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Esta obra esta dedicada a todos los investigadores que en laboratorios de diversa envergadura con mayor
y/o menor disponibilidad de recursos y equipamiento han dedicado muchas horas de su vida a
desentrafiar la biologia, interacciones y roles de los microorganismos en el mundo lo cual ha contribuido a

comprender y mejorar la vida.
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Los microorganismos son la vida del suelo y los responsables de su fertilidad.
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Proélogo

Esta obra esta destinada a los estudiantes de las carreras de Ingenieria Agrondmica e Ingenieria
Forestal y fue realizada por los docentes del curso de Microbiologia Agricola. Describe de manera
sencilla y sintética el rol que cumplen los microorganismos en el suelo y en su interaccion con
las plantas y los animales. Los microorganismos dan vida al suelo porque dinamizan los
nutrientes, entre ellos el C y el N, que contribuyen a la estabilidad de los suelos y el crecimiento
y rendimiento de los cultivos. La microbiologia de las bacterias de la leche se asocia a la
produccion, desarrollo y utilizacién de probiodticos y conservacion del forraje. El agua de ingesta
debe estar libre de microorganismos y en los efluentes de agua se debe bajar la carga
microbiana. Los microorganismos se utilizan como indicadores de la calidad del ambiente y
cumplen un rol clave en la descontaminacién de suelos perturbados y en biorremediacién de
matrices contaminadas. Por ultimo, la formulacién de bioinsumos es hoy un tema clave de la
produccion agricola sustentable y por eso describimos las principales aplicaciones. El libro fue
elaborado por un equipo de profesionales entre los que se distinguen Agrénomos, Bidlogos,
Ecdlogos y Biotecndlogos. El trabajo fue intenso y llevé tiempo, pero fue divertido, esperamos lo
disfruten y resulte de utilidad.

Pedro A. Balatti
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CAPITULO 1
Conceptos generales de Microbiologia
Pedro A. Balatti

Este capitulo tiene como objetivo describir aspectos generales de la Microbiologia que son
necesarios para luego tratar aspectos de la Microbiologia Agricola. La Microbiologia estudia a
los microorganismos que no son visibles a simple vista y por ello su avance esta intimamente
ligado al desarrollo de la microscopia y de metodologias especificas para aislar y cultivar a los
microorganismos. Por eso la Microbiologia Agricola se inicia como ciencia cuando Anton van
Leeuwenhoek con un microscopio casero, que €l construyé en sus horas de ocio, describio la
presencia de animaculos en muestras de suelo. A partir de este momento, se dispararon los
estudios de la microscopia, cuyo desarrollo fue dependiente de la resolucion de los microscopios.
Esta ultima es una funcion de la apertura de la lente del objetivo del microscopio y la longitud de
onda de la luz, siendo mejor si se capta mas haces de luz proveniente de la muestra objeto. Por
eso, cuando se hacen observaciones con rayos x o con flujos de iones, es decir se trabaja con
menores longitudes de onda, se aumenta la resolucion de lo observado y se puede discriminar

entre estructuras mas pequefas que una célula como los virus.

Microorganismos que componen la comunidad del suelo

El suelo es uno de los ambientes mas heterogéneos por caracteristicas fisicas y quimicas,
pero también porque contiene una cantidad muy grande de diversos microorganismos. El suelo
contiene virus, bacterias, hongos, actinomicetes, algas, protozoarios y macroorganismos; todos
los cuales le dan vida y son esencialmente responsables de la dinamica de los nutrientes en los
suelos. Es por este motivo que la vida del suelo es importante para el crecimiento de las plantas
y la sostenibilidad de los sistemas. En la Figura 1.1 se presentan datos comparativos del tamafio
de los microorganismos, de su cantidad en el suelo en lo que hace a numeros de individuos y

cuanto representa esto en biomasa de peso fresco del suelo.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 8



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Figura 1.1
Tamario y Biomasa de los microrganismos del suelo
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Nota. Composicion de la comunidad microbiana de los suelos en tamafio y cantidad.

Los virus son entes que se describieron por primera vez en 1890, éstos se encuentran en

grandes numeros en los suelos (Figura 1.2), como se reproducen solo en sus hospedantes
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indican la presencia de sus huéspedes. Los virus estan formados por material genético ADN o
ARN que estan rodeados de una cubierta proteica formada por capsdmeros, son de muy
pequefio tamano 20 a 300 nm. Los mas pequefos son mas simples y codifican 3 genes y los
mas complejos hasta 120; estos ultimos que son los virus que se suelen encontrar en el suelo se
conocen como bacteriéfagos, porque infectan a las bacterias del suelo. El resto de las

comunidades de organismos presentes en los suelos son también afectadas por los virus.

Figura 1.2

Esquema de un bacteriéfago
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La estructura de los bacteriofagos consiste en una cabeza icosaédrica con una cobertura
proteica, la capside, que contiene ADN. A esto le sigue un collar que se ensambla a un canal
proteico hueco que presenta una base, espiculas que aparecen como patas y otras fibras. Esa
placa base y las espiculas son las que les permite reconocer a la bacteria hospedante en la que
ingresa el material genético del virus en donde se multiplica. Las infecciones viricas se describen
en varias etapas: la adsorcién del virus a la superficie bacteriana (reconocimiento), la penetracion
(ingreso del material genético desnudo) y la replicacién del virus, seguido del ensamblaje (en el
que el material genético viral es recubierto por la capside) y liberacién de las particulas virales a
los suelos.

La replicacion del virus en su hospedante puede ser de dos tipos. Cuando el hospedante, es
decir las bacterias, estan creciendo sin restricciones el virus las infecta, se multiplica en ellas y
luego de ensamblarse, se liberan muchas particulas virales; a este ciclo se lo conoce como ciclo
litico. Cuando el virus infecta bacterias que no se encuentran creciendo y por lo tanto la sintesis
proteica ocurre lentamente, el material genético del virus se integra al genoma del hospedante y
se multiplica junto con éste silenciosamente (ciclo lisogénico). Esto sucede hasta que
determinadas condiciones ambientales hacen que la bacteria active su metabolismo, lo que
conduce a la sintesis de la proteina de cobertura del virus que envuelve al material genético
liberando asi particulas virales (virién). Los virus son muy especificos en su interaccién con los
hospedantes bacterianos y esto se utiliza tecnolégicamente para el reconocimiento e
identificacion de bacterias y de alguna manera son un factor clave para regular la poblacién de
otros organismos de los suelos. Los virus frecuentemente mutan debido a que no suelen tener

sistemas de reparacién de los cambios genéticos que se producen durante la replicacion, esto
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es a tal punto que suelen poder agruparse por los sitios geograficos de donde provienen las

muestras.

Figura 1.3

Ciclo litico y lisogénico de un bacteriéfago
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Las bacterias son organismos procariotas, mayoritariamente unicelulares que en grandes
cantidades habitan todos los ambientes del planeta, entre ellos los suelos. Entre las
caracteristicas que se utilizan para clasificar a las bacterias estan las morfologicas, fisiologicas,
las bioquimicas, las antigénicas y las ecoldgicas. Los grupos taxonémicos bacterianos son
numerosos y se generan en funcién de la comparacién de la secuencia nucleotidica del ARN
ribosémico. Este material genético responsable de la sintesis proteica esta conservado, excepto
regiones no codificantes, y ha sido utilizado para establecer las relaciones entre ellos. Se
distinguen tres dominios de la biodiversidad, el dominio bacterias o eubacterias, las
arqueobacterias y los organismos eucariotas. Es interesante destacar que las arqueobacterias
se encuentran evolutivamente mas proximas a los eucariotas que a las bacterias.

Los organismos procariotas no tienen organelas y los procesos metabdlicos se encuentran
compartimentalizados en pliegues membranales. Excepto las micoplasmas, que no tienen pared,
las bacterias tienen una pared formada por peptidoglucano, que es un polimero de N-acetil
muramico y N-acetil glucosamina que a la vez se une a un tetrapéptido. Las bacterias respiran y
fotosintetizan utilizando rutas metabdlicas similares a la de los eucariotas, pero no tienen ni
mitocondrias ni cloroplastos. El material genético consiste en una molécula de ADN desnudo,
organizada en un cromosoma superenrollado inmerso en el citoplasma. Esta estructura se
denomina nucleoide, ya que carece de membrana nuclear (carioteca).”

Las bacterias suelen tener ademas material genético extracromosémico, que se conocen
como plasmidos; éstos se replican de manera independiente al cromosoma y en general
codifican genes de caracteristicas accesorias como resistencia a metales pesados, antibioticos,
capacidad patogénica, etc. Este material genético extracromosémico puede pasar de una

especie bacteriana a otra a través de lo que se conoce como conjugacion, un proceso de
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transferencia horizontal. Las bacterias se dividen por fisién binaria, en la que después de la

replicacion una copia del cromosoma va a cada una de las células hijas.

