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Introducéo

La contaminacion ambiental con Cr(VI) ha sido
detectada en una gran variedad de sitios debido a
sus usos mdltiples  (curtiembres, textiles,
metallrgicas). Una de las posibles estrategias para
tratar estos ambientes es la fitorremediacion la cual
comprende el uso de la vegetacibn y sus
microorganismos asociados para el saneamiento de
sitios contaminados. Debido a la sinergia propia de
la asociacion planta-bacteria, estas Ultimas pueden
a su vez generar condiciones propicias para el
establecimiento y desarrollo de plantas que crecen
bajo condiciones de estrés, ademas de presentar
muchas de ellas capacidad de remover plaguicidas
organoclorados y/o metales pesados, en
combinacion con tales especies vegetales.

Aislar actinobacterias desde suelo,

de dichos microorganismos.

Material e Métodos

Se realiz6 el aislamiento de microorganismos
provenientes de muestras de suelo y de plantas
recolectadas desde un sitio contaminado. Se evalu6
la tolerancia a Cr(VI) y lindano en medio sélido
complejo. Se evalu6 la capacidad de remocién de
Cr(VI1), de las cepas seleccionadas en un medio
minimo (5 g L glucosa - asparagina), adicionado
con 25 mg L de Cr(Vl). Al cabo de 7 dias se
determind Cr(VI) residual. Se empleé como control
positivo la cepa Streptomyces sp. M7. Se evallo
cualitativamente  propiedades promotoras del
crecimiento vegetal (produccién de sideréforos y
solubilizacién de fosfato) en las cepas seleccionadas
previamente.
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rizosfera y
especies vegetales desarrolladas naturalmente en
sitios contaminados, y evaluar la remocion de Cr(VI), y
las propiedades promotoras del crecimiento vegetal

Resultados e Discussao

Se aislaron 57 cepas y posteriormente seleccionaron
5 con caracteristicas compatibles a las de
actinobacterias y que presentaron tolerancia a Cr(VI)
y lindano en un medio de cultivo complejo. Se
observé remocién de Cr(Vl) en MM liquido, en
valores comprendidos entre 30 + 4,25% y 52 + 5,6%
con los diferentes microorganismos seleccionados y
la cepa control.

Se determind que dos  microorganismos
solubilizaban fosfato y wuna cepa producia
sider6foros, en las condiciones de cultivo
ensayadas.

Conclusodes

Estos resultados constituyen un aporte fundamental
para futuros experimentos de fitorremediacién, en
los que se combinen actinobacterias con plantas
tolerante como el maiz, para el tratamiento de
suelos contaminados con Cr(VI).
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Aislamiento y evaluacién de microorganismos
para su uso en procesos de fitorremediacion

de suelos co-contaminados con Cr(VI) y
lindano: Un prospecto muy alentador

Introducéo

La fitorremediacion comprende el uso de la
vegetacion y sus microorganismos asociados para el
saneamiento de sitios contaminados?, la cual
adquiere importancia al analizar la problematica
actual acerca de la contaminacion de vastas
extensiones de suelos y sedimentos de todo el
mundo. Por su parte, la contaminacion con metales
pesados es una problematica de larga data en
nuestro pais, particularmente el Cr(VI), tiene un gran
namero de aplicaciones en diversas, por lo que este
metal ha sido detectado en las inmediaciones de
numerosos sitios industrializados de la Argentina 2.
Se caracteriza por ser aproximadamente 1.000
veces mas toxico y mutagénico que el Cr(lll) por su
mayor solubilidad en agua, difusién a través de las
membranas bioldgicas e interaccion con proteinas
intracelulares y acidos nucleicos. Nuestro grupo de
trabajo desarrolla desde el afio 1999 una linea de
investigacion sobre degradacion de plaguicidas
organoclorados (POs) y remocién de metales
pesados por actinobacterias. El género
Streptomyces desempefia una funcién esencial en
biorremediacién, ya que debido a su versatilidad
metabdlica, pueden crecer en suelos sometidos a
contaminaciéon madltiple 3.

