml de agua destilada. La solucion
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resultante de coloracion verde- azulada, se esterilizd por vapor fluente durante 20
minutos.

Paralelamente, se prepard 120 ml de MMy modificado (sin FeSOs), al cual se
adicion0 4,58 g de buffer PIPES (pH 6,8) y KOH puro con agitacion para su disolucion;
y se llevo a 135 ml con MM1o. El medio obtenido se esterilizé en autoclave (121 °C, 1
atm de sobrepresion, durante 15 minutos).

Finalmente, 15 ml de la solucidon colorante verde-azulada se agregaron al
MM10+PIPES, con suficiente agitacion para lograr la mezcla sin generacion de espumay
se coloco 20 ml de agar CAS en placas de Petri. Las mismas se inocularon con 20 pl de
la suspension de biomasa de células vegetativas (0,1 g ml™) de las cepas seleccionadas e
incubaron a 30 °C durante 7 dias.

Se utiliz6 como control positivo Azospirillum brasilense. La produccion de
siderdforos se detectd por el cambio de color del agar CAS de verde- azulado a anaranjado

con la aparicién de un halo alrededor de las colonias.

-Produccion de &cido indolacético: La capacidad de producir &cido indolacético (AlA)
se evalud en frascos de 125 ml con MM 1o suplementado con triptofano. Para ello, MMzg
se suplementd con 3 concentraciones de triptéfano (0,5, 2 y 5 g L™) y se inocularon con
100 pl de la suspension de biomasa de células vegetativas (0,1 g ml™?) de las cepas
seleccionadas. Después de 5 dias de incubacion en agitador rotatorio a 200 rpm 'y 30 °C
en oscuridad, los cultivos se centrifugaron y se recuperaron los sobrenadantes. A
continuacion, se hizo reaccionar 5 ml del sobrenadante con 0,5 ml de reactivo de
Salkowski (1 g L FeCls, 28,5 ml de agua, 22 ml de H2SO4) durante 30 minutos a 25 °C
y en oscuridad. La produccion de indoles se reconocid por la presencia de coloracion
rosada y evalud espectrofotométricamente a 540 nm. Se empled AIlA puro para realizar

una curva de calibracién estandar. (Ameur, 2012)
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-Actividad de la enzima ACC desaminasa: La actividad de la enzima ACC desaminasa
se evalud en placas de Petri con MMz1o agarizado modificado (sin L-asparagina)
suplementado con ACC como fuente de nitrégeno, de acuerdo al método descripto por
Glick (1995). Una solucién de ACC (0,5 M) (Sigma Chemical Co., U.S.A.) se esterilizd
por filtracion (Millipore, 0,22 um) y congelo a -4 °C.

Se colocd en placas de Petri 20 ml del MMy adicionado con 3 mM de ACC y finalmente
se sembro 20 pl de la suspension de biomasa de células vegetativas (0,1 g ml™) de las
cepas seleccionadas. Las placas se incubaron a 30 °C durante 7 dias. Se utiliz6 como
control positivo MMzo suplementado con L-asparagina como fuente de nitrégeno. El
crecimiento microbiano en el medio de cultivo suplementado con ACC como Unica fuente

de nitrogeno indico actividad ACC desaminasa.

2.9 Tratamiento de semillas de maiz (Zea mays) para la obtencién de exudados de

raiz

El maiz es un cultivo capaz de crecer adecuadamente en condiciones hidropdnicas

y secretar abundantes exudados radiculares (Alvarez y col., 2012).

2.9.1 Esterilizacion superficial de las semillas

Las semillas de maiz se esterilizaron superficialmente siguiendo el protocolo
descripto por Somasegaran y Hoben, (1994). Para ello se realizaron lavados secuenciales
con las siguientes soluciones:

e Lavado inicial con H2O destilada

e Etanol 70 %. Se agitd enérgicamente y se dejo reposar 30-60 segundos

e HgCl> 0,1 %. Se dejo reposar 10 minutos.

e H>O destilada estéril. Se realizaron lavados sucesivos en condiciones de
esterilidad.

Las semillas se secaron en flujo laminar y se conservaron a temperatura ambiente,

al abrigo de la luz.
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2.9.2 Germinacion de semillas

Una vez esterilizadas superficialmente, las semillas se cultivaron en grupos de
aproximadamente 5 unidades en placas de Petri estériles, conteniendo papel de filtro
Whatman N° 1. El papel fue previamente humedecido con 4 ml de solucién nutritiva
Hoagland y las placas fueron incubadas durante 7 dias en oscuridad a 30 °C en un fitotron
[luz:oscuridad (16:8); 70% humedad relativa (HR)].

2.9.3 Recoleccién de exudados radiculares de maiz

Las plantulas previamente obtenidas se transfirieron a Erlenmeyers estériles de 1 L
de capacidad con 400 ml de solucion de Hoagland y se coloco 10 plantulas en cada uno.
Las plantas se cultivaron durante 14 dias con condiciones ambientales reguladas, en
fitotron (luz:oscuridad (16:8); 70% HR). Cada 3 dias, se recolecto la solucion nutritiva de
cada Erlenmeyer en botellas plasticas, se conservo -4 °C (fuente de exudados radiculares)
y se reemplazd por un mismo volumen de solucion de Hoagland fresca. Al finalizar el
periodo de cultivo, se recuperaron las plantas y pesaron en balanza analitica.

La solucion obtenida en grandes volimenes por cada Erlenmeyer y conservada a -
4 °C, se liofilizd, peso, solubilizé en agua destilada y esterilizo por filtracion (0,22 pum).
Se realizd una prueba de esterilidad sembrando 100 ul de exudados radiculares (ERS) en

medio de cultivo agarizado.

2.9.4 Caracterizacion parcial de los exudados radiculares de maiz

- Determinacion de proteinas: La concentracion de proteinas totales se determind segun
el método de Bradford (1976). A 10 pl de muestra de ERs se agregaron 200 pl del reactivo
Coomassie Blue G-250. La reaccion se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente
y se determind la absorbancia a 595 nm. Se realizd una curva patron empleando

Seroalbimina bovina (BSA, segun sus siglas en inglés) como estandar.
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-Determinacion de carbono organico total: La determinacion de carbono organico
total (COT) se realiz6 por diferencia entre las cuantificaciones de carbono total y carbono
inorganico. Se utiliz6 un analizador de carbono Shimadzu® TOC-L CPN, segun las
instrucciones del fabricante. El andlisis se realizo en las instalaciones del INTI (Buenos

Aires) como servicio a terceros.

-Determinacion de propiedades emulsificantes: En tubos de hemolisis, se
homogeneiz6 1 ml de ERs con igual volumen de kerosene. A continuacién, se determind
la altura de la columna liquida (mm) utilizando una escala milimetrada. La mezcla se
agitd vigorosamente durante 2 minutos en agitador mecanico y se incub6 en reposo a
temperatura ambiente, durante 24 hs.

Transcurrido el tiempo mencionado, se determingé el indice de emulsificacion (IE)
(Cooper y Goldenberg, 1987), midiendo la altura de la emulsion formada (mm), dividida
en la altura total de la columna liquida obtenida antes de la agitacion. El valor obtenido

se expreso en porcentaje (%).

2.10 Bioensayos en medio liquido

2.10.1 Seleccion de cepas resistentes a Cr(V1) y lindano

El ensayo se realizé en frascos de vidrio con 20 ml de MM suplementado con
glucosa (5 g LY; MMs). Los frascos se contaminaron con 25 mg L de Cr(VI) y/o 0,25
mg L de lindano. Posteriormente, se inocularon con 100 pl de la suspension de esporos
de las cepas (10° UFC mlI?) previamente seleccionadas. Los cultivos se incubaron en
agitador rotatorio (200 rpm) durante 7 dias a 30 °C. Se realizaron controles bidticos (MMs
sin contaminar e inoculado) y abiodticos (MMs contaminado y sin inocular).

Transcurrido el tiempo de cultivo, éstos se centrifugaron (9000 x g, 10 minutos., 4
°C) a fin de separar las células del sobrenadante. Se retiré 1 ml de sobrenadante para
determinar Cr(VI) residual y 5 ml para determinar lindano residual empleando las
metodologias que se detallan en apartados posteriores. La biomasa microbiana se lavd
dos veces con agua destilada estéril y coloco en capsulas previamente taradas. Luego se

secaron a 80 °C hasta peso constante y determino el peso seco por diferencia de pesadas.
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Las cepas que presentaron el mejor rendimiento en la eliminacion de lindano y
cromo se seleccionaron para evaluar el efecto de los ERs de maiz en la disipacion de

contaminantes.

2.10.2 Desempefio de las cepas en presencia de exudados radiculares de maiz

Ensayo N° 1: Se repitio el mismo procedimiento detallado en el punto 2.10.1 con las
siguientes modificaciones: para la preparacion de MM se utilizé glucosa en una
concentracion de 1 g L' (MMa) (en lugar de 5 g L™Y). Los frascos se contaminaron
artificialmente con Cr(VI) (25 mg L™?) y/o lindano (0,25 mg L™?) e inocularon con las

cepas seleccionadas.

Ensayo N° 2: Se repitio el procedimiento utilizado en el Ensayo N° 1, pero se reemplazd
1 g de glucosa por ERs (0,4 gC L™, equivalentes a la cantidad de carbono presente en 1 g

L de glucosa.

Ensayo N° 3: Se repitio el mismo procedimiento detallado en el Ensayo N° 2, con la
siguiente modificacion: los medios de cultivo se contaminaron artificialmente con 1,5 mg
L de lindano en lugar de 0,25 mg L%, y se mantuvo la concentracion de Cr(V1) (25 mg
L.

2.11 Bioensayo en suelo

2.11.1 Preparacion del suelo y de la arena

Se trabajo con un lote de suelo no contaminado, homogeneizado correctamente, el
cual se recolecté de una zona recreativa de la ciudad de San Miguel de Tucuman,
Argentina. Las muestras se tomaron entre 5-15 cm de profundidad y la caracterizacién
fisicoquimica del suelo fue realizada por el Laboratorio de Suelos de la Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Caracterizacion fisicoquimica del suelo no contaminado.

Parametros Suelo no
contaminado
pH! 6,75
Calcareo (-) 40-20%
Materia orgéanical, % 1,92
N total', % 0,83
P biodisponible3 14 mg kg*
Arcilla?, % 429
Limo?, % 40,8
Arena*, % 16,2
Textura® Arcillo
limoso

*suelo en agua destilada 1:2,5

Método Walkley-Black; 2Método Kjeldahl; 3Método Bray-Kurtz; “Anélisis de la
textura del suelo por hidrémetro: Método de Bouyoucos modificado (Bouyoucos, 1962;
Bradstreet, 1954; Hanlon y Johnson, 1984; Walkley y Black, 1934).

A fin de acondicionar el suelo, se separaron las particulas macroscopicas
indeseables, retirando los elementos mayores a 2 cm (ramas, hojas, rocas, etc.). Luego, el
suelo se trituré manualmente, distribuy6 en bandejas plasticas con un espesor menor a 3
cm y coloco en estufa a 30 °C para lograr un secado uniforme. Posteriormente se tamizo
el suelo para obtener muestras homogéneas, empleando para ello un tamiz de 2 mm.

En el bioensayo en suelo, también se trabajé con muestras de arena fina no
contaminada. La misma se distribuy6 en bandejas plasticas, con un espesor menor de 3
cm y se colocd en estufa a 30° C para lograr un secado uniforme. Posteriormente, las

muestras se tamizaron empleando un tamiz de 2 mm.
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2.11.2 Determinacion de la capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencidn de agua (CRA) es una propiedad hidrica del suelo que se
utiliza para estimar la disponibilidad de agua para las plantas. Para determinar la CRA
del sistema suelo-arena, en frascos de vidrio de 1 L de capacidad se pesaron 100 g de
suelo y 100 g de arena y se agitd6 manualmente de manera vigorosa para Su
homogenizacién. A continuacion, se introdujo papel de filtro cortado en forma circular
en un embudo de filtracion colocado sobre un vaso de precipitacion. La mezcla suelo-
arena obtenida, se coloc6 dentro del embudo de filtracion, se virtio 200 ml de agua
corriente, se dejo filtrar y se recogi6 el agua filtrada, repitiendo el mismo paso dos veces.
Finalmente el volumen de agua recuperada, que no fue retenida por el sistema se midid
en probeta. Los ml de agua retenida por los 200 g del sistema suelo-arena corresponden
al volumen necesario para alcanzar el 100 % de la capacidad de retencién de agua por
dicho sistema.

2.11.3 Determinacion de la estabilidad de Cr(VI1) y lindano en suelo

Con el objetivo de determinar el tiempo en el cual se estabilizan las interacciones
fisicoquimicas entre el suelo y los contaminantes se realizé una curva de estabilidad para
Cr(VI) y lindano.