Figura 1.4

Morfologia y componentes de una bacteria
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Las variaciones genéticas bacterianas suelen ocurrir también como resultado de los
siguientes procesos de transferencia horizontal: transformacién, proceso que consiste en el
ingreso de fragmentos de ADN a células bacterianas joévenes que tienen paredes mas
permeables. Una de las cosas que ocurren cuando mueren las bacterias en el suelo es que se
fragmenta su ADN en pequefios trozos. EI ADN bacteriano que ingresa eventualmente se
recombina e inserta en el cromosoma bacteriano, generando asi una variante bacteriana. Otra
forma en que las bacterias presentan cambios genéticos es por la transduccion generalizada y
especializada que provocan los bacteriéfagos. La transduccioén generalizada consiste en que un
bacteriéofago que infecta una bacteria, se desensambla y multiplica luego de lo cual, sintetiza
proteinas de cobertura para rodear las nuevas particulas virales que son liberadas cuando se
produce la lisis celular. Algunas de esas particulas contienen material genético bacteriano
rodeado por la capside que de esta manera puede transferir ese material genético. La
transduccion especializada es similar a la anterior; la diferencia radica en que cada réplica del
fago generado en la bacteria hospedante lleva un trozo de material genético bacteriano, es decir
que todas las particulas ensambladas podran generar modificaciones en la comunidad
bacteriana susceptible de ser infectadas por esas particulas virales.

Por otro lado, las bacterias pueden sufrir mutaciones en secuencias claves, la frecuencia de
mutaciones es mayor de lo que creemos, pero muchas no se detectan debido a que generan un
fenotipo letal y otras no generan cambios ya que con frecuencia aun cuando cambia la tercera
base el triplete sigue codificando el mismo aminoacido. Es interesante destacar que algunos de
estos mecanismos también generan variabilidad en los hongos y demas organismos del suelo.

Hay dos caracteristicas de las bacterias que son claves en su fisiologia pero que ademas se
utilizan con fines de identificacion. Una es el grosor de la pared y la presencia de una membrana
externa a la membrana plasmatica y el otro es la capacidad de algunos grupos bacterianos de

formar esporas de resistencia.
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Pared de las bacterias

En cuanto a la pared, Gram, un cientifico danés, describié un procedimiento para caracterizar
el grosor de la misma a través de una reaccion. Asi se diferencian dos grandes grupos de
bacterias las Gram (+) y las Gram (-), que tienen que ver con el resultado de la reaccién que se
produce al final del procedimiento. Las bacterias Gram (+) retienen el colorante violeta y las Gram
(-) pierden a este colorante y se tifien con otro colorante de contraste rosa que es el color que
tienen vistas al microscopio. Las Gram (+) son bacterias que tienen una pared de peptidoglucano
muy gruesa y no tienen una membrana externa. Entre sus constituyentes se destacan los acidos
teicoicos, acidos lipoteicoicos y una membrana plasmatica. El espacio que se encuentra entre la

membrana y la pared se conoce como espacio periplasmico y es estrecho.

Figura 1.5

Esquema de la pared y membrana de una bacteria Gram (+)
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Nota. Estructura, composicion y distribucion de la pared y la membrana en una Bacteria Gram

(+)-

Las bacterias Gram (-) se caracterizan por tener una pared muy delgada que se ubica entre
la membrana plasmatica y una membrana externa formada por lipopolisacaridos y fosfolipidos,
entre los que se ubican ademas las proteinas porinas. En estas bacterias el espacio periplasmico
es amplio y contiene una matriz proteica densa en donde se detectan actividades enzimaticas
de importancia. Las porinas son canales que facilitan el pasaje de compuestos especificos y/o

agua.
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Figura 1.6

Esquema de la pared y membrana de una bacteria Gram (-)
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Nota. Estructura, composicién y distribucion de la pared y las membranas interna y externa en

una Bacteria Gram (-)

Ademas de las bacterias descritas también se conocen las bacterias acidas que presentan
una pared celular delgada entre la membrana plasmatica y la membrana externa que en este
caso esta conformada por acidos grasos de cadena larga (acidos micdlicos), que también
contiene porinas. Por ultimo, existe un grupo de bacterias que carecen de pared como los
micoplasmas que no presentan membrana externa, pero su membrana plasmatica esta formada
por esteroles (ausente en la mayoria de los procariotas) que le confieren una mayor resistencia.

La superficie de las bacterias es clave porque es la forma en que se relacionan e interactian
con otros organismos. En este sentido algunas bacterias producen glucocalix que estan
formados por glicoproteinas que rodean a la bacteria y que alteran las propiedades superficiales
que hacen a su reconocimiento. Por otro lado, otras bacterias producen capsulas que consisten
en una pelicula de una sustancia mucilaginosa, constituida esencialmente por un polimero de
azucares que se adhieren fuertemente a la célula, que puede variar en grosor y constitucion
polisacaridica. Esta capsula ademas de proveer de caracteristicas de reconocimiento a la
bacteria reduce la pérdida de agua por evaporaciéon y a veces protege a la bacteria de la

fagocitosis de los protozoarios.

Esporulacion

En cuanto a la formacién de esporas las bacterias de los géneros Gram (+) Clostridium y
Bacillus se destacan porque forman esporas cuando el cultivo bacteriano es expuesto a un
estrés. Este evento consiste en que se induce un cambio regulatorio del complejo proteico que
regula la expresion de genes y asi, dejan de sintetizarse los componentes celulares de una célula

vegetativa y comienza a formarse un conjunto de proteinas nuevas que conducen a la regulacion

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES | UNLP 14



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

y formacion de estructuras tipicas de la esporulaciéon. Estas esporas bacterianas son muy
resistentes a condiciones ambientales adversas y es muy complejo inactivarlas, lo que se logra
con procesos de esterilizacion.

Es importante destacar que a lo largo de este libro se habla de las cianoficeas y de los
actinomicetes, estos dos grupos son bacterias que se asocian por un conjunto de capacidades
como es en las primeras la capacidad de fotosintetizar y fijar nitrégeno. En el caso del segundo
grupo son bacterias Gram (+) filamentosas que forman esporas y contienen varios nucleos, pero

debe estar claro que son bacterias.

Figura 1.7

Esquema del proceso de esporulacion en bacterias
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Otros microorganismos del suelo

En los suelos también encontramos a las cianobacterias que son las bacterias mas antiguas
del planeta, que con su capacidad fotosintética oxigénica contribuyeron a aumentar la
disponibilidad de oxigeno en la atmdsfera. La mayoria de las cianoficeas son fototrofos obligados

y almacenan el C fijado por fotosintesis como sustancias similares al almidén o como aceite y
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adicionalmente fijan nitrégeno y lo almacenan como cianoficina. La mayoria de las cianoficeas
liberan un mucilago que las protege de la desecaciéon y ademas actua como quelante de
nutrientes en suelos arenosos. Ellas contienen pigmentos accesorios a la clorofila como la
ficocianina, que es responsable de su llamativo color azulado. Las cianobacterias pueden ser
unicelulares, filamentosas o formar colonias. Los filamentos se forman porque durante la
multiplicacion celular las células resultantes comparten sus paredes o porque las células quedan
unidas a través de mucilagos. Las cianoficeas se mueven en el suelo por procesos de
desplazamiento sin flagelo.

Los hongos son otros habitantes del suelo. Ellos son eucariotas quimioorganétrofos
(heterotrofos) que estan provistos de una pared de quitina y que filogenéticamente se agrupan
en el Reino Fungi (Supergrupo Opisthokonta). Los hongos pueden colonizar distintos tipos de
sustratos del suelo y habitar en cursos de agua dulce, asi como con menor frecuencia también
de ambientes marinos. Ellos suelen ademas desempefiar diferentes roles ecolégicos, como
saprotrofos, simbiontes mutualistas o parasitos. Los hongos saprétrofos utilizan el C y otros
nutrientes de la materia organica presente en los suelos, siendo agentes de la degradacion que
contribuyen a la mineralizacion del carbono y en definitiva al ciclo del mismo.

Los hongos tienen formas miceliares y/o unicelulares. Cuando crecen superficialmente en los
sustratos solidos que colonizan forman colonias macroscépicas visibles a simple vista. Varios
grupos de hongos sintetizan una bateria de exoenzimas hidroliticas y oxidativas que
despolimerizan sustratos organicos complejos y generan productos solubles que los absorben
para su nutricion (osmotrofia). Esta capacidad que tienen algunos hongos para descomponer
compuestos poliméricos de baja degradabilidad, es decir recalcitrantes, tiene estrecha relacion
con los grupos taxonémicos a los cuales pertenecen. Los hongos que se consideran, desde un
punto de vista filogenético, menos evolucionados suelen caracterizarse por utilizar aztucares y
otros compuestos carbonados simples facilmente asimilables (hongos sacarofilicos), en
contraposicion a los representantes de los phyla Ascomycota y Basidiomycota, que incluyen a
hongos filogenéticamente mas evolucionados que se destacan por degradar compuestos
poliméricos. La mayoria de los hongos son aerobios estrictos, pero existen algunos anaerobios
facultativos y estrictos, como diferentes levaduras y los hongos del Orden Neocallimastigales que
viven en el rumen de los herbivoros, respectivamente.