En materia de aplicacion de microorganismos en
procesos de fitorremediacion, el prospecto es muy
alentador, debido a la sinergia propia de la
asociacion planta-bacteria, estas dltimas pueden
generar condiciones propicias para el
establecimiento y desarrollo de plantas que crecen
bajo condiciones de estrés como las que se generan
durante la acumulaciéon de contaminantes. Algunas
de las propiedades deseables en tales bacterias
son: produccion de fitohormonas, estimulacion de la
produccion de enzimas vegetales involucradas en el
metabolismo del etileno, estimulacibn de la
liberacién de nutrientes esenciales para las plantas o
induccién de mecanismos de defensa vegetal #

En este sentido, el estudio de actinobacterias con
capacidad de remover POs y/o metales pesados, en
combinaciéon con especies vegetales con la misma
propiedad, se presenta como una alternativa
atractiva  potencialmente  aplicable para el
saneamiento de sistemas sometidos a
contaminacion multiple.

Aislar actinobacterias desde suelo, rizésfera y
especies vegetales desarrolladas naturalmente en
sitios contaminados y evaluar la remocion Cr(VI) y
las propiedades promotoras del crecimiento vegetal
de los microorganismos seleccionados.
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Material e Métodos

1 Aislamiento de actinobacterias desde suelo,
riz6sfera y especies vegetales desarrolladas
naturalmente en sitios contaminados vy
evaluacion de la remocién Cr(Vl) por dichos
microorganismos

1.1 Toma de muestras y analisis de las mismas
Las muestras de suelo, rizosfera y especies
vegetales se colectaron en la localidad de Argentina
(Santiago del Estero), en el sitio donde fue
localizado el deposito clandestino de POs y metales
pesados.

Con el objetivo de detectar los niveles de
contaminacién, se investigd acerca de la presencia
de POs y metales pesados en las muestras de
suelo, mediante GC-UECD (Cromatografia Gaseosa
con Microcaptura de Electones) y mediante ICP-MS
(Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de
Acoplamiento Inductivo), respectivamente.

1.2 Aislamiento de actinobacterias de las
muestras

Cada muestra, fue asépticamente colectada en
tubos estériles y mantenidas a 5°C hasta peso
constante. Las muestras de suelo y rizésfera fueron
diluidas con una solucion estéril de hexametafosfato
de sodio, previamente a la inoculacion en las placas
para el aislamiento. Con respecto a las especies
vegetales, fueron previamente  esterilizadas
superficialmente.

El aislamiento de microorganismos se llevé a cabo
en placas con medio Caseina Almidon Agar (CAA),
suplementado con una concentracion final de 20 pg
ml* de &cido nalidixico y cicloheximida para inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas y hongos,
respectivamente. Las placas fueron incubadas a 30°
C y las colonias fueron purificadas sin la adicién de
antibiéticos, mediante transplantes periddicos en
medio  CAA. Se aislaron las  colonias
seleccionandolas segun su morfologia, color y
presencia de pigmentos difusibles, segun el Manual
de Bergey.

1.3 Seleccion de microorganismos tolerantes al
Cr(VD) y lindano (POs)

Con el fin de evaluar la tolerancia al Cr(VI) de los
microorganismos aislados con caracteristicas
aparentes a actinobacterias, se realiz6 un ensayo
cualitativo, usando placas con medio minimo (MM)
agarizado. Canales rectangulares se cortaron en el
centro de la placa y luego se llenaron con una
solucion de Cr(VI) de 250 mg L y una solucién de
lindano de 250 pg L. Los microorganismos fueron
sembrados de manera transversal al canal. Las
placas fueron incubadas a 30° C durante 7 dias. El
crecimiento microbiano fue utilizado como un
parametro cualitativo de tolerancia a ambos
contaminantes. Muestras controles para el
crecimiento fueron realizadas usando un medio sin
la adicion de téxicos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrometr%C3%ADa_de_Masas
http://es.wikipedia.org/wiki/Plasma_(estado_de_la_materia)
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1.4 Seleccién de microorganismos capaces de
remover Cr(VI)