Se trabaj6 con 200 g de sistema suelo-arena, conformado en partes iguales por cada
componente, contaminado con 150 mg kg™ de Cr(VI1) y/o 1,5 mg kg* de lindano. A fin
de asegurar una distribucién uniforme de los contaminantes en el sistema, se pesaron 100
g de arena en frascos de vidrio de 1 L de capacidad, y se adicion6 un volumen de solucién
de Cr(VI) y/o lindano necesario para alcanzar la concentracion del metal y el plaguicida
previamente mencionada. Se dej6 evaporar en campana y a continuacion se agregaron
100 g de suelo. Los frascos fueron cerrados y se mezclé manualmente de manera vigorosa
el sistema para asegurar su homogeneizacion. Finalmente, se distribuy6 200 g del sistema
suelo-arena en macetas plasticas.

La humedad del sistema se ajusto al 100 % de su CRA.

Las macetas se colocaron en una camara de crecimiento durante 28 dias, a 28 °C
para la estabilizacion de los contaminantes en el suelo. Se tomaron muestras del sistema

contaminado por triplicado cada 7 dias para la determinacion de Cr(VI) biodisponible
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[Cr(VDe] y lindano residual, empleando la metodologia detallada en apartados

posteriores.

2.11.4 Evaluacion de la remocién de Cr(VI1) y/o lindano por el sistema planta-

microorganismo

Con la finalidad de evaluar la remocion de Cr(V1) y/o lindano por el sistema planta-
microorganismo, se contaminaron 200 g de un sistema suelo-arena con 150 mg kg™ de
Cr(VI) y/o 2 mg kg™ de lindano como se detall6 en el punto 2.11.4. A continuacion, se
dejaron estabilizar los contaminantes en el suelo durante 14 dias (tiempo previamente
determinado). Paralelamente se germinaron semillas de maiz en vasos de telgopor con 15
g de suelo, durante 7 dias, con condiciones ambientales reguladas en un fitotron
(luz:oscuridad (16:8); 30%HR).

Las plantulas obtenidas se trasplantaron a las macetas con el sistema contaminado
estabilizado. Este momento se considerd tiempo cero (To) del ensayo. Posteriormente en
las raices se inoculd 2 g Lt de la suspension de biomasa de células vegetativas con la
cepa seleccionada.

Las macetas fueron incubadas durante 14 dias (30 °C, luz/oscuridad (16:8), 70%
HR). Se trabajé por sextuplicado, con el siguiente disefio factorial (Tabla 2.6):
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Tabla 2.6. Disefo factorial.

1 No No No No
2 Si No No No
3 No Si No No
4 Si Si No No
5 No No Si No
6 Si No Si No
7 No Si Si No
8 Si Si Si No
9 No No No Si
10 Si No No Si
11 No Si No Si
12 Si Si No Si
13 No No Si Si
14 Si No Si Si
15 No Si Si Si
16 Si Si Si Si

El riego del suelo se realiz6 por capilaridad. Se coloc6 debajo de las macetas un
plato de vidrio conteniendo agua corriente.

Luego de 14 dias de tratamiento las plantas se cosecharon, lavaron cuidadosamente
con abundante agua destilada, a fin de eliminar restos de suelo adherido a la superficie de
los tejidos y secaron con papel adsorbente. Posteriormente, el 50 % de plantas de cada
tratamiento se conservo a -4 °C para mantener el tejido fresco, mientras que el otro 50 %
se secaron en estufa a 30 °C hasta peso constante.

Se determind contenido de cromo tisular en parte aérea y raices de las plantas.

Se tomaron muestras del sistema suelo-arena con la finalidad de determinar las
concentraciones de Cr(VI)s y lindano residual empleando las metodologias que se

detallan en apartados posteriores.
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2.11.5 Evaluacion del crecimiento vegetal

Para evaluar el efecto del Cr(V1) y lindano sobre el crecimiento de las plantas se
determinaron diferentes parametros: peso fresco (PS), peso fresco (PF), numero y
longitud de hojas. Se cuantifico el nimero de hojas de coloracion verde homogénea y
hojas de coloracién verde con tonalidades amarillentas o amarronadas (Prado y col.,
2010). Se midid la longitud de las hojas y expresé en cm. EI material vegetal se peso en
balanza analitica, discriminando en parte aérea y raices y se expreso en g de PF. El
material vegetal se seco en estufa a 30 °C hasta peso constante (~120 hs), se enfrio en
desecador de vidrio y se pesé en balanza analitica. Los resultados se expresaron en g de
PS.

2.11.6 Evaluacion de estrés oxidativo en las plantas

Se trabajé con las raices frescas provenientes del 50% de las plantas de cada

tratamiento y se realizaron las siguientes determinaciones:

-Contenido de malondialdehido: La cuantificacion de malondialdehido (MDA), un
indicador de la peroxidacion lipidica, se realizé de acuerdo al protocolo establecido por
Du y Bramlage (1992). Para la extraccion del MDA, 1 g de tejido fresco se peso, coloco
en un mortero de porcelana y homogeneizd con 3 ml de acido tricloroacético 0,1 %. El
homogeneizado se centrifugé a 12000 x g durante 5 minutos a fin de eliminar las proteinas
precipitadas por el acido. Para la determinacién del MDA, 1 ml del sobrenadante se hizo
reaccionar con 1 ml del reactivo &acido tiobarbitdrico (0,5 g en 100 ml de acido
tricloroacético 20%) calentando a 90 °C en un bafio maria durante 20 minutos. Después
de enfriar los tubos en hielo se centrifugé a 12000 x g durante 10 minutos, recogio el
sobrenadante y determin0 la absorbancia a mismo a 440, 532 y 600 nm en un
espectrofotometro UV-visible (Hitachi U-2800A, Japan). El contenido de MDA se
calculo usando el coeficiente de extincion molar (g) 1,57 x 105 Mt cm™. Los resultados
obtenidos se expresaron en equivalentes (Eq) de MDA producidos por gramo de tejido
fresco (Eq MDA g! PF).
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-Cuantificacion de la actividad superoxido dismutasa: La determinacion de la
actividad superoxido dismutasa (SOD) se realizd de acuerdo al protocolo establecido por
Giannopolitis y Ries (1977) con algunas modificaciones. Se pesé 1 g de tejido fresco y
se coloco en un mortero de porcelana frio. Se homogeneizé con 3 ml de buffer fosfato de
sodio 10 mM, pH 6 adicionado con 0,1 mM de EDTA. El extracto resultante se centrifugo
a 12000 x g durante 10 minutos y se recogio el sobrenadante para ser usado como fuente
de enzima. La actividad SOD se midié siguiendo la fotoreduccion del azul de
nitrotetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés) a formazan que se sigue por
espectrofotometria a 560 nm, cuya formacion resulta inversamente proporcional a la
actividad SOD presente en la muestra (Beauchamp y Fridovich, 1971). A la mezcla de
reaccion (2 ml) conteniendo buffer fosfato de sodio 50 mM, (pH 7), metionina 9,9 mM,
NBT 57 uM, EDTA 0,1 mM y 100 pl de sobrenadante se agregd 1,33 uM de riboflavina
justo antes de iniciar la reaccion. Después de agregar la riboflavina los tubos se colocaron
debajo de una lampara fluorescente de 40 W a 25 °C durante 60 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, los tubos fueron removidos de la fuente luminosa y se procedio
a leer la absorbancia del formazén a 560 nm contra un blanco de reactivos sin
sobrenadante. Para eliminar la posible presencia de una actividad SOD enddgena se
incubé una mezcla de reaccion sin riboflavina. En los resultados la actividad SOD se

expresd como (U mg proteina™).

-Determinacién de proteinas: Para la extraccion de proteinas del tejido vegetal se pesé
1 g de tejido fresco y se colocd en un mortero de porcelana frio donde se homogeniz6 con
3 ml de buffer fosfato de sodio 50 mM, (pH 6). El homogeneizado se centrifugé a 12000
X g durante 15 minutos a fin de obtener un extracto (sobrenadante) limpido que se usé
para cuantificar el contenido de proteinas segin el método de Bradford (1976)
previamente descripto en el punto 2.9.4.
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2.12 Determinacién analitica de los contaminantes en las diferentes matrices

2.12.1 Determinacion de metales pesados en los suelos fuente de aislamientos

microbianos

Para determinar el contenido de metales pesados en las muestras de suelo
recolectadas en la localidad de Argentina, se llevd a cabo una digestion de microondas de
acuerdo al método descripto por Na Liu y col. (2013). Aproximadamente 300 mg de
muestra de suelo se coloco en tubos de teflon de 50 ml y mezcl6 con 3 ml de H20.. Las
mezclas se sellaron y dejaron toda la noche para su oxidacion. Al segundo dia, se agregd
HNOs 65 %. Se empled un sistema comercial de digestién por microondas Anton Paar
Multiwave 3000 (Anton Paar GmbH, Graz, Austria), que incluia un horno de microondas
con un rotor de 48 recipientes, con un sensor combinado de temperatura y presion. Los
tubos se sometieron a radiacion de microondas durante 5,5 minutos para llegar a 180 °C,
alcanzando una presién maxima de 16 atm durante 4,5 minutos de digestion a temperatura
y presion constantes. Después de enfriar a temperatura ambiente, todos los tubos se
abrieron lentamente en campana extractora y se agrego un volumen de 50 uL de fluoruro
de hidrogeno (HF) al 40 % para solubilizar el complejo de silicio. Luego las soluciones
digeridas se filtraron, transfirieron a matraces de vidrio y diluyeron hasta un volumen
final de 50 ml.

El contenido de metales pesados en las muestras de suelo se determiné mediante
Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS), usando un
instrumento de ICP-MS cuadrupolo ELAN DRC-e (Perkin Elmer SCIEX, Thornhill,
Canadd). Se empled un nebulizador PFAST de perfluoracetato (PFA) de alto rendimiento
y resistente a HF acoplado a una cdmara de pulverizacién ciclonica de cuarzo con el
deflector interno y las lineas de drenaje enfriadas con el sistema PC3 de ESI (Omaha, NE,

EE. UU.). Este andlisis se realizd como parte de un servicio de terceros.
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2.12.2 Determinacion de la concentracion de cromo en bioensayos y muestras

vegetales

2.12.2.1 Cuantificacion de Cr(V1) en medio de cultivo liquido

La concentracion de Cr(V1) se determind colorimeétricamente por reaccion con 1,5-
difenilcarbazida (DFC) en solucion dcida (US EPA, 1994). Se tom¢6 50 pL de muestra, se
coloco en pocillo de microplaca y se agregé 50 pL de DFC (5 mg L™). Finalmente, se
logré el desarrollo del color acidificando el medio con 100 puLL de H2SO4 2 mM (pH 1).
Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro para microplacas
Multiskan™ GO (Thermo Scientific) a una longitud de onda de 540 nm. Los valores
obtenidos se compararon con una curva patrén y las lecturas de absorbancia de las
muestras fueron corregidas restando la absorbancia de un blanco de reactivo, el cual fue

preparado con el mismo método utilizando 50 uL. de H2O destilada en lugar de la muestra.

2.12.2.2 Cuantificacion de Cr(VI) biodisponible en muestras del sistema suelo-arena

Se utiliz6 el método desarrollado por Csillag y col. (1999), el cual permite medir la
fraccion biodisponible del Cr(V1) a partir de muestras de suelo, ya que imita la succién
méaxima de una planta (potencial de agua en el suelo, pF) = 4,2).

Se emplearon tubos de centrifuga de 250 ml provistos de filtros de tefldn, los cuales
facilitaron el proceso de percolado y recuperacion de la fase liquida del suelo. En el
interior de los tubos de centrifuga se colocé tela voile en forma de saco y se la sujeto con
bandas elasticas. Posteriormente se pesaron 50 g de muestras de los sistema, se colocaron
en los dispositivos y centrifugaron a 5050 x g durante 1 hs. La fraccion recuperada
corresponde exclusivamente al estado hexavalente del Cr (Polti y col., 2011), el cual se
encuentra disuelto, correspondiente a la fraccion que estaria inmediatamente disponible
para las plantas. Finalmente, la concentracion de Cr(VI)g en la fase acuosa se determino
colorimétricamente por reaccion con 1,5-difenilcarbazida (DFC) en solucion acida (US
EPA, 1994).
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2.12.3 Cuantificacion de cromo tisular

Para cuantificar el Cr total en los tejidos vegetales, se realizd una digestion de
microondas de acuerdo al método establecido por Na Liu y col. (2013) descripto en el
punto 2.12.1. Para llevar a cabo este procedimiento, las plantas se secaron previamente
en estufa a 30 °C hasta peso constante (~120 hs) y después de enfriar en desecador de
vidrio, se molieron en un mortero hasta polvo fino, discriminando en parte aérea y raices.

Luego de la digestion, los extractos vegetales obtenidos se ajustaron a una acidez 0,1
N, y finalmente el contenido de cromo recuperado se determiné por espectrofotometria
de absorcion atomica (Perkin-Elmer 373, England). Los valores obtenidos se compararon
con una curva patron. En los resultados la concentracion tisular de cromo se expreso en

mg g PS.