La colonizacion de distintos materiales organicos y su degradacién por los hongos depende
de la temperatura, el tenor de humedad ambiental y las caracteristicas del sustrato. Cuando el
crecimiento de los hongos es inhibido ya sea porque el sustrato no es asimilable y/o los factores
ambientales son desfavorables, se activan procesos que conducen a la diferenciacién de
estructuras reproductivas (esporas) u otras somaticas de resistencia, o alternativamente los
hongos mueren. No obstante, algunos hongos crecen en condiciones de estrés debido a que
poseen mecanismos que les permiten resistir condiciones adversas del ambiente (hongos

xerotolerantes).
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Figura 1.8
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Nota. Arbol que muestra la evolucién de los organismos

Los hongos son agentes claves en el reciclado de la materia organica y la liberacion de
nutrientes al suelo. Ciertos hongos tienen efectos negativos, como los que provocan
enfermedades en plantas y animales y los que actuan como agentes responsables del deterioro.
Otros hongos son benéficos ya que suelen utilizarse como alimento como Agaricus bisporus (el
champifidn) y diferentes especies de Tuber (trufas), que a través del uso de sus esporomas
(fructificaciones) constituyen fuentes de alimento y de productos gourmet. Otros hongos tienen
rutas metabdlicas que sintetizan compuestos de importancia tecnolégica como antibidticos,
alcaloides, acidos organicos y enzimas como celulasas, amilasas, proteasas, lipasas vy
pectinasas. Otros hongos con valor biotecnoldgico son las levaduras que se utilizan para la
produccion de alimentos fermentados como panes y bebidas, como también los representantes
del género Penicillium que son usados en la preparacion de los quesos azules, y los hongos
aplicados en la formulacion de inoculantes para promover el crecimiento vegetal.

Los pseudohongos son organismos heterotréficos pertenecientes al Reino Straminipila, cuya
pared esta formada por glucano y que filogenéticamente son diferentes a los hongos, aun cuando
morfolégicamente y funcionalmente presentan similitudes.

Las algas son otros organismos que se encuentran en el suelo; son muy diversas y estan
representadas por al menos 7000 especies. Aunque muchas de ellas son acuéticas, hay varias
que pueden encontrarse en ambientes particulares como la superficie del tronco de los arboles,
los suelos, la nieve o estableciendo una relacion simbiética con los hongos que se denomina
liquen. Las algas de la misma manera que las plantas vasculares son fotétrofos y cumplen un rol
clave por su capacidad fotosintética, es decir su capacidad de fijar carbono en el suelo utilizando

la energia de la luz.
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Nutricion y Metabolismo de las bacterias

El contenido de nutrientes del suelo es clave para el desarrollo de las comunidades que en él
desarrollan. Los microorganismos utilizan los macronutrientes minerales como el C, H, O, N, P,
S, K, Ca, Mg, Fe. Na y los micronutrientes que se utilizan en muy baja concentracion. Algunos
de estos elementos como por ejemplo el oxigeno, carbono e hidrégeno se encuentran disponibles
en la atmdsfera u otros sustratos de muy diversas maneras. Por otro lado, al momento de intentar
cultivarlos hay organismos que son mas exigentes en cuanto a la composicion del medio de
cultivo, el que debe deben ser suplementado con factores de crecimiento como vitaminas.

En relacion al tipo de metabolismo que desarrollan los microorganismos en el variable
ambiente del suelo, éstos pueden ser aerobios y microaerobios o microaerdfilos, los dos utilizan
al oxigeno molecular como ultimo aceptor de electrones, sin embargo, los segundos sélo toleran
concentraciones de oxigeno bajas, es decir tienen sistemas de proteccion débiles frente a las
especies reactivas de oxigeno. Luego, se encuentran los microorganismos anaerobios
facultativos que desarrollan preferentemente en presencia de oxigeno molecular, pero cuando la
tension de oxigeno en el medio es baja utilizan otro elemento como aceptor de electrones (nitrato,
sulfato, dioxido de carbono). Luego estan los organismos anaerobios aerotolerantes que tienen
un metabolismo que funciona tanto en presencia como en ausencia de oxigeno, porque no lo
utilizan como aceptor de electrones, sélo se produce fosforilaciéon a nivel de sustrato.

Por ultimo, se encuentra el grupo de los anaerobios obligados que no toleran el oxigeno, es
decir no crecen en su presencia. Esta clasificacion de microorganismos en relacion con como
utilizan el oxigeno molecular se explica también por la presencia de un conjunto de mecanismos
de proteccién frente a las especies reactivas de oxigeno (anién superdxido, peroxido de
hidrégeno y radical hidroxilo) que se generan como resultado del metabolismo. Entre estas
enzimas se pueden mencionar el superéxido dismutasa, la catalasa y la peroxidasa; todas ellas
catalizan reacciones tendientes a reducir la capacidad oxidante de los radicales libres al remover

el electrén desapareado que suelen tener.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 18



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Figura 1.9
Clasificacion de las bacterias en base a vinculo con el oxigeno disponible en el suelo
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Nota. Clasificacion de las bacterias en funcion de su relaciéon con el oxigeno. Se consignan para

cada grupo los aceptores de electrones.

Es decir que en los diversos ambientes que conviven en el suelo van a desarrollar diversos
grupos de bacterias en lo que hace a como utilizan los mismos el oxigeno. Ademas del contenido
de nutrientes del suelo y de la disponibilidad de oxigeno, otros factores ambientales claves para
el crecimiento microbiano son la temperatura, la disponibilidad de agua y el pH de los suelos. En
cuanto a la temperatura, vale la pena destacar que los microorganismos toleran amplios rangos
de temperatura en la que crecen y, si bien se siguen identificando especies bacterianas
adaptadas a nuevos ambientes, la clasificacion general de los organismos en su relacién con la
temperatura incluye esencialmente a psicroéfilos, mesofilos, termdfilos, hiperterméfilos (Figura
1.10).

En cuanto a la disponibilidad de agua en el suelo, ésta es clave para el crecimiento microbiano
y un indicador es la actividad del agua, que tiene que ver con la energia que contiene este
solvente. Como ejemplo, un agua con bajo contenido de sales tiene mas energia que un agua
con un alto contenido de sales, esto se debe a que los iones estan interactuando con las
moléculas del agua en lo que se invierte energia. Es decir que la actividad agua del suelo indica
el agua disponible para el crecimiento bacteriano. Otra caracteristica que impacta en el
crecimiento de los microorganismos en el suelo es el pH. Las bacterias desarrollan
preferentemente en pH cercanos a la neutralidad y en cierta alcalinidad, pero los hongos crecen
preferentemente en suelos acidos. Es decir que el pH del suelo altera el balance de las

comunidades microbianas de los suelos.
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Figura 1.10
Clasificacion de los microorganismos en base a la temperatura en la que desarrollan
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Nota. Rango de temperaturas en las que desarrollan los organismos psicréfilos, mesdéfilos,

termofilos e hipertermdfilos

Figura 1.11
Clasificacién de los microorganismos en base a las condiciones de pH en las que desarrollan
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Nota. Rango de pH en los que desarrollan los microorganismos acidofilos, neutrofilos y

alcalinofilos.

Control del crecimiento microbiano

Hemos descrito a los componentes que contribuyen al crecimiento de los microorganismos
del suelo en donde conviven comunidades bacterianas que difieren en sus capacidades
metabdlicas, que cumplen roles claves y complementarios en el ambiente del suelo. Los primeros
estudios microbianos se realizaron intentando cultivar a todos los microorganismos que

desarrollaban a partir de una muestra de suelo u otro elemento, y esto se realizé sembrando
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suelo en una rebanada de una fruta. Esa fruta proveia de azucares y otros elementos al
desarrollo microbiano, sin embargo, la complejidad de la comunidad no permitié profundizar
estudios de los individuos. Esto ultimo por un lado indica que los suelos contienen una gran
diversidad bacteriana, cuyo estudio demanda el cultivo de sus microorganismos de manera
aislada, pero ademas que los microorganismos degradan la materia organica que aporta
nutrientes. De esta manera uno de los objetivos fue manejar el crecimiento microbiano y en este
sentido se trabajé por un lado en la eliminacién o control del crecimiento microbiano que tenia
como objetivo eliminar o controlar el crecimiento de microorganismos indeseables y por otro,
disponer de medios para inducir el crecimiento de determinados grupos de bacterias.

En lo que hace al control del crecimiento microbiano, Lister encontré que exponiendo a la
llama elementos como un bisturi, previo al momento de realizar una cirugia, se reducia la
ocurrencia de infecciones. De esta manera se concluyé que la alta temperatura eliminaba a los
microorganismos y que evidentemente éstos eran los potenciales agentes causales de las
infecciones. Hoy el conocimiento mas detallado de la biologia de los microorganismos y del
efecto de la temperatura es la base para el desarrollo de las diversas estrategias que se utilizan
para controlar o manejar el crecimiento microbiano.

La eliminaciéon de los microorganismos es necesaria en diversos campos como ser en los
materiales que se utilizaran en una cirugia, en alimentos que se van a almacenar, etc. Esto se
realiza por diversos métodos, uno es la esterilizacion por calor que es un método eficiente que
depende de la temperatura que se utiliza y el tiempo al que se expone la muestra a la misma. La
esterilizacion por calor es uno de los métodos mas utilizados para controlar el crecimiento
microbiano y consiste en eliminar a los microorganismos de una muestra; se basa en que la alta
temperatura desnaturaliza las proteinas funcionales bacterianas. La esterilizacién por calor
también se puede realizar en un autoclave, equipo que consiste en un recipiente que se cierra
herméticamente conteniendo agua, ésta se calienta, ebulle y genera vapor, asi se eleva la
presion a 1,1 atmésfera, en estas condiciones el agua ebulle a mas alta temperatura, es decir a
121 °C. Cuando una muestra es expuesta a estas condiciones por espacio de 20 minutos se
eliminan todas las células vegetativas, pero también las esporas que desarrollan Bacillus y
Clostridium.