Suspensiones de esporos de los microorganismos
previamente seleccionados fueron inoculados en
medio minimo (MM) liquido (5 g L glucosa, 0,5 g L*
asparagina y sales). Una solucién de Cr(VI) fue
adicionada  asépticamente al MM a una
concentracion final de 25 mg L. Todos los cultivos
fueron incubados en un incubador rotatorio (180
rpm), a 30° C, durante 7 dias. Se realizaron
controles sin la adicion de Cr(VI). Se realizd un
control abiético y un control positivo utilizando la
cepa Streptomyces sp. M7 previamente aislada y
caracterizada en el grupo de trabajo.

El sobrenadante de los cultivos centrifugados (9000
X g, 10min, 4° C), fue usado para determinar
concentracion de Cr(VI) residual, colorimétricamente
por reaccion con 1,5-difenilcarbazida (DFC) en
solucion &acida. La lectura se realizd en un
Espectrofotometro Lector de Microplacas (ELISA
reader) a 540 nm.

La biomasa microbiana fue estimada por lavado del
pellet con agua destilada y secado hasta peso
constante a 105° C.

2 Evaluacion de las propiedades promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB)

Se estudiaron propiedades caracteristicas de PGPB
en los microorganismos seleccionados y de
Streptomyces sp. M7.

2.1 Evaluacién cualitativa de la produccién de
sideroforos

La produccién de sideroforos se observé por el
cambio de color del medio agar CAS de verde
azulado a naranja, lo que produjo la formacién de un
halo claro alrededor de cada una de las colonias.
Para la preparacion del colorante CAS, se realizé
una solucién A: 0,03025 g del colorante CAS fue
disuelto en agua destilada (pH 7). Posteriormente se
agrego6 FeCls. 6H20 0,1mM, y se adicioné KOH 10%
para adquirir el color verde azulado (pasos
intermedios con cambios de color). Se realizd
ademas una solucion B conteniendo CTAB
(detergente), finalmente se agregd la solucion A a la
solucién B. La mezcla (color verde azulado) se
esterilizd a vapor fluente durante 20 minutos.

Se prepar6 MM agarizado con el agregado de
PIPES, sin la adicion de la fuente de hierro, y se
esterilizd en autoclave (1 atm 15 min, 120° C),
finalmente el MM fue suplementado con el colorante
CAS. Cultivos de los microorganismos
seleccionados (20pl) fueron inoculadas en placas de
medio MM agar CAS e incubadas a 30° C, durante 7
dias.

Se realizé un control positivo con la cepa A.
brasilense. El ensayo se realizd por triplicado para
cada cepa.

2.2 Evaluaciobn de la de
solubilizadores de fosfato

Cultivos de los microorganismos seleccionados
(20ul) fueron inoculadas en MM agar suplementado
con fosfato tricalcico (5g L) e incubados a 30° C,
durante 7 dias. La visualizacion de un halo claro

produccion
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alrededor de las colonias fue indicativa de la

solubilizacién de fosfato.

Resultados e Discussao

1.1 Toma de muestras y andlisis de las mismas
Los metales pesados encontrados en las muestras
de suelo, se muestran en la Tabla 1

El Cr (VI) se encontré presente en concentraciones
varias veces superiores a las permitidas segun los
Niveles Guias de Calidad para Cr(VI) en todas

muestras de suelo colectadas.