2.12.4 Determinacion de plaguicidas organoclorados en los suelos fuente de

aislamientos microbianos y muestras del sistema suelo-arena

Para determinar el contenido de plaguicidas en las muestras de suelo recolectadas
en la localidad de Argentina, se tomaron muestras de 5 g de suelo y colocaron en tubos
de centrifuga de 50 ml. Se agregaron 4 ml de agua destilada de calidad cromatogréfica, 1
ml de metanol (grado plaguicida) y 5 ml de n-hexano (grado plaguicida). Se agitd
vigorosamente durante 10 minutos para favorecer el traspaso del lindano desde la fase
acuosa a la fase organica. Posteriormente se centrifug6 a 8385 x g durante 10 minutos y
se colocd en freezer a -15 °C durante 10 minutos para favorecer la separacion de fases.
De esta forma, se obtuvieron 3 fases completamente separadas: suelo, fase acuosa, fase
organica. Esta Gltima, que se encontraba en la parte superior del recipiente debido a su
baja densidad, fue retirada cuidadosamente, recuperandose en todos los casos un volumen
final de 4 ml (en donde se encontraba el plaguicida residual) el cual fue colocado en tubos
de hemdlisis. Con el fin de concentrar las muestras tomadas, se dejé evaporar a sequedad,
se resuspendid en 1 ml de n-hexano y finalmente se coloco en un vial con cierre hermético
y septo de teflon para su para su posterior inyeccion en un Cromatografo de Gases con
Detector de Microcaptura de Electrones (GC/UECD) (Agilent 7890A), equipado con
columna capilar HP5 (30 mx 0,53 mm x 0,35 m), un inyector Agilent 7693B dividido /

sin division y software Agilent ChemStation. Las condiciones cromatograficas fueron las
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siguientes: temperatura de entrada: 250 °C, caudal de gas portador (nitrogeno): 25 cm s
! temperatura inicial del horno: 180 °C aumentando a 250 °C a 40 °C minuto® y
aumentando a 280 °C a 10 °C minuto™. La temperatura del detector fue de 320 °C y el
volumen de inyeccién fue de 1 ml. La cuantificacion de/los plaguicidas se realizo
utilizando una curva de calibracion con diluciones apropiadas de patrones de calibracion

del correspondiente plaguicida (AccuStandard, New Haven, EE. UU.).

2.12.5 Extraccion y determinacion de lindano en medio de cultivo liquido

Se colocaron en tubos de vidrio 5 ml de las muestra procedentes de los bioensayos
en medio de cultivo liquido y se agreg6 15 ml de n-hexano. Las mezclas se sonicaron
durante 30 minutos. Luego se retiré un volumen apropiado de la fase orgéanica y se coloco
en tubos de hemolisis a los que se agregaron 0,5 g de NaSQO4 para deshidratar las muestras.
Finalmente, se colocd 1 ml del extracto obtenido en un vial para su posterior inyeccion
en un GC/PECD.

2.13 Ensayo de ecotoxicidad

Para evaluar la disminucién en la concentracién de Cr(VI1) y lindano en los
diferentes tratamientos bioldgicos, se realizd un bioensayo de toxicidad empleando
semillas de Lactuca sativa (lechuga), como indicador. Se sembraron 30 semillas de
lechuga en placas de Petri que contenian 15 g de las muestras de los sistemas tratados
bioldgicamente y previamente ajustados a una humedad del 40%. Las placas se incubaron
en oscuridad, durante 5 dias a 25 °C y 70% HR. Al finalizar el periodo de incubacién, se
determinaron las longitudes de la radicula e hipocétilo de las plantulas, empleando una
escala milimetrada

Ademas, previo a la implementacién de la prueba, se verifico que el lote de semillas
tuviera un porcentaje de germinacion superior al 90% y una baja variabilidad de la
elongacion de las radiculas e hipocatilos.
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2.14 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de datos se emple6 el software Infostat (version libre:
2017, Argentina). Los datos fueron sujetos a analisis de la varianza de una via (ANOVA),
considerandose significativo un nivel de probabilidad de p<0,05. Con el fin de identificar
diferencias significativas entre condiciones, se realiz6 un test de Fisher (p<0,05).

Para el caso particular del bioensayo en suelo, el disefio factorial fue realizado

empleando el software estadistico Minitab (version: Minitab® 17.2.1, Estados Unidos).

MARIA ZOLEICA SIMON SOLA



|



RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de plaguicidas organoclorados y metales pesados en muestras de suelo

La presencia de plaguicidas organoclorados y metales pesados se determind en
muestras de suelo colectadas en la localidad de Argentina (Santiago del Estero, Argentina)
donde se encontro a principio de los 90 un deposito ilegal de plaguicidas. Aunque hace mas
de 10 afios el depdsito fue removido por excavacion, los analisis cromatograficos de las
muestras de suelo actuales demostraron la presencia de tdxicos organicos. Entre los POs
encontrados se detectd lindano en concentraciones superiores a las permitidas por la Ley
Federal de Residuos Peligrosos N° 24051 (concentracion permitida 0,01 pg g™ de lindano),
a pesar de que en nuestro pais el uso del plaguicida esta prohibido o restringido desde hace
mas de 20 afios (Tabla 3.1). Si bien el y - HCH fue el plaguicida dominante, se identificaron
en las muestras de suelo otros POs tales como aldrin, clordano, diclorodifeniltricloroetano,
metoxicloro, entre otros. Sin embargo, estos contaminantes organicos pertenecientes al grupo
de compuestos clorados alifaticos y compuestos clorobencenos se presentaron en
concentraciones menores a las permitidas segin los niveles guia. La presencia de estos
compuestos en las muestras de suelo analizadas puede explicarse en virtud de la alta
hidrofobicidad de los mismos, lo que ocasiona que se unan fuertemente a la materia organica
del suelo. De aqui, la elevada persistencia y resistencia a la biodegradacién de los POs.

Los analisis de las muestras de suelo revelaron también la presencia de metales pesados
y metaloides (Tabla 3.2). La concentracion de Cr total detectada fue inferior al nivel
permitido segin la Ley Federal de Residuos Peligrosos N° 24051 (250 ug g1). Sin embargo,
se detectaron otros metales pesados tales como Ba, Co, Ni, Cu, Cd, Zn, Hg, en las muestras
analizadas. Estos compuestos son altamente peligrosos para la salud, afectan el crecimiento
vegetal, e impactan negativamente en la microflora del suelo (Garbisu y Alkorta, 2001;
McGrath y col., 2001).

Segun datos de la Agencia de Proteccion Ambiental, en el 40% de los sitios
contaminados con desechos peligrosos se presentan tanto compuestos organicos e
inorganicos (Olaniran y col., 2013). Ademas, varios autores detectaron contaminacion mixta
no solo en zonas rurales e industriales expuestas directamente a la accion antropica, Sino
también en &reas remotas debido a los fendmenos de difusion de estos contaminantes
(Alvarez y col., 2017).
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Tabla 3.1. Plaguicidas organoclorados detectados en los suelos (fuente de muestras

bioldgicas) y niveles guia de calidad de suelo.

Muestra Muestra Muestra  Promedio
A B C +
desvio
estandar
y - HCH(**) 0,263 0,0002 0,0003 0,088 + 0,124 0,01
Compuestos alifaticos 5
clorados
Heptacloro 0,0062 0,0031 0,0017 0,004 + 0,002
Aldrin 0,0214 0,0015 0,0001 0,008 + 0,010
Heptacloro epoxido A 0,0155 ND ND 0,015 = 0,000
Heptacloro epdxido B 0,0044 0,0013 ND 0,003 £ 0,002
Compuestos 2
clorobencenos
DDE(**) 0,0010 0,0008 0,0027 0,002 + 0,001
Clordano 0,0371 0,0009 ND 0,019 + 0,018
DDD(**) 0,0096 ND 0,0013 0,005 + 0,004
DDT(**) 0,0052 ND ND 0,005 + 0,000
Metoxicloro 0,0193 ND ND 0,019 + 0,000

(*) Niveles permitidos por la Ley Federal de Residuos Peligrosos N° 24051.
(**) y- HCH: y-hexaclorociclohexano (lindano); DDE: diclorodifenildicloroetileno; DDD:
diclorodifenildicloroetano; DDT: diclorodifeniltricloroetano.
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Tabla 3.2. Metales pesados y metaloides detectados en los suelos (fuente de muestras

bioldgicas) y niveles guia de calidad de suelo.

Muestra Muestra Muestra Promedio
A B C +
desvio estandar

Mg 33 42 53 43+8 (**)
Al 607 674 1616 966 + 460 (**)
P 84793 8440 4247 32493 + 37021 (**)
Mn 698 684 735 705+ 21 (**)
Co 11 11 10 10,7 +0,3 50
Ni 17 15 17 16+1 100
Cu 34 27 31 31+3 100
Zn 74 68 71 71+3 500
Sr 192 180 125 166 = 29 (**)
Cd 0,2 0,02 0,3 0,16 £ 0,10 5
Ba 580 466 302 449 + 114 500
Hg 0,5 0,8 0,7 06+0,1 2
Ti 10 5 7 7+2 (**)
Pb 21 9 14 15+5 500
U 3 3 4 35+05 (**)
\% 72 67 60 66 +5 (**)
Cr 33 31 32 32+1 250
Fe 28816 22303 20318 23579 + 3308 (**)
As 8 8 6 76+0,1 30
Sn 191 94 129 138 £ 40 50
Ti 7771 7775 6895 7480+ 414 (**)

(*) Niveles permitidos por la Ley Federal de Residuos Peligrosos N° 24051.
(**) Compuesto no regulado por La Ley Federal de Residuos Peligrosos N° 24051.
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3.2 Aislamiento de actinobacterias

Las actinobacterias se estudian con fines biotecnolédgicos desde hace més de 20 afios.
Se trata de un grupo de microorganismos con gran versatilidad fisioldgica y metabolica
debido a la produccion de enzimas extracelulares y de una gran variedad de metabolitos
secundarios, lo que les confiere propiedades relevantes para intervenir en procesos de
biorremediacion (Goodfellow y col., 2012). Dentro de la clase Actinobacteria, el género
Streptomyces se destaca por su capacidad para desarrollarse en presencia de contaminantes
organicos e inorganicos (Alvarez y col., 2017), ademas de ser la mayor fuente de metabolitos
secundarios de interés biotecnoldgico que se conoce actualmente (Alvarez y col., 2017). El
crecimiento filamentoso de los miembros del género y las sustancias extracelulares que
producen, favorecen la colonizacion de los suelos que habitan por lo que en un habitat
sometido a constantes variaciones fisicoquimicas, la capacidad de esporulacién del género
Streptomyces representa una ventaja adicional para su supervivencia y propagacion en el
suelo (Ensign, 1978; Mayfield y col., 1972).

El empleo de microorganismos aislados desde sitios contaminados representa una
ventaja en procesos de biorremediacion, debido a que estarian adaptados a vivir en presencia
de los contaminantes.

En el presente trabajo de Tesis se aislaron actinobacterias a partir de muestras de suelo
libre de vegetacion, rizosfera y plantas crecidas en zonas contaminadas de la localidad de
Argentina (Santiago del Estero). De las 57 colonias obtenidas, 39 provenian de riz6sfera, 14
colonias de suelo y 4 colonias de tejidos vegetales. Las caracteristicas macroscépicas de los
aislamientos permitieron identificarlos, en primera instancia, como actinobacterias del
genero Streptomyces. Los miembros del grupo presentan colonias con caracteristicas
diferenciales como ser la presencia de un micelio de sustrato y de un micelio aéreo, ademas
de la produccion de exopigmentos difusibles. La morfologia tipica de las colonias de aspecto

duro y rugoso también se utilizé como criterio de identificacién (Schrempf, 2006).
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3.3 Evaluacion cualitativa de la tolerancia microbiana a Cr (V1) y lindano

La presencia conjunta de contaminantes de diferente naturaleza quimica en un lugar
determinado, es un problema dificil de abordar principalmente debido a los diferentes
procesos que intervienen en la remocion de cada tipo de contaminante (Aparicio y col., 2015;
Zhang y col., 2013). La probabilidad de encontrar cepas que desarrollen estrategias de
tolerancia/supervivencia a contaminantes organicos e inorganicos por medio de propiedades
intrinsecas, podria resultar mayor en los aislamientos de sitios co-contaminados. Por ello, se
realizaron ensayos cualitativos de tolerancia de los microorganismos aislados a Cr(VI) y
lindano en MMy sélido. Este medio de cultivo esta constituido por los nutrientes minimos
(sales y glucosa) indispensables para el crecimiento microbiano, en una composicién quimica
definida. La evaluacion cualitativa de tolerancia a 250 mg L™ de Cr (V1) y/o 250 ug L de
lindano, se llevé a cabo comparando el crecimiento microbiano a lo largo de la siembra
microbiana por estriado en el MMzio en ausencia y en presencia de uno o de ambos
contaminantes.

Se seleccionaron los aislamientos que presentaron un crecimiento mayor a 2 c¢cm
(crecimiento abundante), similar al observado en el medio de cultivo sin contaminantes. La
mayoria de las cepas presentaron baja tolerancia a los tdxicos, debido a que el crecimiento
microbiano fue inferior a 1 cm a lo largo de la siembra por estriado.

En MMjo contaminado con lindano, 20 aislamientos presentaron crecimiento
abundante; sin embargo, solo 8 de ellos crecieron mas de 2 cm en presencia de Cr(VI).
Finalmente, 5 de estos aislamientos fueron capaces de crecer abundantemente en presencia
de ambos tdxicos, por lo que se seleccionaron para llevar a cabo los ensayos posteriores. Los
microorganismos se denominaron cepas Z2 y Z38 (aislados de rizosféra), ZF y ZI (aislados
de suelo) y ZII (aislado de tejidos vegetales).