Las muestras de suelo se suelen esterilizar por radiacidn ionizante que es la mas eficiente;
ésta elimina a los microorganismos sin alterar la matriz del suelo, que es modificada
notablemente a alta temperatura con vapor. La radiacion ionizante basa su modo de accién en
que destruye las uniones a nivel del material genético de los microorganismos. Otro método que
suele utilizarse para trabajar con suelos estériles es la tindalizacién; este proceso consiste en
exponer una muestra de suelo tres veces consecutivas a 80 °C durante 20 minutos, luego de lo
cual la muestra se deja en reposo a temperatura ambiente durante 24 horas. Este procedimiento
se repite tres veces, porque el calentamiento a 80 °C elimina las células vegetativas y en el
tiempo de descanso que es de 24 horas germinan las esporas de la muestra; se calcula que en

la tercera repeticion se han eliminado todas las esporas presentes en la muestra.
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Otro método de esterilizacion es por filtracion, se basa en excluir por tamafo y ésta es una
de las razones porque un tubo de ensayo conteniendo bacterias se tapa con algodén, la trama
del algoddn presionado en un tapdn genera un filtro que deja que ocurra el intercambio de aire,
pero los microorganismos quedan retenidos en el algodon. La filtracién es un método muy
utilizado para esterilizar fluidos como el aire y liquidos como soluciones que se pasan por
membranas filtrantes con tamafnos de poros de 0,22 6 0,45 ym lo que impide el paso de las
bacterias que quedan retenidas en los filtros.

Otro tipo de esterilizacién es con compuestos quimicos como por ejemplo el 6xido de etileno
0 bromuro de metilo, gases que eliminan a los microorganismos de las muestras tratadas. El
oxido de etileno bloquea puntos moleculares criticos que inhiben la interaccién de las moléculas
en los procesos metabdlicos y reproductivos, y asi se produce la muerte celular. Por otro lado, el
bromuro de metilo, producto que fue prohibido por su accién sobre la capa de ozono, bloquea
procesos relacionados con la produccién de ATP y otras reservas energéticas. El 6xido de etileno
es muy utilizado para esterilizar por ejemplo jeringas plasticas, entre otras cosas.

Otro proceso que controla la cantidad de bacterias es la pasteurizacion; este proceso que fue
desarrollado originalmente por Luis Pasteur. Es un proceso frecuentemente utilizado para
eliminar a los organismos patégenos y reducir la carga microbiana de microorganismos que
afectan la calidad de ciertos productos por ejemplo el vino o la leche.

La leche es un medio muy rico en el que desarrollan las bacterias y por eso se suele
pasteurizar, de esta manera se reduce la carga microbiana alargando la vida del producto y al
mismo tiempo se eliminan microorganismos patdgenos que suelen ser sensibles a la
temperatura.

El crecimiento microbiano también se controla con productos quimicos, algunos de éstos son
compuestos que eliminan microorganismos y en ese caso su denominacion posee el sufijo -cida
como bactericida o fungicida, es decir son compuestos que eliminan bacterias y hongos,
respectivamente. Otros compuestos quimicos detienen el crecimiento microbiano y para su
denominacion se utiliza el sufijo -statico, asi se dispone de bacteriostaticos y fungistaticos, que
son productos que solo impiden la multiplicacién de bacterias y hongos respectivamente. Estos
productos quimicos que controlan el crecimiento microbiano pueden actuar como antisépticos o
desinfectantes. Mientras que los primeros son los que se utilizan para eliminar microorganismos
en tejidos vivos, los desinfectantes se utilizan en superficies inertes. Muchas veces la
concentracion con que se utiliza el compuesto permite utilizarlo como antiséptico o como
desinfectante.

Otra forma de controlar el crecimiento microbiano es con los antibiéticos que son moléculas
que sintetizan diversos organismos en la naturaleza que inhiben el crecimiento de ciertos
organismos en los ambientes en los que conviven y compiten por nutrientes y espacios. Por
ejemplo, los actinomicetes (organismos procariotas) y los hongos son productores de diferentes
tipos de antibidticos. Estos metabolitos que previenen el crecimiento de microorganismos inhiben
procesos metabdlicos clave que solo se encuentran presentes en algunos grupos definidos. En

este sentido, es interesante destacar que las bacterias tienen una sintesis bacteriana distinta a
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las de las células eucariotas, son los Unicos microorganismos que tienen peptidoglucano
constituyendo la pared y tienen una RNA polimerasa distinta a los eucariotas, entre otras cosas.
Por eso hay antibiéticos, que no afectan el funcionamiento de las células eucariotas debido a que
inhiben el crecimiento microbiano actuando sobre la sintesis de pared, o sobre la sintesis de
RNA polimerasa, o la sintesis proteica o la sintesis de acido félico, compuesto que no es
sintetizado por los organismos eucariotas.

En lo que hace al crecimiento de microorganismos para su estudio o multiplicaciéon en el
laboratorio 0 en emprendimientos productivos es claro que se debe generar un medio de cultivo
que provea al microorganismo de todos los elementos necesarios para su crecimiento, lo que
ademas debe ser acompanado de las condiciones ambientales. Hay dos grandes grupos de
medios, los complejos e indefinidos que contienen una o mas fuentes de nutrientes cuya
composicién exacta no se conoce, en los que la bacteria crece y se multiplica. Por otro lado,
existen medios sintéticos definidos quimicamente, cuya composicidn se conoce con precision ya
que se formula con drogas puras. Otra forma de clasificar a los medios de cultivo es en medios
generales y medios selectivos; un medio general contiene una riqueza tal de nutrientes que
permite el crecimiento de un amplio espectro y diversidad de microorganismos. El medio selectivo
en cambio contiene algun componente que permite el crecimiento de un conjunto de organismos
especificos y previene o inhibe el crecimiento de otros. Si bien es claro que cada vez que
intentamos cultivar un microorganismo estamos seleccionando, porque es imposible generar un
medio universal que no restrinja el crecimiento de algun microorganismo. Por otro lado, existen
los medios diferenciales que como su nombre lo indica son medios que tienen una composiciéon
que si bien permite el crecimiento de varios microrganismos permite diferenciarlos por la

apariencia o color que toman en el medio de cultivo.

Figura 1.12
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Crecimiento microbiano en lotes

Las bacterias se pueden multiplicar por medio de diversas estrategias lo que esté relacionado
con la disponibilidad de equipos y con conocer las condiciones de crecimiento de los
microorganismos. Una de las formas de cultivar microorganismos es en Bach (lote). En este caso
se formula un medio de cultivo, que se coloca en un recipiente como un Erlenmeyer y se
esteriliza, luego de lo cual se inocula con una especie bacteriana. La bacteria se nutre del medio,
se replica por fision binaria y multiplica, lo que se advierte porque el medio se vuelve turbio. En
las etapas tempranas el crecimiento es logaritmico, lo que cambia a medida que evoluciona el
proceso de crecimiento. La multiplicacion bacteriana se determina en base al tiempo de
duplicacion o tiempo de generacion, que se define como el tiempo que le toma al microorganismo
para duplicar su numero. Cuando las bacterias se cultivan en un recipiente cerrado como el
mencionado, el crecimiento muestra una fase lag, en la que las bacterias no se multiplican
activamente porque se estan adaptando a las nuevas condiciones de cultivo. Esta es seguida de
una fase logaritmica, en la que en un espacio de tiempo cada vez menor la poblacién se duplica
y por eso crece exponencialmente, siendo su aumento logaritmico. A esto le sigue una etapa
estacionaria que se asocia a una situacion en la que debido al consumo de los nutrientes del
medio por la poblacion obtenida y/o a la acumulacion de sus desechos celulares toxicos, se limita
la multiplicacién bacteriana. En esta fase no se produce aumento ni disminuciéon netos del
numero de células, de modo que la velocidad de crecimiento de la poblacion es cero. Por ultimo,

se define la fase de declinacion o de muerte de las bacterias.

Figura 1.13
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Nota. Curva de crecimiento modelo de microorganismos en las que se delimitan las fases del

crecimiento
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Crecimiento bacteriano continuo

Este tipo de cultivo se realiza en equipos conocidos como quimiostatos o turbidostatos que
son unidades para multiplicar grandes cantidades de organismos en forma continua. En ellas,
ingresa medio estéril a lo largo de todo el proceso de produccién bacteriana y esto va
acompafnado de la colecta de células bacterianas. Es decir que el sistema dispone de un
recipiente que provee de nuevo medio y otro donde se colecta la produccién bacteriana, procesos
que estan regulados sincronicamente para evitar que se produzca un efecto de dilucién. Estos
dos equipos, el quimiostato y el turbidostato se diferencian por el pardmetro que se utiliza para
regular el ingreso de medio y el egreso de bacterias. En el caso del quimiostato, se utiliza un
medio que contiene un elemento en concentracion limitante para el crecimiento, y su
disponibilidad sélo se incrementa ingresando mas medio de cultivo. Cuando queremos
incrementar la velocidad de crecimiento del organismo en cultivo debemos aumentar el ingreso
de medio y asi se reduce el tiempo de generacion, hasta un momento en que el exceso de ingreso
de liquido tiene un efecto de dilucién del cultivo (Figura 1.14.). En contraposicion, el turbidostato,
que es un equipo esencialmente similar, utiliza medio de cultivo completo, pero el crecimiento de

las bacterias se regula en base a la densidad o6ptica.