Plaguicidas  organoclorados  también  fueron
detectados (datos no mostrados).
Muestra A Muestra B Muestras C Muesztra D

Li Muestra ug/g Muestra ug/g Muestra ug/g Muestra ug/g
Mg 43,812 33,506 52,661 42,119
Al 1107,821 607,23 1616,22 674,993
P 5135,499 84793,018 424775 84403,543
Mn 727,713 698,989 734,855 684 656
Co 11,587 11,365 10,17 10,705
Ni 1,192 17,34 17,087 15,43
Cu 28,785 34,245 31,82 26,736
Zn 71,94 74,978 70,639 67,599
Se -5,724 -12,861 -9,545 -22,483
Sr 224,081 192,069 125,173 180,53
Cd 0,06 0,167 0,254 0,018
Sb -441,045 -1474,035 -863,64 -462,184
Ba 685,093 580,602 302,167 466,253
Hg 0,561 0,474 0,679 0.755
T 5,456 10,08 7,338 5,099
Pb 9,982 20,586 14,081 9,412
u 3,11 3,159 4,237 3,167
M 25,6855 2ol 52,509 52389
= 33,338 33,34 31,562 31,119
re £53%00,58 «5110,10 <UD 18,2590 L 3UD, 06N
As 8,671 8,125 6,232 8,442
Sn 115,682 190,728 129,573 94,316
Ti 8559,06 7771,515 6855,058

7775,869

Tabla 1 Metales detectados en muestras de suelo
provenientes del sitio donde se detectd el depésito
clandestino de POs y metales pesados en Argentina
(Localidad de Santiago del Estero)

1.2 Aislamiento de actinobacterias de las
muestras

Se aislaron 57 microorganismos a partir de las
muestras colectadas del sitio contaminado, con
caracteristicas tipicas de actinobacterias tales como
micelio vegetativo y en algunos casos micelio aeréo
y formacién de esporas.

1.3 Seleccién de microorganismos tolerantes al
Cr(Vl) y lindano

La evaluacion cualitativa del crecimiento en
presencia de 250 mg L de Cr(VI) y 250 ug L de
lindano fue Illevada a cabo comparando el
crecimiento en presencia y ausencia de los
contaminantes.

De los 57 microorganismos aislados, 5 de ellos
mostraron similar crecimiento a aquel observado en
los controles no contaminados. Las colonias
seleccionadas fueron designadas: cepa F e | (suelo),
cepa 38 y 2 (rizésfera) y cepa Il (especies
vegetales).

Estos resultados indican que las concentraciones
usadas no fueron inhibitorias para el crecimiento de
5 microorganismos aislados bajo las condiciones
ensayadas. Las  concentraciones de los
contaminantes fueron seleccionadas en base a
estudios previos, teniendo en cuenta las normas

3
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internacionales para los niveles permitidos en suelo
(9 ug kgt para Cr (VI)), con el fin de asegurar que
los microorganismos seleccionadas presenten una
alta tolerancia a la toxicidad de los contaminantes
ensayados.

Cabe resaltar ademas que en primera instancia se
realiz6 el ensayo con cada uno de los contaminantes
de manera individual, observandose que aquellos
microorganismos capaces de tolerar Cr(VI), también
lo hacian en presencia del lindano (datos no
mostrados)

La degradacion de los contaminantes organicos por
microrganismos corresponde generalmente a un
sistema inducible. Sin embargo en ambientes co-
contaminados, la presencia de metales pesados
inhibe los metabolismos de degradacion, por lo tanto
es necesario evaluar la toxicidad de ambos
contaminantes en combinacion, con el fin de
seleccionar los microorganismos mas favorables
para los procesos de biorremediacion.

1.4 Seleccién de microorganismos capaces de
crecer en presencia de Cr (VI)

Se determind la capacidad de remover Cr(VI) de las
cepas 2, F y 38, las cuales presentan formacién de
esporos. El crecimiento de los microorganismos
seleccionados con 25 mg L' de Cr(VI) fue
determinado en un MM liquido. Dos criterios fueron
analizados (biomasa y Cr(VI) residual): el primero
fue medido para establecer el comportamiento de la
poblacién microbiana y el segundo para determinar
remocion del metal pesado.