Las colonias seleccionadas tolerantes a la presencia conjunta de Cr(VI) y lindano
correspondid al 9% del total de microorganismos aislados. Este porcentaje indicé que las
muestras colectadas contenian un alto nivel de bacterias no tolerantes a la presencia de ambos
contaminantes, al menos en las concentraciones utilizadas en este estudio. La baja tolerancia
microbiana a la mezcla de contaminantes fue informada por otros autores. Por ejemplo,

Tripathi y col. (2011) aislaron bacterias a partir de un efluente de curtiembre, informando
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que de 42 aislamientos tolerantes a Cr(V1) o pentaclorofenol (PCP), solo una cepa de Bacillus
sp. presentd tolerancia ambos contaminantes.

Es conveniente mencionar que las concentraciones de Cr(V1) y lindano usadas en este
trabajo fueron seleccionadas de acuerdo a los resultados obtenidos por Polti y col. (2014).
Los autores observaron que el crecimiento microbiano de actinobacterias en MM1g sélido
contaminado con 250 pg L de lindano y 500 mg kg* de Cr(VI) resultaba inhibido. Debido
a que el Cr(VI) en niveles toxicos puede inhibir el metabolismo degradativo, en el presente
trabajo de Tesis se decidié utilizar una concentracion de Cr(VI) de 250 mg L*. Las
concentraciones utilizadas de ambos contaminantes fueron similares a las informadas en la
bibliografia para sitios co- contaminados [en el orden de pug L™ (lindano) y mg L™ Cr (VI)]
y resultan suficientes para producir toxicidad aguda en los organismos (Fuentes y col., 2011;
Polti y col., 2011).

3.4 Identificacion molecular de las cepas seleccionadas

Con el objetivo de confirmar la filiacion taxondmica de las bacterias tolerantes a Cr(V1)
y lindano, se determinaron las secuencias parciales del ADNr 16S de las cepas Z2, Z38, ZF,
Zl y ZIl. Se utilizaron las secuencias de aislamientos de coleccion mas cercanas a las
secuencias de las cepas estudiadas, para la posterior obtencion de un arbol filogenético
(Figura 3.1). Segun esta comparacion, en el Grupo |, las cepas ZF y ZI1 presentaron similitud
con Streptomyces malaysiensis (95%) y Streptomyces rishiriensis (96%), respectivamente.
Ademas, se determind que la cepa Z38 estaba muy relacionada a Streptomyces griseorubens
(96% de similitud) (Grupo II). Por su parte, la cepa Z2 y ZI, presentaron 96% de similitud
con Streptomyces rubiginosohelvolus (Grupo 11I) y Streptomyces FXJ23y (Grupo V),
respectivamente. La identificacion molecular confirmé que las 5 cepas aisladas pertenecian
al género Streptomyces, ya que sus secuencias de ADNr 16S muestran una similitud mayor
al 95% con los miembros de este grupo.

Varios trabajos realizados en nuestro laboratorio centraron sus esfuerzos en el
aislamiento de actinobacterias con tolerancia a diferentes metales pesados (Albarracin y col.,
2008; Amoroso y col., 1998, 2000, 2001; Polti y col., 2007; Sifieriz y col., 2009) y a

plaguicidas organoclorados (Benimeli y col., 2007; Fuentes y col., 2010). Alvarez y col.
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(2013), sugirieron que la adquisicion de la resistencia a metales pesados en bacterias del
género Streptomyces resultaria de un proceso dinamico, facilitado por un genoma lineal y
una impresionante maquinaria metabolica. Estos autores sefialan que la resistencia a metales
pesados no se texrnfinada a un solo linaje del género, sino que esta ampliamente distribuida
en toda la filogenia de Streptomyces, por lo que la resistencia a metales se habria originado
varias veces y por diferentes mecanismos en la historia evolutiva del grupo.

La secuencia parcial de nucleotidos del gen ADNr 16S de las cepas 22, Z38, ZF y ZII
y ZI se depositaron en la base de datos del GenBank con los nimeros de acceso KR023968,
KP228016, KP338102, KJ152053 y KJ152053, respectivamente.

Strepromypoes malaysiensis [(KP3I3E102.1) —
o Streptomyces antioxdants (KI632665.1)

Srreprompoes (KFB3D689.1)
Y]

1 Streptowreces rishiviensis (KF317950.1) GrupD |

® ‘ Streptomyces (KP739239.1) —
Streplommces humidus (KT216571.1)

H | 160620-027 109 2F-165 1492R.ab11079
o L— 160620-027 ADD Z811-165 1492R.ab11412
Streptomyces (KJ155645.1)

a9

| Streptomyces griseorebens (KP228016.1)
00| 160620-027 M09 238-165 1492R.ab11375 Grupo I

2 Streptomyces (KF733383,1)
28] 160620-027 EQ9 I2-165 1492R.ab11436
28 Streplomyces rubiginosohefvolus (KRO23968.1) GFUDD I
Streplomyces slivechremogenes (KIT67381.1)

Streplomyces wirldochromogenes (KT597549.1)

Srreplompees colvus (KPT18515.1)
jop | Stremtomyces levis (IX020504.1) Grupg N
5[ 160620-027 MOT 21-165 1492R.ab11410

3 streptomyces (KI152053.1)

p—i
0.5

Figura 3.1. Arbol filogenético obtenido a partir del analisis de las secuencias del ADNr 16S

de cepas tolerantes a Cr(VI) y lindano.
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3.5 Evaluacién de propiedades promotoras del crecimiento vegetal en las cepas

Streptomyces

Las interacciones entre las plantas y sus bacterias asociadas se estudian desde hace afios
por lo que se describieron efectos tantos beneficiosos como patogénicos para la especie
vegetal huésped (Gnanamanickam, 2007). Las plantas pueden recibir beneficios de las
bacterias mediante la mejora del crecimiento vegetal y la reduccién del estrés cuando se
desarrollan en lugares contaminados (Compant y col., 2010). Estas bacterias se conocen
como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés).

De acuerdo con esto se evalud si las cepas de Streptomyces sp. estudiadas presentaban
alguna caracteristica beneficiosa para las plantas. Dicha evaluacion se llevo a cabo en cuatro
de las bacterias seleccionadas (Streptomyces spp. Z38, Z2, ZF y ZII). Streptomyces sp. ZI no
fue utilizada en ensayos posteriores por su escasa produccion de esporas en los medios de
cultivos utilizados.

Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces sp. Z38 solubilizaron fosfato inorganico debido a
que se observo la formacion de un halo de hidrolisis alrededor de las colonias. Se detecto
actividad ACC desaminasa en las cepas de Streptomyces spp. Z2, Z38 y ZIl. Las mismas
fueron capaces de crecer usando ACC como Unica fuente de N2, y presentaron un crecimiento
microbiano similar al medio control con L-asparagina. De modo contrario, Streptomyces sp.
ZF fue incapaz de crecer en ausencia del aminoacido como fuente de nitrégeno. Otra
caracteristica evaluada fue la produccion de AIA a partir de 0,5, 2 y 5 g L™ de tript6fano
como aminodcido precursor (Figura 3.2). La produccion de indoles fue similar en las cuatro
cepas estudiadas cuando se utilizaron 2y 5 g L™ de triptéfano. Sin embargo, cuando se utiliz6
0,5 g L del precursor, la cantidad de auxina producida disminuy6 significativamente
(p<0,05).
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Figura 3.2. Concentracion de indoles producidos por las cepas de Streptomyces sp.
cultivadas en medio liquido suplementado con distintas concentraciones de triptéfano (30°
C, 5 dias, oscuridad). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05, prueba de Fisher). Control negativo: medio liquido sin triptéfano.

Otra de las propiedades estudiadas fue la produccion de sider6foros. De las cepas
evaluadas, solo Streptomyces sp. Z38 fue capaz de producir sideroféros, ya que se observo
la formacion de un halo anaranjado alrededor de la colonia.

Varias investigaciones demostraron el efecto positivo de las bacterias con estas
caracteristicas sobre el crecimiento de plantas desarrolladas bajo condiciones de estrés (Hider
y col., 2010; Siddikee y col., 2010). Las bacterias con la capacidad de solubilizar fosfato
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ganico a traves de la produccion de compuestos quelantes o por modificacion del pH tienen
un gran impacto en la movilizacion de nutrientes esenciales para el crecimiento vegetal. Las
bacterias productoras de sideréforos también facilitan la captura de Fe** desde el ambiente.
Del mismo modo, pueden tener afinidad por otros elementos trazas y formar complejos con
metales toxicos desempefiando un papel importante en su movilidad y biodisponibilidad
(Hider y col., 2010). Dimka y col. (2009) encontraron que la cepa de Streptomyces
acidiscabies resistente a niquel, producia sideroféros capaces de unirse a este metal. Estos
autores también reportaron que el crecimiento de la planta Vigna unguiculata bajo
condiciones de estrés y en presencia de Streptomyces acidiscabies, se vio favorecido por la
solubilizacion y suministro de hierro a las plantas y disminucién en la absorcién de Ni.

Ciertas bacterias pueden reducir las presiones bidticas y abidticas a las que una planta
puede estar sometida, mediante la regulacion de fitohormonas. Khan y col. (2012)
determinaron que la inoculacion de la especie vegetal Cucumis sativus L. con el hongo
Paecilomyces formosus, productor de AIA, favorecio el crecimiento de la planta huésped
bajo condiciones de estrés salino. Este efecto benéfico se vio reflejado en un incremento de
los valores de varios parametros de crecimiento vegetal. EI AIA producido por las bacterias
y/o las plantas estimula la proliferacion de las células vegetales promoviendo su elongacion.

Las plantas expuestas a diversos tipos de estrés muestran un aumento en los niveles de
etileno, lo que dafa al vegetal. La produccion de la enzima ACC desaminasa por las bacterias
forma parte de un mecanismo que regula la sintesis de la hormona etileno, manteniéndola a
niveles bajos (Hamedi y col., 2014). Asi, las plantas que crecen en asociacion con PGPB
podrian ser mas resistentes a la inhibicion del crecimiento vegetal (Glick y col., 2007).

Cada uno de los compuestos microbianos mencionados como promotores del
crecimiento vegetal puede intervenir en diferentes momentos del ciclo de vida de una planta.
Por este motivo, para lograr un efecto positivo en el desarrollo vegetal, la inoculacién con
bacterias que posean una unica caracteristica no seria suficiente (Taj y Rajkumar, 2016). Por
este motivo, resulta de interés contar con microorganismos que tengan capacidad de producir
diferentes moléculas promotoras del crecimiento vegetal, considerando el posible efecto
acumulativo de las mismas, como es el caso de las cepas de Streptomyces sp. Z2 y
Streptomyces sp Z38 (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal en las cepas seleccionadas.
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Streptomyces sp. Z2 + - + +

+
+
+
+

Streptomyces sp. Z38

1
1
+

1

Streptomyces sp. ZF

1
1
+
+

Streptomyces sp. ZI1

*AlA: Acido indolacético; **ACC: acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.

3.6 Bioensayos en medio de cultivo liquido

3.6.1 Evaluacion cuantitativa de la remocion de Cr(VI1) y lindano por cepas de

Streptomyces sp.

Para ser empleadas en procesos de biorremediacion, resulta necesario contar con cepas
bacterianas que ademéas de desarrollar estrategias de supervivencia en presencia de los
toxicos, contribuyan a la remocion de los mismos.

En este sentido, se evalud el crecimiento y la remocion de Cr(VI) y lindano por las
cepas de Streptomyces sp. estudiadas en MM liquido suplementado con 5 g L™ de glucosa.
Los medios de cultivo fueron contaminados con 25 mg L™ de Cr(VI1) y/o 0,25 mg L de
lindano.
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3.6.1.1 Determinacioén del crecimiento microbiano

Previamente se realiz6 una evaluacion rapida y cualitativa del crecimiento microbiano
en MMyo solido co-contaminado (Punto 3.2). Sin embargo, con el objetivo de evaluar
cuantitativamente la influencia de los contaminantes sobre el crecimiento de las cepas, se
evaluo la biomasa microbiana determinando el peso seco (PS) de las bacterias en medio de
cultivo liquido (MMs).

Todos los microorganismos pudieron crecer en presencia de Cr(V1) o lindano, y los
valores de biomasa alcanzados no fueron significativamente diferentes a los controles
(p>0,05). La mayor biomasa fue alcanzada por Streptomyces sp. Z38, con un valor de 0,63 +
0,45 g L™t en presencia de Cr(VI) y 0,91 + 0,08 g L™ en presencia de lindano (Figura 3.3).

En los medios de cultivo co-contaminados el crecimiento microbiano de Streptomyces
spp. Z2, Z38 'y ZF disminuy6 con respecto a los medios de cultivo contaminados con Cr(V1)
o lindano (p<0,05). La presencia de contaminantes organicos y/o inorganicos favorece la
produccién de especies reactivas del oxigeno en las células. En general, las bacterias
sintetizan proteinas implicadas en la respuesta al estrés oxidativo (Gastaldo y col., 2007).
Estos mecanismos de defensa requieren de energia, lo que podria reflejarse en una

disminucidn del crecimiento celular.
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Figura 3.3. Biomasa microbiana de las cepas de Streptomyces sp. cultivadas en medio
minimo suplementado con 5 g L de glucosa y contaminado con 25 mg L de Cr(V1) y/o
0,25 mg L de lindano (30° C, 7 dias, 200 rpm). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre las condiciones, para cada cepa estudiada (p<0,05,
prueba de Fisher). Control: sin contaminantes. Cr(VI); Lindano: medio contaminado.
Cr(VI)/Lindano: medio co-contaminado.