Figura 1.14
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Nota. Esquema de un fermentador con sus distintas partes y curvas de crecimiento, dilucién y
tiempo de duplicacién en un quimiostato. La linea roja de la curva representa el crecimiento

microbiano. La linea verde el tiempo de generacion y la linea azul la velocidad de dilucion.

En estos dos equipos se realiza un control permanente de la temperatura (termémetro), del
pH del medio (electrodo de pH) y de la presencia de oxigeno en el medio (electrodo de oxigeno).
En base a lo expuesto es claro que resulta importante medir el crecimiento microbiano. Una

forma de hacerlo es con el método de las diluciones que consiste en tomar una muestra del
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cultivo, hacer una serie de diluciones de las que luego se siembra una alicuota. Multiplicando el
numero de bacterias obtenido por un coeficiente que proviene de las diluciones realizadas se
estima al niumero real de bacterias presentes.

Otra manera de estimar el crecimiento microbiano es tomar una muestra del cultivo bacteriano
y colocarla en una camara de Neubauer o de Petroff Hauser. Estas contienen un volumen
conocido y el campo dividido en cuadriculas. El numero de células en una determinada area de
la cuadricula se corresponde con un determinado volumen, lo que multiplicado por la dilucion
permite conocer el numero de células, si bien algunas pueden estar muertas es decir este método
no excluye las células muertas. Otro procedimiento que se puede realizar es determinar la
transmitancia o la absorbancia de una suspensién de bacterias; la absorcion sera una relacion
directa con la cantidad de bacterias presentes en suspensién que interceptan la luz. Junto con
esta determinacion se debe realizar una calibracién con cada aislado bacteriano porque las
bacterias difieren en tamafio y forma. La calibracion consiste en sembrar las mismas diluciones
que se leen en el espectrofotémetro y hacer el recuento de bacterias. Una vez que el método fue
puesto a punto, es decir se construye una curva de calibracién absorbancia versus niumeros de
colonias, con una sencilla determinacion espectrofotométrica podemos estimar el crecimiento

microbiano.
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CAPITULO 2
El suelo como ecosistema

Virginia Martinez Alcantara

Introduccion

El suelo es un cuerpo natural de la superficie terrestre compuesto por una fraccion mineral
(arena, limo y arcilla), materia organica, agua y gases (Figura 2.1); que se caracteriza por
presentar capas u horizontes. Cada una de estas capas, tiene diferentes caracteristicas
(composicion mineral, cantidad de materia organica, entre otras) que se distinguen del material
parental (rocas y minerales originarios) debido a que son el producto final de la influencia del
tiempo, el clima, la topografia y la actividad de los organismos y del ser humano. El horizonte
superior del suelo, el organico, es el que sufre la influencia mas importante de la actividad

humana y es a partir del cual los nutrientes lixivian hacia las capas inferiores.

Figura 2.1
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Nota. Composicién aproximada del suelo y detalle de las fracciones que constituyen la materia
organica. Adaptada de FAO, 2022.

Humus residuos  Organismos
frescos vivos

Materia
organica

El suelo cumple funciones esenciales para la produccién agricola como, entre otras, dar
sustento a las raices de las plantas, suministrarles nutrientes y agua y, regular el ciclo del carbono
y de otros elementos. Como todo ecosistema, esta formado por una comunidad de organismos,
entre ellos los microorganismos, que interactian entre si y con las condiciones fisicas y quimicas

del ambiente.
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Los factores abioticos

Los principales factores abiéticos del suelo, que afectan y regulan las poblaciones de
microorganismos del suelo, incluyen: el tipo de suelo (textura y estructura), la materia organica y
los nutrientes, el agua, la aireacion, la temperatura, el pH, los factores climaticos (temperatura,
precipitacion) y los factores geograficos (latitud y longitud). En la Figura 2.2 se resumen los
factores abidticos que influencian el crecimiento y la diversidad de los microorganismos, los que

se trataran a continuacion.

Figura 2.2
Temperatura
]
Precipitacion | '
11
bl
ol b
Tk .
L Factores
iy geograficos
[}
]
Tipode | A F= )
suelo AT o - N
e kel
EEEA \“'. ’Sl‘
Agua B
pH [ I No:  mm
Nutrientes L | e

Nota. Factores abioticos que influencian a las poblaciones microbianas. Adaptada de Santoyo et
al., 2017

Materia organica y nutrientes

La materia organica del suelo (MOS) comprende todos los compuestos organicos presentes
en el suelo, y esta constituida por distintas fracciones: los organismos vivos, los residuos de
plantas y animales frescos, y en descomposicion (fraccién activa) y sustancias complejas
llamadas humus (FAO, 2022).

El humus esta formado por compuestos organicos que han sido modificados por la actividad
microbiana y constituye la fraccidon mas estable, ya que es resistente a la descomposicion y se

mineraliza muy lentamente.
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La materia organica muerta tiene efectos en las propiedades fisicas y quimicas del suelo y su
cantidad regula el ciclo de los nutrientes esenciales como el nitrégeno (N), el carbono (C) y el
fésforo (P) y la disponibilidad de nutrientes dependiendo de la mineralizacién. Estos nutrientes
influyen en el crecimiento de las plantas y en la diversidad, la abundancia y el crecimiento de los

microorganismos.

Tipo de suelo

La fraccion mineral esta definida por la proporcién de arena, limo y arcilla, que se diferencian
entre si por el tamafo de las particulas. Las proporciones en que estas se encuentran en los
suelos determinan su textura, que influye en la porosidad o tamafio de los poros, el movimiento
y la disponibilidad de agua y de aire y en la retencion de nutrientes. La red de poros del suelo
contribuye a su aireacién o ventilacion. Un aumento en el contenido de agua del suelo a menudo
provoca una reduccién en su aireacion, ya que la difusion del oxigeno es 10.000 veces mas
rapida en el aire que en el agua.

Cuando los grupos de particulas minerales se adhieren fuertemente unas con otras, estos
grupos forman agregados que le confieren al suelo su estructura. Los agregados estan formados
por las particulas minerales, la materia organica que aglutina las particulas de suelo formando
complejos de materia organica y minerales en el suelo y poros. Los agregados pueden variar
entre 0,5 a 5 mm de diametro y se clasifican de acuerdo a su tamafio en: microagregados (< 250
mm de diametro) y macroagregados (0,25 mm a 2 mm de diametro). Dependiendo de su forma
(redondeada, poliédrica, prisma u otras) definen la estructura del suelo, la que regula el
intercambio gaseoso, la infiltracion y el movimiento del agua y la penetracion de las raices, entre
otros aspectos (Figura 2.3).

Los microorganismos del suelo suelen agruparse formando microcolonias en los poros del
suelo o biopeliculas sobre las particulas minerales, la MOS y las raices. Ellos juegan un rol clave
en la agregacioén del suelo uniendo las particulas, ya sea por la produccién de exopolisacéaridos
0 como en el caso de los hongos, a través de las hifas o por la producciéon de gomas y mucilagos
como material cementante, permitiendo que el agua se infiltre y se retenga con mayor facilidad.

Por otra parte, las practicas de labranza del suelo también influyen en la agregacion.

Agua

El agua, tiene efectos en las comunidades de microorganismos del suelo y en los procesos
microbianos. Mientras que algunos microorganismos y procesos toleran el estrés hidrico por falta
de agua, otros no. Por otro lado, una reduccién en el contenido de agua del suelo limita el

movimiento de los microorganismos.
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Figura 2.3
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Nota. Representacion grafica de un agregado. Adaptada de FAO, 2022

Oxigeno

El oxigeno, que proviene de la atmésfera desde donde ingresa al suelo principalmente por
difusion, generalmente disminuye con la profundidad e incide en la distribucion de los organismos
del suelo. La aireacion o grado de oxigenacién del suelo, depende no solo de la humedad del
suelo sino también de su textura y porosidad, por ejemplo, un suelo con alto contenido de arcillas
tendra un alto porcentaje de poros pequefios, lo que resultara en una difusion mas lenta y el
suelo estard poco aireado. En un suelo aireado, el oxigeno es utilizado por el proceso respiratorio
de las raices de las plantas y los microorganismos aerobios que oxidan los compuestos organicos
a CO.. Cuando en un suelo se detectan altos niveles de CO2, que proviene de la respiracion de
los microorganismos, los animales del suelo y las raices de las plantas, se desarrollaran
microorganismos anaerobios facultativos, microaerdfilos y anaerobios estrictos, segun la tensién

de oxigeno presente.

Temperatura

La temperatura influye en los procesos bioldgicos, fisicos y en las reacciones quimicas que
ocurren en el suelo, las que suelen duplicarse cuando se producen aumentos de 10°C. La
temperatura del suelo disminuye con la profundidad, si bien también se reducen sus grandes

variaciones respecto de la superficie del suelo en la medida en que aumenta la profundidad.
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Ademas, los cambios de temperatura en el suelo son moderados por el agua, debido a su alto
calor especifico. Cuando la profundidad es importante, el suelo se mantiene a una temperatura

distinta a la atmosférica en la superficie y ademas es constante en el tiempo.

pH

Entre las caracteristicas quimicas del suelo el pH es muy importante, ya que afecta a las
plantas y a los microorganismos del suelo que prefieren los suelos con un rango de pH cercano
a la neutralidad (pH6 a pH7), en el que los nutrientes se encuentran disponibles para su
crecimiento. La actividad de los microorganismos y de las plantas también pueden alterar el pH,
estos ultimos debido a la produccion de acidos organicos tanto en condiciones aerébicas como

anaerobicas o produciendo H* por oxidaciéon de otros compuestos como el amonio o los sulfuros.