La biomasa en presencia de Cr(VI) varié entre 0,46
+0,099gL'y0,66 % 0,02 g L1, sin mostrar inhibicién
del crecimiento microbiano respecto al control sin
contaminante para los microorganismos ensayados.
Los valores residuales de Cr(VI) estuvieron
comprendidos entre 12,58 mg Lty 17,47 mg L.
Todas las cepas evaluadas fueron capaces de
remover Cr(VI). La mayor remocioén correspondié a
la cepa F rizosferica (50%) Grafica 1. La remocion
de Cr(VI) en el control abiético fue de un 2%.

60

: 1

40

L ! ]

20

Remocion de Cr(VI) (%)

10

M7 2 38 F

Microorganismos ensayados

Grafica 1 Remocion de Cr(VI) en un MM adicionado
con 25 mg L de Cr(VI)

Los procesos por los cuales los microorganismos
interactian con los metales pesados pueden ser
biosorcién, bioacumulacioén y reduccion enzimética.

El ensayo cuantitavo de resistencia fue realizado en
MM, porque el metal suplementado no forma
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complejos con los componentes del medio y todo el
metal adicionado esta biodisponible.

Se reportaron estudios donde se demuestra que la
reduccion microbiana de Cr(VI) se vio incrementada
con medios mas nutritivos, por lo que se puede
inferir que los porcentajes de remocién podrian
verse incrementados en presencia de una mayor
concentracién de glucosa o bien en futuros ensayos
con lindano, que podria ser utilizado como fuente de
carbono.

2. Evaluacion de las propiedades promotoras del
crecimiento vegetal

Se evalué cualitativamente la produccion de
sideréforos y solubilizadores de fosfato de los cinco
microorganismos previamente seleccionados: cepa
F e | (suelo), cepa 38 y 2 (rizésfera) y cepa Il
(especies vegetales) como asi también de
Streptomyces sp. M7.

La produccién se consideré positiva (+) o negativa
(-) dependiendo de la aparicion del correspondiente
halo, como consecuencia del cambio de color del
medio agar CAS de verde azulado a naranjado en el
caso de produccion de sideréforos, o por la
solubilizacion de fostato. En la tabla 2 se muestra los
resultados obtenidos

Cepa F |l 2 38 Il M7
Produccion de | - | - - + - -
sideréforos

Produccion de | - | - - + - +
solubilzadores

de fosfato

Tabla 2 Evaluacién de las propiedades promotoras
del crecimiento vegetal.

Conclusdes

Se realiz6 el aislamiento de microorganismos
provenientes de muestras de suelo y de plantas
recolectadas desde un sitio contaminado (localidad
de Argentina, Santiago del Estero). Se aislaron 57
microorganismos con caracteristicas compatibles a
las de actinobacterias. Solo 5 cepas bacterianas
fueron seleccionadas por presentar capacidad de
tolerancia a Cr(VI) y lindano en un medio de cultivo
complejo.

Se evalud la capacidad de remocion de Cr(VI),
cultivando 3 de las cepas seleccionadas en un
medio minimo liquido (5 g L glucosa y asparagina),
adicionado con 25 mg L* de Cr(VI). Se empled
como control positivo la cepa Streptomyces sp. M7.
En todos los casos, se observd remocion de Cr(Vl),
siendo esta significativamente mayor por la cepa de
suelo F, sin inhibicion del crecimiento microbiano
con respecto a sus respectivos controles biéticos.

Se evaluaron algunas propiedades promotoras del
crecimiento vegetal (produccion de sideroforos y
solubilizacion de fosfato) en las 5 cepas
seleccionadas previamente. Se determiné que dos
solubilizaban fosfato y una producia sideréforos, en
las condiciones de cultivo ensayadas.
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