3.6.1.2 Evaluacion de la remocion de Cr(VI1) y lindano

En presencia de Cr(VI) como unico contaminante, la mayor remocion se obtuvo con
Streptomyces sp. Z38 (40%) (Figura 3.4). En cambio, en el sistema co-contaminado la

méaxima remocién de Cr(VI) se alcanzo en presencia de Streptomyces sp. ZF (70%).
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En presencia del compuesto organico la disipacion de Cr(VI) se vio favorecida por las
cuatro cepas en estudio, detectdndose porcentajes de remocion del metal significativamente
superiores a los obtenidos en medio contaminado (p<0,05). Polti y col (2010), confirmaron
la presencia en Streptomyces sp. MC1 de una enzima cromato reductasa, demostrando la
naturaleza enzimatica de la reduccion de Cr(VI) en este género de bacterias. Por su parte,
Mansilla (2016) detecto en el genoma de Streptomyces sp. M7 una enzima anotada como 2,4-
dienoyl-CoA reductasa [NADPH] ademas de otras probables cromato reductasas,
involucradas en la reduccion de Cr(VI). Teniendo en cuenta el carécter inespecifico de las
enzimas reductasas se podria suponer que el mayor porcentaje de remocion de Cr(VI) en el
medio de cultivo co-contaminado, seria resultado de un incremento de la actividad de estas
enzimas. Esta hipotesis se fundamenta en que en la via de degradacion aerobica del lindano
se forman como metabolitos intermediarios compuestos dienos (Lal y col., 2010), que
podrian inducir la expresion de los genes que codifican para la sintesis de enzimas reductasas
que actian en la reduccion de compuestos olefinicos, (entre otros) similares a los

intermediarios de la degradacion del plaguicida.
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Figura 3.4. Remocién de Cr(VI) por las cepas de Streptomyces sp. cultivadas en medio
minimo suplementado con 5 g L de glucosa y contaminado con 25 mg L de Cr(V1) y/o
0,25 mg L* de lindano (30° C, 7 dias, 200 rpm). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05, prueba de Fisher). Sin microorganismos: control

abiotico. Cr(VI): medio contaminado. Cr(VI)/lindano: medio co-contaminado.

En cuanto a la disipacion de lindano, la mayor remocién (~65%) fue provocada por
Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces sp Z38. Asimismo, en el medio de cultivo co-
contaminado, la maxima remocién del plaguicida se obtuvo por Streptomyces sp. Z2 (60%),
demostrando que la remocion no se vio afectada por la presencia de Cr(V1) (Figura 3.5). Se
sabe que la degradacién microbiana de contaminantes organicos generalmente corresponde
a un sistema inducible; sin embargo la presencia de metales pesados puede producir un efecto

inhibitorio (Moreira y col., 2013; Polti y col., 2014; Pornwongthong y col., 2014). Teniendo
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en cuenta la co-existencia de metales pesados y compuestos organicos en el medio ambiente,
resulta importante buscar microorganismos que presenten mecanismos de resistencia a
metales pesados y contengan genes que codifiquen enzimas capaces de degradar compuestos
organicos toxicos (Van Zwieten y col., 2003). Por ello, en base a los perfiles de remocion de
Cr(V1) y lindano obtenidos en MMs co-contaminado, se seleccionaron Streptomyces sp Z2 y

Streptomyces sp. Z38 para continuar con los ensayos posteriores.
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Figura 3.5. Remocién de lindano por las cepas de Streptomyces sp.cultivadas en medio
minimo suplementado con 5 g L de glucosa y contaminado con 25 mg L de Cr(V1) y/o
0,25 mg L? de lindano (30° C, 7 dias, 200 rpm). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05, prueba de Fisher). Sin microorganismos: control
abiotico. Lindano: medio contaminado. Cr(VI)/Lindano: medio co-contaminado.
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3.6.2 Desempefio de Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces sp. Z38 en medios de cultivo

contaminados en presencia de exudados radiculares de maiz

Varios trabajos demostraron una mayor disipacion de contaminantes organicos e
inorganicos en la rizosfera debido al aumento en la densidad y/o actividad microbiana,
estimulada por los exudados radiculares liberados por plantas (Becerra y col., 2012; Curl y
Truelove, 1996; Kidd y col., 2007). En este sentido, se evalué el efecto de los ERs de plantas
de maiz sobre el crecimiento y remocion de Cr(V1) y lindano por las cepas de Streptomyces
sp. Z2 y Streptomyces sp. Z38 usando como control MM suplementado con 1g L™ de glucosa
(MMy).

En primera instancia se estudié la composicion quimica parcial de los productos

vegetales.

3.6.2.1 Composicion quimica parcial de los exudados radiculares de plantas de maiz

Las plantas secretan durante su crecimiento una variedad de compuestos organicos
tales como azucares, aminoacidos, acidos organicos y enzimas (Kuiper y col., 2004). La
composicion y concentracion de los compuestos presentes en los productos vegetales varia
no solo entre especies, sino también entre miembros de una misma especie. En este sentido,
se determind la composicién quimica parcial de los ERs de plantas de maiz, para evaluar sus
potencialidades como estimulantes del crecimiento microbiano y en la remocién de los
contaminantes. Se determin6 que 1 g de liofilizado de ERs correspondia a la cantidad de
producto vegetal secretado por 5 plantas de maiz [~ 3,7 g peso fresco (PF) raiz] cultivadas
en condiciones de hidroponia, durante 14 dias. EI contenido de carbono orgénico total fue de
34,1 mgC g ERs. El contenido de azicares fue de 8,2 mg g ERs™, mientras que la
concentracion de proteinas totales fue de 1,1 mg g ERs™.

Los ERs de ciertos vegetales pueden emulsificar las moléculas de un xenobiotico
modificando su biodisponibilidad. En este sentido, se determind la actividad emulsificante
de los ERs de maiz hacia el kerosene, obteniéndose un indice de emulsificacion del 25%.

Esto indica que los ERs obtenidos a partir de maiz redujeron la tension superficial entre las
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moléculas hidrofobicas de kerosene en solucidn acuosa, facilitando la formaciéon de una

emulsion (Calvo y col., 2009).

3.6.2.2 Efecto de los exudados radiculares sobre el crecimiento microbiano

Al evaluar el crecimiento microbiano se observé que ambas cepas crecieron en MM
suplementado con ERs alcanzando una biomasa microbiana significativamente mayor con
relacién al control (p< 0,05) (Figura 3.6). De manera similar, Becerra Castro y col. (2012)
demostraron que el crecimiento de Rhodococcus erythropolis y Sphingomonas sp. fue mayor
cuando las bacterias crecian en presencia de la planta Cytisus striatus en comparacién a la
biomasa microbiana obtenida en ausencia de la leguminosa. Los componentes de los ERs
tales como azUcares, aminoacidos, enzimas, vitaminas y factores de crecimiento estimularian

el crecimiento microbiano (Oliveros-Bastidas y col., 2009).
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Figura 3.6. Biomasa microbiana de las cepas de Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp. Z2
cultivadas en medio minimo suplementado con exudados radiculares (ERs) de maiz (0,4 g C
L") o glucosa (1 g L) y contaminado con 25 mg L de Cr(VI) y/o 0,25 mg L* de lindano
(30° C, 7 dias, 200 rpm). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05, prueba de Fisher). Control: medio sin contaminantes. Cr(V1); Lindano: medio

contaminado. Cr(VI)/Lindano: medio co-contaminado.

3.6.2.3 Efecto de los exudados radiculares de maiz en la remocién de Cr(VI) y lindano

Se evaluo la remocion de Cr(V1) en el control abidtico (sin microorganismos), y se
observo que los compuestos presentes en los ERs no removieron el metal en las condiciones
de laboratorio establecidas. Sin embargo, en presencia de Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces

sp. Z38 se observo una remocion significativa de Cr(VI) en comparacion al control. (Figura
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3.7). En el medio co-contaminado, también se observo una remocién significativamente

mayor del metal en presencia de los ERs de maiz.
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Figura 3.7. Remocion de Cr(VI) por las cepas de Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp.
Z2 cultivadas en medio minimo suplementado con exudados radiculares (0,4 g C L) o
glucosa (1 g L'} y contaminado con 25 mg L™* de Cr(V1) y/o 0,25 mg L™ de lindano (30 °C,
7 dias, 200 rmp). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05,
prueba de Fisher). Controles abioticos: Sin microorganismos (no se detectd remocion).

Cr(VI): medio contaminado. Cr(VI1)/Lindano: medio co-contaminado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la remocion de metal estaria relacionada
directamente a la actividad microbiana. La reduccion microbiana de Cr(VI) puede ser
explicada por dos modelos principales: la reduccion directa (enzimatica), y la reduccion
indirecta (no enzimatica). Polti y col. (2007) confirmaron que la reduccion de Cr(VI) por
Streptomyces sp. MC1 es llevada a cabo por una cromato reductasa intracelular NADH
dependiente. Estos autores demostraron que la utilizacion de este cofactor como dador de

electrones incrementaba la actividad enzimatica en un 40% en las bacterias, con respecto a
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NADPH. Sin embargo, las bacterias reductoras de Cr(VI) pueden usar una variedad de
compuestos organicos como dadores de electrones para alcanzar una actividad 6ptima (Puzon
y col., 2002). Por ello, los componentes presentes en los ERs podrian servir como dadores
de electrones para estimular la reduccién de Cr(VI1) a Cr(l1l1). Por otra parte, la reduccién de
Cr(VI) puede ocurrir por condiciones proporcionadas por la poblacion bacteriana tales como
el potencial redox o metabolitos bacterianos producidos. De acuerdo con esto, el crecimiento
microbiano en presencia de ERs de maiz podria modificar las condiciones del medio
favoreciendo la reduccién no enzimatica de Cr(VI) (Zazo y col., 2008).

Con respecto a la disipacion del plaguicida, se detecté 24% de remocion en los
controles abidticos suplementados con ERs. De acuerdo a la actividad emulsificante
previamente determinada en los ERs, se podria explicar la remocion abidtica del plaguicida
debido a que dada su naturaleza fisico-quimica, el lindano podria unirse a los &cidos
orgénicos y otros componentes carbonados de los productos vegetales. Al respecto, Alvarez
y col. (2012) también detectaron remocion no biolégica de lindano (42%) en un medio de
cultivo liquido suplementado con ERs de maiz de una variedad diferente a la empleada en
este trabajo de Tesis, ademas de observar un comportamiento micelar de los ERs en solucion.
Los autores hipotetizaron que los productos vegetales habrian formado una matriz compleja
en la cual el plaguicida quedaria retenido y de ahi su disminucion.

En cuanto a la remocion microbiana de lindano, se alcanzaron valores de disipacién
del plaguicida superior al 48% en todas las condiciones de cultivo (Figura 3.8). Sin embargo,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando las bacterias crecieron

en presencia de ERs o glucosa.
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Figura 3.8. Remocion de lindano por las cepas de Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp.
Z?2 cultivadas en medio minimo suplementado con exudados radiculares (ERS) de maiz (0,4
g C LY oglucosa (1 g L) y contaminado con 25 mg L de Cr(V1) y/o 0,25 mg L* de
lindano (30° C, 7 dias, 200 rpm). Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, prueba de Fisher). Controles abidticos: Sin microorganismos.
Lindano: medio contaminado. Cr(VI1)/Lindano: medio co-contaminado.

En contraposicion a estos resultados Simén Sola y col. (2017) informaron que la
remocién de lindano por la cepa de Streptomyces sp. M7 incrementd significativamente
cuando la bacteria se cultivo en MM suplementado con ERs (0,4 g C L) de una variedad de
maiz distinta a la empleada en este trabajo, en comparacién a los valores obtenidos en MM
con glucosa (1 g L) (30° C, 5 dias, 200 rpm). Estos resultados podrian explicarse teniendo

en cuenta que, ademas de tratarse de cepas distintas, los ERs son una mezcla compleja de
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compuestos, algunos de los cuales podrian reprimir y/o disminuir las actividades
degradativas en ciertos microorganismos. En este sentido, Louvel y col. (2011) informaron
que los ERs de diferentes especies vegetales reprimian la actividad degradadora de
fenantreno de una cepa de Pseudomonas putida. Es conocido que las caracteristicas quimicas
de los productos vegetales varian no solo entre especies, sino también entre miembros de una
misma especie, sobre todo en plantas como el maiz, de las que existen multiples variedades
(Nardi y col., 2002).