Los factores bioticos

Los microorganismos del suelo son numerosos y diversos, se estima que las bacterias
alcanzan 108 (100 millones) de individuos por gramo de suelo y quizas unas 10% a 10° especies
dependiendo de las estimaciones de distintos autores. El suelo puede contener mas de 1.000 kg
de biomasa microbiana por hectarea, de la cual la biomasa de bacterias y hongos del suelo es
unas 10?a 10* veces mayor a la de otros microorganismos, aunque los hongos representan una
mayor biomasa total del suelo que las bacterias. Entre los factores biéticos que influencian a los
microorganismos se encuentran las especies de plantas, las interacciones entre los
microorganismos del suelo y las interacciones microbio-planta. En la naturaleza, los
microorganismos se encuentran en comunidades complejas compuestas por multiples
poblaciones que sobreviven y prosperan debido a las interacciones metabdlicas entre ellas y con
las condiciones abibticas. Las interacciones bioldgicas dependen de las poblaciones que
conforman la comunidad y pueden ser: positivas o estimuladoras (mutualismo y comensalismo),
negativas o inhibitorias (competencia, amensalismo), positivas para una poblacién, pero
negativas para la otra (depredacion) o neutrales, donde no hay ningun efecto en las poblaciones
que interactuan.

En la Figura 2.4 se muestran los efectos de las interacciones basicas entre dos poblaciones

(A'y B) de microorganismos.
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Figura 2.4
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Nota. Tipos de interacciones entre dos poblaciones (A y B). Adaptada de Che, S., & Men, Y.,
2019.

El mutualismo se refiere a una relacion que ocurre a través del intercambio de productos
metabdlicos o de nutrientes, lo cual es beneficioso para ambas poblaciones y donde cada una
de ellas necesita de la otra para sobrevivir. Algunos ejemplos de mutualismo son: la utilizacion
continua de un compuesto por la poblacién A para su crecimiento es dependiente de la poblacion
B, que vive de un intermediario metabdlico de A. La poblacion A degrada compuestos especificos
para su crecimiento, cuando los metabolitos son mantenidos en bajos niveles por B al
consumirlos. En la detoxificacion, una poblacion B es alimentada con los metabolitos excretados
por A, mientras que A se beneficia por la eliminacion de sus metabolitos téxicos. En otro enfoque,
un organismo A le provee a B sustratos esenciales, mientras que B ofrece un habitat protegido,
como ocurre en las biopeliculas. Otro ejemplo son las relaciones simbiéticas.

En el comensalismo la interaccién es positiva en una direccion, un miembro se beneficia y
el otro no es afectado ni positivamente ni negativamente. Se produce cuando la poblaciéon no
perjudicada modifica el habitat, durante su crecimiento y metabolismo, adecuandolo a las
necesidades de la otra poblacién. Por ejemplo: un organismo remueve un compuesto perjudicial
para el crecimiento de otro, como en el caso en que los organismos aerobios disminuyen la
concentracion del oxigeno y permiten el desarrollo de organismos anaerobios en la proximidad,
en microambientes predominantemente aerdbicos. El comensalismo es la base que sustenta la
mayoria de los ciclos de los nutrientes, por ejemplo, las bacterias oxidantes del amonio
transforman el amonio en nitrito, que es el sustrato especifico de las bacterias que lo oxidan.

Cuando el crecimiento de una poblacion se ve afectado por el crecimiento de otra que la
consume, se denomina depredacioén y la dinamica de ambas poblaciones generalmente muestra
continuas oscilaciones. La depredacion actua como un regulador natural de las poblaciones
microbianas. Al limitar el crecimiento descontrolado de algunas especies, evita que se agoten los
recursos del ambiente. Entre los principales depredadores de las bacterias se encuentran los
protozoos ciliados, los flagelados y otros, que se alimentan de ellas en el suelo y en ambientes

acuaticos.
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La competencia ocurre cuando dos poblaciones necesitan el mismo recurso limitado o
escaso como los nutrientes (carbono, nitrégeno, fésforo y otros) o el espacio (sitios de
colonizacion en superficies o en los tejidos de las plantas o la rizésfera, entre otros), con efecto
negativo en ambas, ya que el crecimiento de ambas se vera perjudicado. Aunque una poblacién
“gane" eventualmente la competencia y la otra sea eliminada (exclusion competitiva) o finalmente
coexistan, durante la competencia ambas sufren costos como su menor tasa de crecimiento.

El amensalismo (antagonismo) es una interaccién unidireccional, en la que el crecimiento de
una poblacion es afectado por la produccion y la acumulacion de compuestos toxicos o
inhibitorios de la otra. Un ejemplo, son los microorganismos biocontroladores que producen
compuestos antimicrobianos.

El neutralismo implica la falta de interaccién entre dos poblaciones microbianas. Ocurre
cuando dos poblaciones consumen diferentes sustancias (divergencia nutricional) y ninguna
produce compuestos inhibidores para la otra.

La diversidad de funciones y rutas metabdlicas que poseen las distintas poblaciones en una
comunidad en las que se dan asociaciones cooperativas, como el mutualismo y el comensalismo,
permite a las poblaciones coexistentes reciclar los nutrientes de manera eficiente y reducir la
formacién de subproductos, incluyendo aquellos téxicos o inhibitorios. Ademas, permitiria a las
comunidades microbianas realizar funciones complejas mas eficientemente que las poblaciones
individuales y puede facilitar su supervivencia en entornos subodptimos, que carecen de sustratos
facilmente disponibles y/o hay compuestos tdxicos presentes.

Con base en las interacciones ecolégicas que se dan en la naturaleza, las comunidades
tienen distintas aplicaciones biotecnolégicas, como la biorremediaciéon de sitios contaminados
(ver capitulo 11).

Ademas de las interacciones bacteria-bacteria, las interacciones beneficiosas planta-microbio
son de especial interés, ya que se pueden aprovechar con el fin de mejorar y promover el

crecimiento y la sanidad de las plantas.

La rizosfera

La rizésfera es la estrecha zona del suelo que se encuentra muy préxima a la raiz influenciada
por los exudados de las raices de las plantas (Figura 2.5). Es una zona rica en compuestos de
origen vegetal y microbiano, en la que los microorganismos no solo se encuentran en altas
concentraciones, sino que ademas tienen una mayor actividad e interactiuan con las plantas. En
la rizésfera se distingue el rizoplano, que se corresponde con la lamina de suelo en contacto

intimo con la superficie de las raices.
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Figura 2.5
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Nota. Rizosfera. Adaptada de Bulgarelli et al., 2013

El suelo de la rizésfera tiene condiciones fisicoquimicas distintas a las del suelo circundante
y alli los microorganismos encuentran abundantes cantidades de compuestos organicos
excretados por las plantas que estimulan su actividad, la que disminuye, en una distancia de
algunos milimetros, a medida que los microorganismos se alejan de la raiz.

Este micro ecosistema esta compuesto por poblaciones microbianas que pueden interactuar
de manera beneficiosa, dafina o neutral con las plantas. Es un ecosistema con una alta
diversidad microbiana, lo que lo hace interesante como fuente de descubrimiento de nuevos taxa
y de material genético con potencial biotecnoldgico.

Los microorganismos que habitan en la rizésfera son estimulados por los compuestos que
excreta la raiz (metabolitos secundarios) y ellos sintetizan y liberan metabolitos que benefician a
las plantas como: vitaminas, antibidticos, hormonas reguladoras del crecimiento vegetal,
compuestos con capacidad antifungica y antibacteriana. También promueven la formacion de
agregados del suelo porque liberan sustancias como gomas, exopolisacaridos y otros polimeros.
Ademas, la rizosfera es una fuente de microorganismos que pueden ingresar al interior de las
plantas.

Las raices de las plantas tienen efectos directos e indirectos sobre las comunidades
microbianas y su actividad. Los exudados de las plantas consisten predominantemente en acidos
organicos y azucares, pero también incluyen aminoacidos, hormonas, vitaminas, flavonoides y
compuestos antimicrobianos.

Es importante destacar que las especies y cultivares de plantas liberan distinta cantidad y tipo
de compuestos organicos y esto, ademas, depende de otros factores como las condiciones

ambientales, la edad y el estado fenoldgico de la planta, si es herbacea o lefiosa, entre otros.
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Entre los efectos indirectos se encuentran: las modificaciones que ejercen sobre el pH, la
disponibilidad de nutrientes por su absorcién y las condiciones redox. Ademas, la descamacion
de las células epidémicas de la raiz facilita el ingreso y la colonizacién de los microorganismos
en el interior de los tejidos de las plantas, los que se conocen como microorganismos enddfitos.
Otros efectos indirectos son las alteraciones en las condiciones fisicas de los suelos como en: la
estructura, la disponibilidad de agua debido a su absorcion y la composicién de la atmosfera del
suelo mediante la respiracion que incorpora CO.. Modifican también el componente bioldgico del
suelo, intensificando las interacciones microbianas como el sinergismo y el antagonismo y entre
las plantas y los microorganismos.

Otros ambientes particulares para las comunidades microbianas, que también son
importantes para el desarrollo de las plantas son: la fildsfera, es decir la superficie de las hojas,
la espermatosfera o volumen de suelo que es influenciado por los exudados y descamaciones
de las semillas y la endosfera: los tejidos del interior de las plantas. Los microorganismos
capaces de colonizar y sobrevivir dentro de los tejidos internos de las plantas se conocen

colectivamente como microorganismos enddfitos.

El microbioma del suelo y de las plantas

Los microorganismos del suelo, conocidos también como la microbiota del suelo o comunidad
de microorganismos, incluyen a las bacterias, los hongos, las algas y los protozoos que habitan
en el suelo. El microbioma del suelo (Figura 2.6) se refiere a la comunidad microbiana y su teatro
de actividad, que incluye sus genes, elementos genéticos méviles (virus, transposones), el ADN
extracelular derivado de células muertas, elementos estructurales microbianos (acidos nucleicos,
proteinas, lipidos, polisacaridos), metabolitos y las condiciones ambientales circundantes. El
microbioma forma un micro-ecosistema dinamico, propenso a cambiar con el tiempo y el espacio
en apenas en centimetros, dado que varia con la heterogeneidad del suelo, es decir que no hay

un microbioma tipico del suelo.
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Figura 2.6
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Nota. Esquema del microbioma. Adaptado de Berg et al., 2020

El microbioma, también estd integrado en macro-ecosistemas ya sea en huéspedes
eucariotas o considerando distintas escalas espaciales del terreno. En este sentido, la planta se
considera como una entidad mayor denominada microbioma vegetal o fitobioma, que comprende
la planta, los microorganismos asociados y su entorno. si bien las poblaciones microbianas que
habitan en el interior de las plantas se originan mayormente en la rizésfera, difieren de estas en
su composicion, funcién y diversidad. La Figura 2.7 muestra las principales zonas involucradas
en las interacciones planta-microbio.

Como los microorganismos, las plantas y el entorno del suelo estan interconectados, es clave
considerarlos de manera integrada para lograr un manejo del microbioma de las plantas con el
fin de mantener altos niveles de productividad y agroecosistemas sostenibles.

Entre las estrategias de manejo del microbioma de la planta se destacan: a) la introduccién
de microorganismos en un sistema existente (la inoculacién de una cepa microbiana o de
consorcios Y la trasferencia de microbiomas completos), b) la seleccion de practicas agricolas
que mejoran las comunidades microbianas residentes en el suelo, a través de la modificacion del

ambiente del suelo y c) el mejoramiento de la planta.
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Figura 2.7

Nota. Principales zonas involucradas en las interacciones planta-microbio: (1) Suelo fuera de la

rizosfera, (2) Rizésfera, (3) Endosfera, (4) Filosfera. Adaptada de Orozco-Mosqueda et al., 2018.

Diversidad microbiana del suelo y su importancia en los

ecosistemas

En las ultimas décadas, varios estudios comenzaron a reconocer el papel clave de los
microorganismos en los ecosistemas naturales y manejados, dado que los microorganismos
exhiben una gran diversidad de funciones que regulan los ecosistemas. Ellos contribuyen a la
produccién agricola y ademas garantizan la prestacion de importantes servicios ecologicos
(beneficios que proporcionan los ecosistemas a los seres humanos), que satisfacen las
necesidades de los productores agricolas y de la sociedad en general (Figura 2.8).

La conservacion de la biodiversidad del suelo en los sistemas agricolas o la induccién de
cambios en la misma a través de insumos como los productos biolégicos basados en
microorganismos Yy las practicas de produccion que tengan efectos positivos en la diversidad
microbiana del suelo, contribuye a reducir la dependencia de los agroquimicos, su impacto

ecologico y los costos de produccion, conduciendo a la sostenibilidad de la produccién agricola.
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Figura 2.8
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Nota. Relacién entre la biodiversidad microbiana del suelo y las cuatro dimensiones de la
seguridad alimentaria a través de su rol en varias funciones de los ecosistemas y la provision de
servicios ecosistémicos. Adaptada de FAO, 2022

El rol de los microorganismos en los ciclos biogeoquimicos

Las comunidades microbianas del suelo llevan adelante procesos metabdlicos claves para
los ecosistemas, uno de ellos es dinamizar los minerales del suelo, gran parte de los cuales son
nutrientes esenciales para los microorganismos y las plantas. En este sentido el impacto de la
actividad microbiana es particularmente importante en el reciclaje del carbono (C) del nitrégeno
(N), del azufre (S), del fosforo (P) y del hierro (Fe), si bien en el caso de estos dos ultimos
elementos no se conforma un ciclo completo. En el suelo, estos elementos nutren a las plantas
que son la fuente de alimento de los animales herbivoros. De este modo, el ciclo global de
nutrientes afecta la sanidad de las plantas y de los animales. En cualquier caso, la actividad
microbiana en los ciclos del C, del S y del N constituye el eje de los ciclos biogeoquimicos, que
se refiere a la mineralizacion u oxidacion y a la reduccion y asimilacién de C, N y S. Estos ciclos
estan regulados por la disponibilidad o el uso de la energia en el suelo y la tensién de oxigeno,
lo que en realidad determina la importancia relativa de las diversas etapas que conforman los
ciclos, modificando de esta manera el estado en que encontramos al C, el N, el S, el P y el Fe

en el suelo.
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Ciclo del carbono

En los inicios de la vida en la tierra el ambiente era reductor y los procesos ocurrian en
ausencia de oxigeno. Un proceso clave que se desarrolld en los organismos vivos es la
capacidad de atrapar la energia y almacenarla, de manera de utilizarla en otro momento. Esto
es representado por la fotosintesis (proceso que generd oxigeno y cambi6 el estado de la
atmosfera que se volvié oxidativo), o la fijacion autotréfica de CO2 (consiste en atrapar la energia
de la luz o de los compuestos inorganicos en moléculas organicas, los azucares). En la medida
que se necesite esa energia se utiliza degradando los azucares, lo que resulta en la liberacion
de energia y COz. Estos y otros procesos conviven en los suelos y hacen al balance de C y en
definitiva al ciclo del mismo en el ambiente.

Los suelos representan la reserva de carbono mas grande y mas estable en los ecosistemas
terrestres y contienen mas del doble de carbono que la atmdsfera. Los microorganismos del
suelo contribuyen directamente al intercambio neto de C entre el suelo y la atmésfera, como se
describi6 anteriormente.

La mayor parte de la materia organica de un suelo es aportada por los residuos de las plantas
que contienen entre un 15 a un 60% de celulosa, un 10 a un 30% de hemicelulosa, un 5 a un
30% de lignina'y un 2 a un 15% de proteinas. Las sustancias solubles como los azucares, amino
azucares, acidos organicos y aminoacidos representan hasta un 10% del peso seco y son
metabolizados rapidamente por los microorganismos del suelo. Dado que la materia organica
cumple un conjunto de funciones en el suelo, es importante mantener el nivel de la misma, por
un lado en base al ingreso de fuentes frescas y por otro impidiendo las pérdidas de C.

En el suelo la materia organica se encuentra en un equilibrio dindmico a través de tres
procesos distintos:

a) La asimilacién, consiste en el secuestro del nutriente, en el caso del C, el mismo pasa
a formar parte de compuestos organicos que los microorganismos utilizan para su crecimiento y
desarrollo. Es decir que las formas inorganicas CO2 son asimiladas utilizando energia y poder
reductor (ATP y NADPH), los azucares o compuestos organicos se integran y forman parte de
los compuestos organicos en la célula. Este secuestro temporal del elemento genera una
carencia, que tiene una corta duracibn ya que estd nuevamente disponible cuando los
organismos mueren y se degrada la biomasa.

b) La mineralizacion consiste en la degradacion de la materia organica que es
transformada en sustancias inorganicas, es decir que la mineralizacion del carbono consiste en
la oxidacion del C organico que se libera como CO:z y la liberacién de energia. Entonces, la
transformacion microbioldgica de la materia organica del suelo es el resultado de procesos de
mineralizacidon que consiste en la oxidacion de las formas organicas de carbono (catabolismo) y
en la reduccion del carbono (anabolismo), procesos que dependen de la disponibilidad de
energia y de la tension de oxigeno. Si bien solo se presentan los ciclos del C, N y S, todos los
nutrientes del suelo se reciclan en el suelo en funcion de la disponibilidad de oxigeno y de energia

en forma de ATP o poder reductor.
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La mineralizacion de la materia organica en el suelo es el resultado de un conjunto de
procesos simultaneos que ocurren en un ambiente oxidante, que consiste en la
despolimerizacion de sustancias como la celulosa o la lignina liberando los monémeros que
alimentan diversas vias metabolicas de los microorganismos como la fermentacion y/o la
respiracion (aerobica y/o anaerdbica). La ocurrencia de estos procesos depende de la presencia
de microorganismos que intervienen especificamente en determinados procesos. Todos estos
procesos demandan determinadas condiciones ambientales como es la tensién de oxigeno y el
flujo de energia, todo lo cual impacta en la dinamica del C en el suelo.

c) La humificacién consiste en la transformacion de la materia organica en humus,
principal reservorio de C en el suelo. El humus se define como una estructura, compleja, amorfa
y resistente a la degradacion. El proceso y los mecanismos de sintesis, asi como la naturaleza
de sus principales precursores se encuentran actualmente en analisis y discusion.

La celulosa es el principal componente de la pared de las células vegetales, es el compuesto
organico mas abundante de la biomasa vegetal que llega al suelo, junto con la hemicelulosa y la
lignina. La celulosa es un polimero lineal de celobiosa (D-glucopiranosil-3-1,4-D-glucopiranosa).