En un ensayo posterior se incremento la concentracion de lindano (1,5 mg L) en el
medio de cultivo suplementado con ERs. Se observo que la remocion del plaguicida
continuaba siendo elevada en dicho sistema (~70%) en contraposicion a lo que sucedio con
el Cr(VIl) en el medio de cultivo co- contaminado, cuya remocion disminuyo
significativamente (Figura 3.9 y Figura 3.10). Teniendo en cuenta que el co-metabolismo
es el mecanismo comunmente utilizado por las bacterias que degradan Xxenobidticos
(Schrijver y Mot, 1999), posiblemente las cepas de Streptomyces sp. utilizarian en primera
instancia los exudados de la raiz como fuente de energia para degradar el lindano. Luego el
carbono residual podria ser utilizado para la reduccion de cromo. Este comportamiento
implicaria una mayor contribucion energética y enzimatica a la eliminacion de la mayor

concentracion de lindano.
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Figura 3.9. Remocion de lindano por las cepas de Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp.
Z?2 cultivadas en medio minimo suplementado con exudados radiculares (ERs) de maiz (0,4
g C LY y contaminado con 1,5 mg L™ de lindano y/o 25 mg L™ de Cr(V1) (30° C, 7 dias,
200 rpm). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, prueba

de Fisher). Lindano: medio contaminado. Cr(VI)/Lindano: medio co-contaminado.
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Figura 3.10. Remocion de Cr(V1) por las cepas de Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp.
Z?2 cultivadas en medio minimo suplementado con exudados radiculares (ERs) de maiz (0,4
g C L) y contaminado con 1,5 mg Lt de lindano y/o 25 mg L™ de Cr(V1). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, prueba de Fisher). Cr(VI): medio
contaminado. Cr(VI)/Lindano: medio co- contaminado.

En base al buen desempefio de ambos microorganismos en MM contaminado y en
presencia de productos vegetales, se evalud a continuacion el comportamiento del sistema
planta-bacteria en suelo contaminado. Para este ensayo de decidié emplear la cepa de
Streptomyces sp. Z38 debido a que presenté mayor crecimiento y esporulacion en los medios
de cultivos utilizados, lo que favoreceria su reproduccion y propagacion en suelo. Ademas,
el genoma de esta cepa fue recientemente secuenciado, lo que complementara los resultados

obtenidos en este trabajo de Tesis.
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3.7 Bioensayo en suelo

Las interacciones entre las plantas, sus microorganismos asociados y los contaminantes
se estudiaron durante muchos afos debido a las aplicaciones exitosas del sistema planta-
microrganismo en estrategias de fitorremediacion. Segun Vangronsveld y col. (2009) el éxito
de la fitorremediacion radica en la comprension de las complejas interacciones entre
contaminantes, suelo, plantas y microorganismos.

Teniendo en cuenta la gran complejidad de las interacciones que ocurren en la rizosfera
de los sistemas naturales, se realiz un ensayo en suelo para conocer una fraccion de lo que
podria ocurrir en la naturaleza. Por ello, se evalu6 la remocidon de Cr(V1) y/o lindano en suelo
contaminado, por la combinacion entre Streptomyces sp. Z38 y plantas de maiz.

3.7.1 Determinacion de la estabilidad de Cr(VI) y lindano en suelo

Los suelos representan el mayor deposito de contaminantes organicos e inorganicos,
pero en general, una fraccion representativa de estos contaminantes no se encuentra
disponible para los organismos. Dentro de la fraccion disponible, aquella que se encuentra
disuelta en la fase acuosa suele resultar toxica para los seres vivos (fraccion biodisponible).
La solubilidad y biodisponibilidad de los contaminantes dependera de las caracteristicas
fisicoquimicas de cada tipo de suelo (Lu y Shan, 2005).

Teniendo en cuenta este aspecto, se estudio en el presente trabajo de Tesis el tiempo en
el cual se estabilizaban las interacciones fisicoquimicas entre el suelo empleado y el Cr(VI)
y/o lindano. Para ello, se contamind un sistema suelo-arena no estéril con 150 mg kg™ de
Cr(V1) y/o 2 mg kg* de lindano y se incubd durante 28 dias bajo condiciones ambientales
controladas.

Se evaluaron las curvas de estabilidad de ambos contaminantes en el sistema
contaminado y co-contaminado. Se determind que las interacciones fisicoquimicas entre el
suelo y el plaguicida se estabilizaron a los 7 dias. La concentracion de lindano residual
alcanzada fue de 0,70 + 0,08 mg kg™ en ausencia del metal y 0,90 + 0,03 en presencia del
metal (Figura 3.11). Por su parte, el cromo se estabilizé en el suelo a los 14 dias, con una
concentracion de Cr(VI) biodisponible [Cr(VI1)s] de 26,10+ 4,63 mg kg en el sistema
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contaminado y 21,3 + 0,37 mg kg en el sistema co-contaminado (Figura 3.12). Las
concentraciones de lindano residual y Cr(VI)s no cambiaron significativamente después de

los 7 y 14 dias, respectivamente.

20 - N
Sistema contaminado

1.8 Sistema co-contaminado
1.6 4
14
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1.0 b b
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o

0.8

044

024

0.0 | ' | ' | ' | ' |
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Tiempo (dias)
Figura 3.11. Curva de estabilizacion de lindano en un sistema suelo:arena no estéril
contaminado artificialmente con 2 mg kg de lindano (sistema contaminado) y 2 mg kg de
lindano y 150 mg kg* de Cr(VI) (sistema co-contaminado). Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, prueba de Fisher).
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Figura 3.12. Curva de estabilizacion de Cr(VI) en un sistema suelo:arena no estéril
contaminado artificialmente con 150 mg kg™ de Cr(VI) (sistema contaminado) y 150 mg kg-
L'de Cr(VIl) y 2 mg kg? de lindano (sistema co-contaminado). Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, prueba de Fisher).

La variacion en la movilidad, solubilidad y biodisponibilidad de los contaminantes en
los suelos esta influenciada por diferentes parametros tales como pH, humedad, temperatura,
composicion, edad del suelo y concentracion de los contaminantes (Bradl, 2004). Por
ejemplo, Aparicio (2018) determiné que luego de 14 dias en un suelo co-contaminado, el
Cr(VI) se estabilizaba en 26 mg kg™ partiendo de una concentracion inicial de 50 mg kg™.
Con respecto al lindano, y a diferencia de lo observado en el presente trabajo de Tesis,
Aparicio (2018) no observé una disminucion de la concentracion final de lindano luego del
periodo de estabilizacion. Este hecho puede explicarse si consideramos el tipo de suelo
utilizado y el efecto de la microbiota propia del sistema que puede promover la disipacion de

los contaminantes. Por lo mencionado, resulta evidente la cantidad de variables bioticas y
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abioticas que determinan la biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo, resaltando la
complejidad del sistema, y por lo tanto, de los bioensayos en esta materia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se establecio que 14 dias era el tiempo necesario
para lograr la estabilizacion de Cr(VI) y/o lindano en el suelo empleado. Por lo tanto, las
concentraciones iniciales del siguiente bioensayo correspondieron a aquellas obtenidas luego

de 14 dias de estabilizacion.

3.7.2 Evaluacion de la remocion de Cr(VI) y/o lindano por el sistema planta-

microorganismo

Luego de la estabilizacion de los contaminantes en el suelo, se trasplantaron plantas de
maiz de siete dias de desarrollo y se inoculé con Streptomyces sp. Z38.

Al evaluar la remocion del plaguicida, se encontré que los méaximos valores se
alcanzaron en el sistema Planta- microorganismo (Mo). La concentracion de lindano (Lin)
residual fue de 0,34 + 0,02 mg kg* en el sistema Planta-Mo-Lin y 0,25 + 0,02 mg kg™ en el
sistema Planta-Mo-Cr-Lin (p>0,05). Por su parte, en el sistema Mo-Lin la concentracion de
plaguicida residual fue de 0,52 + 0,01 mg kg™ y de 0, 66 + 0,04 mg kg™ en el sistema Mo-
Cr-Lin (Figura 3.13). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
concentracion residual del plaguicida en el sistema Planta-Lin (0,8 + 0,07 mg kg?) vy el
control abiotico (0,85 + 0,04 mg kg™?). Estos resultados coinciden con lo reportado en la
bibliografia, sobre la eficiencia del sistema planta-bacteria en la disipacion de toxicos
organicos, en comparacion al desempefio microbiano o vegetal solos en la degradacién de
estos compuestos (Becerra Castro y col., 2012; Boltner y col. 2008; Myriam y Refugio,
2008). Asimismo, sugieren que el enfoque mas acertado para la remediacion de sitios
contaminados con compuestos organicos se basa en técnicas de rizodegradacion ya que los
compuestos liberados por las raices pueden estimular la actividad degradadora de bacterias
rizosféricas (Kidd y col., 2008). En los exudados radiculares vegetales, se encuentran
nUMerosos compuestos aromaticos con estructuras quimicas similares a las de varios
contaminantes organicos, por lo que podrian actuar como inductores para la sintesis de
enzimas microbianas implicadas en las vias de degradacion (Singer y col., 2003). Por otra

parte, De-la-Pefia y col. (2008) demostraron que la presencia microbiana puede modular la
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exudacion de proteinas desde las raices de las plantas, induciendo la secrecion de hidrolasas,
peptidasas y peroxidasas vegetales, entre otras. La sintesis de diversas proteinas vegetales
juega un papel importante en la comunicacion con los microorganismos del suelo y asi
establece asociaciones compatibles o incompatibles. En este contexto, en presencia de
Streptomyces sp. Z38, el perfil enzimatico vegetal podria ser modificado, exudando las raices

diferentes proteinas, incluidas enzimas con capacidad degradadora del plaguicida.
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Figura 3.13. Concentracion de lindano residual en suelos implantados con maiz inoculado
con Streptomyces sp. Z38 luego del periodo de incubacién (30 °C, luz/oscuridad, 70% HR,
14 dias). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, prueba
de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo. Lin y Cr-Lin: controles abiéticos.
Planta-Lin; Planta-Cr-Lin; Mo-Lin; Mo- Cr-Lin; Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr-Lin:

tratamientos bioldgicos.
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Con relacion a la disipacion del metal, se encontr6é que las concentraciones finales de
Cr(VI)s eran menores cuando la planta y el microorganismo se encontraban separados. En
este sentido, los valores de Cr(VI)s obtenidos fueron de 2,97 + 0,5 mg kg™ en el sistema
Planta-Cr; 2,73 + 0,09 mg kg™ en el sistema Mo-Cr, mientras que la concentracion de Cr(V1)s
obtenida en el sistema Planta-Mo-Cr fue de 9,97 + 1,85 mg kg®. Este valor resultd
significativamente mayor que el registrado en los sistemas con los organismos individuales

(planta o microorganismo) (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Concentracion de Cr(VI) biodisponible en suelos implantados con maiz
inoculado con Streptomyces sp. Z38 luego del periodo de incubacion (30 °C, luz/oscuridad,
70% HR, 14 dias). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05, prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo. Cr y Cr-Lin:
controles abioticos. Planta-Cr; Planta-Lin.Cr; Mo-Cr; Mo-Cr-Lin; Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-

Cr-Lin: tratamientos bioldgicos.

Varios trabajos informan particularmente, que la produccion de surfactantes,
sideroforos y acidos organicos por parte de microorganismos edaficos juega un papel
importante en la complejacion de metales, aumentando su solubilidad y movilidad (Braud y
col., 2009; Mulligan, 2005; Saravanan y col., 2007). Dependiendo de las condiciones de

cultivo o del medioambiente, la sintesis de tales moléculas puede verse favorecida o
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disminuida. En este sentido, en el presente trabajo de Tesis se demostro la capacidad de
Streptomyces sp. Z38 de producir sideroforos y solubilizar fosfato inorganico, propiedades
probablemente muy propensas a ser expresadas en el sistema suelo-planta- microorganismo,
y particularmente, en condiciones de deficiencia de nutrientes y concentraciones toxicas de
metales (Becerra-Castro y col., 2012) como las que se establecieron en este trabajo. Esta
premisa podria explicar los valores elevados de Cr(VI)g obtenidos en el sistema planta-
microorganismo (Planta-Mo-Cr y Planta-Mo-Cr-Lin), partiendo de la hipétesis de que la
sintesis de moléculas promotoras del crecimiento vegetal y otras biomoléculas anfipaticas
habria favorecido la movilizacién y solubilizacion del Cr(V1) adsorbido al suelo. Por su parte,
las plantas modifican las propiedades del suelo y alteran la movilidad de metales pesados
(Chen y col., 2014; Irizar y col., 2014; Kwon y col., 2013). Si bien la produccion y la
liberacion de compuestos desde las raices son procesos cominmente constitutivos, la planta
responde a factores externos secretando compuestos quimicos para protegerse de efectos
negativos o bien establecer interacciones positivas con otros organismos (Bradl y col., 2004).
Por ejemplo, Lamont (2003), informé que la deficiencia de nutrientes aumentaba la
exudacion de ciertos metabolitos que permiten aumentar la captacion de compuestos

inorganicos por parte de las plantas.

3.7.3 Analisis de cromo en tejidos vegetales

El maiz es un cereal que se conoce por su capacidad para acumular metales pesados
(Vijayarengan, 2005). Si bien no es sefialado como una especie hiperacumuladora, presenta
atributos que pueden ser una compensacion suficiente para considerar su uso en la
fitoextraccion de metales pesados del suelo. Este cereal crece rapidamente de manera anual,
produce abundante biomasa, numerosas raices fasciculadas y soporta varios efectos
ambientales adversos (Fulekar, 2008; Garbisu y Alkorta, 2001; Zhang y col, 2009). En este
sentido, se determiné el contenido de cromo total en raices y parte aérea de las plantas de
maiz debido a que las mismas presentaban un aspecto macroscopico desfavorable. En el
sistema Planta-Cr se detectd la maxima acumulacion del metal en los tejidos vegetales. El

valor de Cr tisular en raices fue de 3,55 + 0,02 mg g PS™* mientras que en la parte aérea fue

MARIA ZOLEICA SIMON SOLA



RESULTADOS Y DISCUSION

de 3,75+ 0,02 mg g PS™. Por el contrario, en el sistema Planta-Mo-Cr, la acumulacion tisular

del metal fue significativamente menor con relacion al sistema no inoculado (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Contenido tisular de cromo en raices y parte aérea de plantas de maiz
inoculadas con Streptomyces sp. Z38 luego del periodo de incubacién (30° C, luz/oscuridad,
70% HR, 14 dias). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05, prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo. Planta: control
bidtico. Planta-Cr; Planta-Cr-Lin.; Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos

biolégicos.
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Un ndmero considerable de estudios sugieren que la inoculacion de plantas con
microorganismos productores de moléculas quelantes incrementa la biodisponibilidad de
metales en la rizosfera, aumentando la capacidad de captacion por las especies vegetales
(Braud y col. 2009; Dimka y col., 2009). No obstante, otras investigaciones demostraron que
la inoculacion bacteriana no siempre conduce al aumento de la absorcion de metales por las
plantas. Los resultados encontrados en este trabajo coinciden con esta premisa, ya que el
contenido tisular de cromo en las plantas de maiz inoculadas con Streptomyces sp. Z38 fue
menor comparado con los otros tratamientos. Al inocular plantines de Cucurbita pepo y
Brassica juncea con la bacteria Pseudomonas aeruginosa, Sinha y Mukherjee (2008)
encontraron que la captacion de cadmio se veia reducida tanto en raices como en hojas de
ambas especies. De manera similar, Tripathi y col. (2009) demostraron que la inoculacion
con una cepa Pseudomonas putida, productora de sider6foros, reducia la acumulacion de Cd
en raices y hojas de una especie vegetal. Otras investigaciones como la realizada por Burd y
col. (2000) detectaron un menor contenido tisular de zinc en plantas de canola inoculadas
con Kluyvera ascorbata.

Como se menciono previamente, la cepa de Streptomyces sp. Z38 cultivada con plantas
de maiz podria incrementar la movilizacion de Cr(VI1) y conducir a una mayor disponibilidad
del metal. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a la captacion de los metales son en
gran parte dependientes de la especie vegetal, asi como también de otros factores. Ente ellos
se puede mencionar la forma de union de los metales, carga y tipo de acomplejantes organicos
presentes en el suelo (Neubauer y col., 2002).

En el sistema co-contaminado Planta-Cr-Lin, el contenido de cromo tisular fue de 2,48
+ 0,01 mg g PS? en raices y 1,29 + 0,01 mg g PSen la parte aérea, mientras que en el
sistema Planta-Mo-Cr-Lin, el contenido de cromo tisular fue de 1,06 + 0,01 mg g PS™ en
raices y 1,92 + 0,02 mg g PS™ en la parte aérea. Estos resultados sugieren que la presencia
del plaguicida habria interferido disminuyendo la acumulacion tisular del cromo. Varios
autores observaron un efecto similar en la acumulacién de metales pesados por plantas
cultivadas en presencia de compuestos organicos (Chen y col., 2004; Hechmi y col., 2014).
Por ejemplo, Chigbo y col. (2013) evaluaron la acumulacion de cobre en tejidos de Brassica

juncea al crecer en un suelo co-contaminado con pireno, informando una reduccién del 90%
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en la acumulacion de cobre por la planta. Segun lo sugerido por Zhang y col. (2009), la
disminucion de la capacidad fitoextractora de un metal en presencia de un contaminante
orgénico, podria deberse a un fenédmeno de competencia entre el compuesto organico e

inorganico co- existente por ser adsorbidos por las raices de las plantas.

3.7.4 Evaluacion del crecimiento vegetal

La presencia de plaguicidas y metales pesados en el suelo puede afectar el crecimiento
y desarrollo de las plantas. Sin embargo, los efectos del cromo son mas evidentes, y por lo
tanto, son ampliamente investigados. La mayoria de las especies vegetales exhiben sintomas
visibles de toxicidad a dicho metal tales como retraso del crecimiento, clorosis, necrosis,
pardeamiento de la raiz, e incluso la muerte (Shanker y col., 2005).

De acuerdo con esto, se analizaron los efectos del Cr(V1) principalmente, sobre el
aspecto macroscépico de las plantas de maiz luego de 14 dias de exposicion.

Las plantas que crecieron en suelo sin contaminar y suelo contaminado solo con
lindano, presentaron hojas de gran tamafo, erguidas y de coloracion verdosa con pocas
manchas amarillentas, independientemente de la inoculacion microbiana. El sistema
radicular se observo abundante y fuerte (Figura 3.16A,B).

En presencia de Cr(VI), las plantas presentaron sintomas de toxicidad tales como
clorosis, hojas con los bordes secos y disminucion de su tamafio, independientemente de la
inoculaciéon microbiana. El sistema radicular en estas condiciones se observo escaso y débil
(Figura 3.17A,B).
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Figura 3.16. Aspecto macroscopico de las plantas de maiz (Zea mays) desarrolladas en
suelos sin cromo A)- en ausencia de Streptomyces sp. Z38 y B)- en presencia de Streptomyces
sp. Z38 luego del periodo de incubacion (30° C, luz/oscuridad, 70% HR, 14 dias). Lin:
lindano; Mo: microorganismo. Planta; Planta-Mo: controles bidticos. Planta-Lin; Planta-Mo-

Lin: tratamientos bioldgicos.
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Figura 3.17. Aspecto macroscépico de las plantas de maiz (Zea mays) desarrolladas en los
sistemas contaminados con Cr(VI) A)- en ausencia de Streptomyces sp. Z38 y B)- en
presencia de Streptomyces sp. Z38) luego del periodo de incubacion (30° C, luz/oscuridad,
70% HR, 14 dias). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo. Planta-Cr; Planta-Cr-Lin;

Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos biolégicos.
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|| Planta-Cr Planta-Cr-Lin
B)
Planta-Mo-Cr Planta-Mo-Cr-Lin "
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3.7.4.1 Biomasa vegetal

El peso seco de las plantas de maiz desarrolladas en suelos sin contaminar: sistemas
Planta y Planta-Mo fue de 1,37 + 0,16 g y 0,73 + 0,05 g, respectivamente (p<0,05) (Figura
3.18). Cuando las plantas crecieron en presencia del metal (Planta-Cr; Planta-Cr-Lin; Planta-
Mo-Cr y Planta-Mo-Cr-Lin) los valores de PS estuvieron comprendidos entre 0,18 + 0,02 g
y 0,28 £ 0,03 g. Estos valores fueron significativamente inferiores a los obtenidos en plantas
desarrolladas en suelos sin contaminar (p< 0,05). En los sistemas Planta-Lin y Planta-Mo-

Lin, el PS presentd el mismo valor (0,43 g).
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Figura 3.18. Biomasa de plantas de maiz inoculadas y desarrolladas en sistemas
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contaminados con Cr(VI) y/o lindano luego del periodo de incubacién (30° C, luz/oscuridad,
70% HR, 14 dias). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05, prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo. Planta y Planta-
Mo: controles bidticos. Planta-Lin; Planta-Cr; Planta-Cr-Lin; Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr;

Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos biologicos.
3.7.4.2 Numero y longitud de hojas

Se evaluo el efecto de Cr(V1) y lindano sobre el crecimiento de maiz determinando el

nimero y la longitud de las hojas. Para la determinacion de ambos pardmetros, se
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seleccionaron las hojas que presentaron coloracion verde (homogénea) y leves tonalidades
amarillentas o amarronadas (no homogénea).

Las plantas que crecieron en suelo no contaminado presentaron el mayor namero (5) y
longitud de hojas (38,2 + 2,8 cm) (Figura 3.19). En los sistemas contaminados con Cr(VI)
tanto el nimero como la longitud de las hojas se vieron afectados negativamente con respecto
a los valores obtenidos en los sistemas sin contaminar (p<0,05). Estas plantas desarrollaron
un promedio de 3 hojas con longitudes comprendidas entre 12,28 + 1,22 cm y 16,63 £1,13
cm (p>0,05) (sistemas Planta-Cr, Planta-Cr-Lin, Planta-Mo-Cr y Planta-Mo-Cr-Lin). Por su
parte, la contaminacion solo con lindano también condujo a la disminucién del namero y
longitud de hojas, en comparacion a las plantas que crecieron sin contaminantes y sin inéculo
(p<0,05). En este sentido, las plantas desarrollaron un total de 4 hojas, cuyas longitudes
fueronde 29,0 £ 1,5 cmy 31,1 £ 6,0 cm, respectivamente (sistemas Planta-Lin y Planta-Mo-
Lin).
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Figura 3.19. Longitud y nimero de hojas de plantas de maiz inoculadas y desarrolladas en
sistemas contaminados con Cr(VI) y/o lindano luego del periodo de incubacién (30° C,
luz/oscuridad, 70% HR, 14 dias). Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05, prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo: microorganismo.
Planta y Planta-Mo: controles bioticos. Planta-Lin; Planta-Cr; Planta-Cr-Lin; Planta-Mo-Lin;

Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos biolégicos.

Si bien el maiz es capaz de tolerar compuestos organicos y metales pesados, la
exposicion a estos contaminantes puede tener efectos tdxicos en el crecimiento de la planta.
En este estudio, la exposicién de las plantas a Cr(VI) condujo a la reduccion de la biomasa
vegetal, longitud y niamero de hojas. EI cromo puede interferir en los procesos fisiologicos
de las plantas como la fotosintesis, captura, transporte y asimilacion de nutrientes minerales
(Nagajyoti y col., 2010; Shanker y col., 2005). Ademas, este metal genera cambios
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morfoldgicos como reduccion en el diametro, area superficial y cantidad de pelos radiculares
(Gomez y col., 2017).

Por su parte el plaguicida, si bien ocasiond una disminucion en la biomasa de las
plantas, no tuvo un efecto tan nocivo como el cromo. Los compuestos organicos hidrofobicos
como el lindano, tienden a ser menos fitotdxicos debido a que no se acumulan facilmente en
los tejidos vegetales (Pilon-Smits, 2005).

En la literatura se describen diferentes efectos de los contaminantes organicos e
inorganicos sobre las plantas de maiz, y en general se menciona que los mismos dependen
de la naturaleza quimica del contaminante organico o del metal pesado en si asi como también
de la concentracion de los mismos (Polti y col., 2012; Zhang y col., 2011).

Durante el tiempo del ensayo y en las condiciones ambientales empleadas, no se
observo un efecto beneficioso de Streptomyces sp. Z38 sobre las plantas desarrolladas en
condiciones de estrés, ya que la biomasa vegetal, nimero y longitud de hojas no aumentaron
en ningunas de las condiciones estudiadas. Se reportaron trabajos donde se observo que la
inoculacion de plantas con PGPB, aun en ausencia de estrés abidtico, generaba la diminucion
de la biomasa vegetal (Rojas y Tapia, 2012; Sziderics y col., 2007). En este sentido, bacterias
del género Streptomyces, productoras de moléculas promotoras del crecimiento vegetal
tuvieron efectos negativos sobre Salix viminalis y Festuca pratensis, por lo que los efectos
positivos de las cepas pueden ser dependientes de la especie vegetal (Becerra-Castro y col.,
2012). Las gramineas son productores conocidos de fitosiderdforos y por lo tanto asociarse
a bacterias productoras de sideréforos, podria no ser ventajoso (Morrissey y Guerinot, 2009).
Esto indicaria que las mejoras en el crecimiento vegetal no solo estarian relacionadas con las
caracteristicas promotoras del crecimiento de la bacteria inoculada, sino también con las

caracteristicas propias de la planta y el sustrato de crecimiento (Becerra y col., 2012).
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3.7.4.3 Contenido de agua en parte aéreay raices

La presencia de metales pesados puede inducir a un estrés hidrico en las plantas, no
solo por la disminucion en la captura de agua por las raices, sino también por cambios en la
conductancia estomatica, la taza de transpiracion, y el contenido relativo de agua en las hojas
(Dominguez y col., 2011). Para determinar el contenido de agua en las raices y en la parte
aérea de las plantas se calculd la relacion entre peso fresco (PF) y peso seco (PS) (PF/PS)
para cada tejido vegetal. Un mayor valor en la relacion indicaba que las plantas contenian un
mayor porcentaje de agua.

Los maximos valores obtenidos para esta relacion correspondieron a las plantas que
crecieron en los sistemas sin contaminantes y contaminados solo con lindano,
independientemente de la inoculacion microbiana (p>0,05). La relacién PF/PS fue menor en
las raices y parte aérea de las plantas que crecieron en presencia de Cr(V1), con relacion a los
sistemas controles (p>0,05) (Figura 3.20). En concordancia con estos resultados, Malar y
col. (2014) observaron una reduccion en el contenido de agua en plantulas de Eichhornia
crassipes cultivadas en presencia de Hg. Probablemente, la presencia de metales provoca
alteraciones en la apertura y cierre de los estomas perturbando el potencial hidrico
(Bashmako y col., 2005).
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Figura 3.20. Contenido de agua en la parte aérea y raices de plantas de maiz inoculadas y
desarrolladas en sistemas contaminados con Cr(VI) y/o lindano luego del periodo de
incubacion (30° C, luz/oscuridad, 70% HR, 14 dias). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05 prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo:
microorganismo. Planta y Planta-Mo: controles bioticos. Planta-Lin; Planta-Cr; Planta-Cr-

Lin; Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos bioldgicos.
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3.8 Evaluacion del estrés oxidativo en las plantas
3.8.1 Determinacion de malondialdheido

Las plantas expuestas a plaguicidas o metales pesados forman especies reactivas de
oxigeno (EROs) durante el transporte de electrones en cloroplastos, mitocondrias,
peroxisomas y glioxisomas. El incremento delas EROs genera la peroxidacion lipidica de las
membranas celulares resultando un claro indicador de dafio oxidativo (Jiang y Zhang, 2002).

La peroxidacion de los lipidos produce derivados aldehidicos secundarios, siendo el
malondialdehido (MDA) el mas abundante. Este compuesto, al reaccionar con el acido
tiobarbiturico, produce un compuesto coloreado que permite la deteccion y cuantificacion de
la lipoperoxidacion (Prado y col., 2012).

En este trabajo se encontrd que la acumulacion de MDA fue més alta en las raices de
plantas no inoculadas, desarrolladas con Cr(VI) (Figura 3.21). El contenido de MDA en las
raices del sistema Planta-Cr fue de 104,8 + 3,7 Eq MDA g PF, mientras que en el sistema
Planta-Cr-Lin fue de 31, 8 + 1,8 Eq MDA g PF. Zou y col. (2009) evaluaron el contenido
de MDA en las raices y hojas de plantas de maiz al crecer en un medio contaminado con tres
concentraciones de Cr(VI). Los autores informaron que la acumulacion de MDA en los
tejidos vegetales era mayor a medida que incrementaba la concentracién de cromo en el
medio de cultivo. Liu y col. (2008) expusieron resultados similares, observaron que el cromo
producia dafio oxidativo en la planta Amaranthus viridis L. En estos trabajos no se menciona
la concentracion del metal en los tejidos vegetales, aunque se sabe que la acumulacion tisular
depende de la concentracion del mismo en el medio de cultivo (Gao y col., 2010).

La mayor concentracion de MDA se detectd en el sistema Planta-Cr, en concordancia
con la mayor concentracion tisular del metal registrada en este sistema (punto 3.6.3) lo que
permite suponer gque la concentracion de EROs en el tejido vegetal fue considerablemente
elevada, provocando dafio lipidico.

Cuando las plantas se inocularon con Streptomyces sp. Z38 se registré un menor
contenido de MDA en presencia de Cr(VI), lo que permite suponer la activacion de algun

mecanismo de defensa vegetal, posiblemente activado por la bacteria. De acuerdo a Wang y
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col. (2013) la presencia de bacterias estimula la actividad de enzimas antioxidantes lo que

lleva a una disminucion del contenido de MDA.
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Figura 3.21. Contenido de malondialdehido (MDA) en las raices de plantas de maiz
inoculadas y desarrolladas en sistemas contaminados con Cr(VI1) y/o lindano luego del
periodo de incubacién (30° C, luz/oscuridad, 70% HR, 14 dias). Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05 prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr:
Cr(VI); Mo: microorganismo. Planta y Planta-Mo: controles biéticos. Planta-Lin; Planta-Cr;

Planta-Cr-Lin; Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos bioldgicos.
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3.8.2 Determinacion de la actividad superoxido dismutasa

La actividad de una 0 méas enzimas antioxidantes puede aumentar cuando se exponen
las plantas a condiciones adversas, y la elevada actividad generalmente se correlaciona con
una mayor tolerancia al ambiente. Entre las enzimas antioxidantes se encuentran la
superoxido dismutasa (SOD), involucrada en la dismutacion del anién superdxido (0% ),
formando H202 y O2" (Costa y col., 2013; Peralta y col., 2011).

Se determind la actividad SOD en las raices de las plantas de maiz y se encontr6 que
en presencia de Cr(VI) la actividad era significativamente mayor comparada con el control
biotico. Es decir, en los sistemas Planta-Cr y Planta-Cr-Lin, ambos inoculados, la actividad
SOD incrementaba significativamente (Figura 3.22).
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Figura 3.22. Actividad de la enzima superdxido dismutasa en las raices de plantas de maiz
inoculadas y desarrolladas en sistemas contaminados con Cr(VI1) y/o lindano luego del
periodo de incubacion (30° C, luz/oscuridad, 70% HR, 14 dias). Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05 prueba de Fisher). Lin: lindano; Cr:
Cr(VI); Mo: microorganismo. Planta y Planta-Mo: controles bidticos. Planta-Lin; Planta-Cr;

Planta-Cr-Lin; Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr; Planta-Mo-Cr-Lin: tratamientos biol6gicos.

En la literatura se describen diferentes patrones de incremento y disminucion de la
actividad de enzimas antioxidantes segun la especie vegetal, 6rgano de la planta, tipo y
concentracion del metal, duracion del estrés, edad de la planta y medio de crecimiento de la
misma (Gill y Tuteja, 2010; Gratéo y col., 2005). Coincidiendo con los resultados expuestos,

Prado y col. (2012) observaron que en las hojas flotantes de Salvinia minima la actividad
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SOD se incrementaba por la exposicion a Cr(VI1). Islam y col. (2015) demostraron que en
cultivos de lenteja sembrados en suelos contaminados con cobre, aumentaba la actividad
SOD cuando eran inoculados con la bacteria Providencia vermicola.

En este trabajo de Tesis, las plantas de maiz que no fueron inoculadas presentaron
mayor actividad SOD en presencia de Cr(V1). En estas condiciones la concentracion de MDA
detectada fue significativamente mayor, con relacion a su control, sugiriendo que las células
sufrieron un dafio oxidativo a nivel de lipidos. La inoculacion de los sistemas contaminados
con Streptomyces sp. Z38 cambid el panorama anteriormente mencionado. La presencia del
microrganismo, incrementé significativamente la actividad SOD y se observd una
disminucion del contenido de MDA en las plantas. Diferentes autores sugirieron que la
inoculacion bacteriana activa la expresion de genes relacionados a la respuesta al estrés
oxidativo causado por metales pesados (Duponnois y col., 2006; Gururani y col., 2012). Asi,
resulta posible suponer que Streptomyces sp. Z38 estimul6 no solo la actividad SOD, sino
todo el sistema antioxidante de la planta, lo que se reflejo en una marcada disminucion del
contenido de MDA.

3.9 Evaluacidén de ecotoxicidad

Las pruebas de ecotoxicidad empleando especies vegetales permiten determinar el
efecto de los contaminantes presentes en el suelo, como asi también monitorear el éxito de
un proceso de remediacion (Chiochetta y col., 2013). En este contexto, se realiz6 un
bioensayo de toxicidad utilizando Lactuca sativa como indicador de la calidad del suelo
contaminado luego de 14 dias de tratamiento bioldgico. Dicho estudio se llevé a cabo con
muestras de los sistemas tratados en los cuales se registraron las menores concentraciones
residuales de Cr(VI1) y lindano (Figuras 3.23).

Los parametros evaluados sobre el crecimiento de las plantulas de lechuga fueron
longitudes de radicula e hipocotilo.

Para corroborar la factibilidad de emplear lechuga como un buen indicador, se evalud
en primera instancia el efecto del suelo contaminado con Cr (VI) y/o lindano sobre el

desarrollo de las mismas.
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Se observo que las longitudes de radiculas e hipocotilos fueron significativamente
menores en los controles abidticos, con respecto al control sin contaminantes (Figura 3.23),
evidenciando la toxicidad del Cr(VI) y el lindano sobre las plantulas de lechuga y
demostrando por lo tanto, que es un bioindicador apropiado para el estudio del éxito del
tratamiento bioldgico. Posada y Hernandez (2007) describieron los efectos fitotoxicos de los
metales pesados, los cuales inhiben la germinacion y el crecimiento temprano de distintas
especies vegetales. Por su parte, el lindano puede generar desequilibrio en algunos procesos
bioguimicos retardando la elongacion de radiculas e hipocétilos (Bidlan y col., 2004; Fuentes
y col., 2013; Pereira y col., 2010).

Varios trabajos informaron que el tratamiento biolégico de un contaminante, a veces
puede ser acompafiado por la transformacion del compuesto original en metabolitos méas
toxicos que podrian persistir en el suelo y producir toxicidad en ciertas especies (Fuentes y
col., 2013; Pereiray col., 2010; Saez y col., 2014). En este trabajo se encontrd que las plantas
de lechuga que crecieron en los sistemas biorremediados, desarrollaron hipocotilos y
radiculas con longitudes significativamente mayores con relacion a los controles abi6ticos
(Figura 3.23). Esto indicaria que durante el tratamiento bioldgico de los suelos contaminados
con Cr(VI) y/o lindano, con Streptomyces sp. Z38 y/o las plantas de maiz, no se habrian
producido metabolitos de degradacidn o especies metalicas mas tdxicas que los compuestos

parentales.
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Figura 3.23. Longitud de los hipocotilos y radiculas de plantulas de lechuga desarrolladas
en los suelos tratados bioldgicamente (25° C, 70% HR, 5 dias). Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Lin: lindano; Cr: Cr(VI); Mo:
microorganismo. Sin contaminantes: control biotico. Lin; Cr(VI); Cr(VI)-Lin: controles
abioticos. Planta-Mo-Lin; Planta-Mo-Cr-Lin; Planta-Cr; Mo-Cr; Mo-Cr-Lin; Planta-Cr-Lin:

muestras de suelo tratadas biologicamente.
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CONCLUSIONES

El anélisis de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, permitieron formular

las siguientes conclusiones:

» Se determin6 la presencia de plaguicidas organoclorados y metales pesados en
muestras de suelo adyacentes a un antiguo depdsito clandestino de plaguicidas, sito

en la localidad de Argentina, Santiago del Estero.

» Se aislaron 57 colonias bacterianas con caracteristicas compatibles con
actinobacterias del género Streptomyces, a partir de muestras de suelo libre de
vegetacion, rizosfera y plantas crecidas en sitios circundantes al antiguo depdsito de

plaguicidas.

» Se seleccionaron cinco actinobacterias en virtud de su crecimiento en presencia de
Cr(VI) y lindano en medio soélido artificialmente contaminado. Las cepas
denominadas ZF, ZI (suelo), Z2, Z38 (rizosfera) y ZII (planta), se identificaron

mediante secuenciacion del ADNr 16S como miembros del género Streptomyces.

» Entre las cepas estudiadas, Streptomyces sp. Z38 y Streptomyces sp. Z2 presentaron
un mayor numero de caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal tales como
produccion de siderdforos, solubilizacion de fosfato inorganico, produccion de acido

indoacético y actividad ACC desaminasa.

» Se seleccionaron Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces sp. Z38 debido a que
presentaron los méaximos valores de remocion de Cr(VI) y lindano en medio de

cultivo liquido co-contaminado.
» En presencia de exudados radiculares de plantas de maiz, Streptomyces sp. Z2 y

Streptomyces sp. Z38 presentaron valores de remocién de Cr(V1) significativamente

superiores a los obtenidos en medio liquido con glucosa.
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» Laremocion de lindano por Streptomyces sp. Z2 y Streptomyces sp. Z38 en presencia
de exudados radiculares de plantas de maiz, no se vio afectada al aumentar la

concentracion del plaguicida.

» En el bioensayo en suelo, la mayor remocion de Cr(VI) se obtuvo en los sistemas
maiz-contaminantes y Streptomyces sp. Z38-contaminantes, mientras que la mayor
remocion de lindano se obtuvo en el sistema maiz-Streptomyces sp. Z38-

contaminantes.

» Streptomyces sp. Z38 estimuld el sistema antioxidante de las plantas de maiz en
presencia de Cr(VI), lo que se evidencid en un incremento de la actividad superoxido

dismutasa y en la marcada disminucién del contenido de malondialdehido.

» El desarrollo de las plantulas de Lactuca sativa utilizadas como bioindicadores de la
calidad del suelo al final del proceso, demostrd la efectividad de los procesos de

bio/fitorremediacion empleados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis permiten confirman la
hipotesis de trabajo inicialmente establecida. En este sentido, se encontré que el sistema
planta de maiz- Streptomyces sp. Z38 es una metodologia atil para tratar suelos co-
contaminados con Cr(VI1) y lindano.

El conocimiento alcanzado a partir del analisis de los resultados obtenidos en
este trabajo, proveen las bases para entender mejor las interacciones entre
actinobacterias, plantas y contaminantes, permitiendo optimizar las técnicas de
bio/fitorremediacién de sistemas co-contaminados con plaguicidas organoclorados y

metales pesados en futuros ensayos a mayor escala.
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