En el suelo encontramos distintos grupos funcionales que mineralizan la materia organica.
Los celuloliticos son microorganismos que degradan la celulosa, entre los que se encuentran
bacterias aerobias y anaerobias, mesdéfilas, termofilas, hongos y protozoarios. Todos estos
utilizan el C y la energia para su crecimiento y desarrollo. La mayor actividad celulolitica se da
en ambientes aerdbicos, y solo un 5-10 % se lleva a cabo bajo condiciones anaerdbicas. Este
proceso de degradacién de compuestos organicos se conoce como mineralizacion y consiste
en la conversién de la materia organica en dioxido de carbono (CO2) y H20 por los
microorganismos del suelo a través de la descomposicién y respiracion (Figura 2.9). Los
microorganismos del suelo degradan la biomasa o materia organica, por un proceso respiratorio
que libera CO2 cuando ocurre en alta tensién de oxigeno y CH4 (metano) en baja tension de
oxigeno. La produccion de metano ocurre en condiciones anaerdbicas, en las que el carbono es
reducido a CH4 como resultado de la respiracion anaerdbica por las bacterias metandgenas que
se encuentran en el suelo. Algunos grupos bacterianos como las bacterias metanotroficas utilizan
el metano como fuente de C y energia (Figura 2.9)

Las comunidades microbianas del suelo median la conversion del tejido vegetal muerto y los
compuestos organicos exudados de las raices de las plantas en CO2 y compuestos inorganicos.
La actividad microbiana también contribuye a la formacion de complejos de materia organica —
minerales (microagregados) que protegen fisicamente al carbono organico de la degradacion. La
comprension de las reacciones catalizadas por enzimas y las condiciones ambientales que
controlan la transformacion de varios compuestos de la MOS en compuestos himicos de larga
duracién o microagregados altamente estables podria generar oportunidades para secuestrar
grandes cantidades de carbono de manera que mejoren la calidad del suelo y beneficien al medio

ambiente.
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Figura 2.9
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Nota. Ciclo Biogeoquimico del C. Transformaciones del C en el suelo como resultado de la

disponibilidad de energia y de la tensién de oxigeno.

Es importante destacar que, la mineralizacién de la MO en el suelo no solo contribuye al flujo

de energia en los suelos y al reciclaje de C, sino que ademas afecta la movilizacién de otros

nutrientes como el N, el Py el S.

Factores que afectan la dinamica de la materia organica en el suelo

1.

Nitrégeno: el N-inorganico en forma de nitrato es clave para la degradacion de la celulosa,
ya que los microorganismos lo requieren para satisfacer sus necesidades (1 parte de nitrato
por cada 35 partes de celulosa), por ello el crecimiento y la multiplicaciéon de bacterias que
degradan la celulosa asimilan (inmovilizan) el N del suelo, por lo que depende de la
disponibilidad del mismo.

Temperatura: la asimilacion y la mineralizacion del C depende de la temperatura debido a
que son procesos catalizados por enzimas, si bien las mismas pueden pertenecer a diversas
poblaciones microbianas, por eso el rango es muy amplio.

Humedad y aireacién: el nivel hidrico del suelo condiciona la actividad de las comunidades
microbianas porque influyen en la vida de los microorganismos y en la aireacion del suelo.
pH: en condiciones de pH neutro conviven la mayoria de las poblaciones microbianas y en
extremos de pH solo proliferan algunas.

Relacion carbono/nitréogeno: esta relacion permite estimar la velocidad en que se producira
el proceso de degradacion. Las plantas contienen generalmente la misma cantidad de
carbono (40% del peso seco), sin embargo, el contenido de N varia segun la especie. Cuando
la cantidad de N del sustrato adicionado es alta, los microorganismos encuentran satisfechas
sus exigencias, se multiplican y degradan el sustrato rapidamente. Por el contrario, si el

sustrato es deficiente en nitrégeno, su relacion C/N es alta y el proceso de degradacion se
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cumplira lentamente, en este caso los microorganismos encargados de la descomposicion

asimilan el N disponible, inmovilizandolo.

Ciclo del nitrégeno

El nitrégeno forma parte de las proteinas y de los acidos nucleicos por lo que es un nutriente
esencial para la vida y del mas abundante en las células y tejidos de los organismos. Por ello,
habitualmente el N limita el rendimiento de los cultivos en cantidad y calidad, variando el
contenido proteico de los alimentos.

La atmoésfera es una reserva de nitrodgeno, en la que se encuentra en estado gaseoso
constituyendo el 80% de la misma. En el suelo, el N se encuentra principalmente en forma
organica (proteinas, peptidoglicano, quitina, acidos nucleicos), pero para ser aprovechado por
las plantas, debe mineralizarse, este proceso lo realizan los microorganismos que actuan
mediante sus sistemas enzimaticos.

En el suelo conviven los procesos de asimilaciéon, como la incorporacion de compuestos
nitrogenados a la célula bacteriana, y de mineralizacion, en la que el N es liberado en forma de
ion en el suelo.

La secuencia de transformaciones que sufre el nitrégeno en el suelo constituye un ciclo y este
es el resultado de la actividad microbiana, siendo los hongos y las bacterias los microorganismos
del suelo que tienen mayor participacion. En el caso del N, un grupo de organismos autotrofos y
heterotrofos aerdbicos mineralizan el N que queda en el suelo en forma de NOa. Este puede ser
lavado por el agua, absorbido por las plantas o en condiciones de falta de oxigeno es reducido
por organismos anaerobios facultativos heterétrofos formando formas intermedias gaseosas que
terminan en la pérdida de N. Otra via de ingreso de N al suelo es por la fijacion biolégica de N,
que realizan algunas bacterias en forma aislada o en simbiosis, ellas fijan el N2 liberando NH4*

que es asimilado por las plantas.
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Figura 2.10
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Nota. Ciclo biogeoquimico del N. Se describen los procesos reductivos y oxidativos del N que

ocurren en el suelo fundamentalmente debido a la actividad de los microorganismos del suelo.

Ciclo del azufre

El azufre (S) es el décimo elemento en abundancia en la tierra, es esencial para los
organismos en los que representa aproximadamente el 10% de la materia seca. El S forma parte
de aminoacidos esenciales como la cisteina y la metionina que forman las proteinas, pero
ademas es requerido por algunas vitaminas, hormonas y coenzimas. EI S es clave en la
conformacién de las proteinas ya que los puentes disulfuro juegan un rol clave en las mismas. El
S es un elemento que de la misma manera que el N y el C es muy dinamico, puede estar en el
suelo formando parte de distintos compuestos o en estado mineral con distinto grado de
oxidacién, que también depende de la disponibilidad de energia quimica o de la luz y del
ambiente aerdbico o anaerdbico que determina ambientes reductores u oxidativos.

Vale la pena destacar que el reservorio de S mas importante son las rocas es decir la litdsfera,
si bien los gases de S se liberan a la atmésfera por la actividad volcanica, en realidad se
combinan con el Fe y genera pirita, por otro lado con el calcio (Ca) forma sulfato, ambos se
almacenan como roca en el suelo, mientras que la atmésfera solo mantiene una baja
concentracion de S. En cualquier caso, en la tierra el ciclo del S incluye interacciones de la
peddsfera, la hidrosfera, la bidsfera y la atmésfera. El ciclo del S incluye transformaciones
mediadas por reacciones quimicas y microorganismos que conducen a su volatilizacion. EI S es
incorporado a la materia organica por una reduccion asimilativa y hay también una mineralizacion
que ocurre formando acido sulfurico y acido sulfuroso. En ausencia de oxigeno el S es reducido
por bacterias quimioautétrofas, anaerobias estrictas y por bacterias fotoautétrofas. Pero,

ademas, organismos heterotréficos aerdbicos oxidan el azufre a tiosulfato o sulfato. Por otro lado,
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en el suelo ocurre también una reduccién aerobia y anaerobia del S que es llevada a cabo por
otros grupos de microorganismos.

La mineralizacién del S ocurre por varias rutas metabdlicas: la mineralizacién aerdbica directa
en la que se oxida C para obtener energia; la mineralizacion anaerébica de la materia organica
(desulfurizacién); la oxidacion incompleta de S organico en compuestos azufrados inorganicos;
la oxidacion biologica de H2S a sulfato via S elemental y sulfito; la oxidacién biolégica de
tetrationato a sulfato; la hidrdlisis de cisteina por la cisteina desulfidrolasa, y por ultimo la

mineralizacion indirecta cuando ésteres de sulfato son hidrolizados por sulfatasas.

2(R-SH) + PAPS == Sulfur + PAP + RSSR

Figura 2.11
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Nota. Ciclo del Azufre. Se describe la reduccién asimilativa, desasimilativa y la oxidacién que
ocurre en el suelo como resultado de la actividad microbiana y en funcién de la disponibilidad de

energia en el suelo.

La inmovilizacion consiste en que usualmente el S sufre una reduccién luego de lo cual es
asimilado en los compuestos organicos como SOz por las plantas y los microorganismos. Existe
de manera similar a lo que ocurre en el ciclo del N una reduccion desasimilativa del S que ocurre

en anaerobiosis.
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CAPITULO 3

Metabolismo del carbono: degradacion
microbiana de lignocelulosa y formacion de
sustancias humicas

Gabriela Diosma y Mario C. N. Saparrat

Introduccion

El carbono (C) y el oxigeno (O) son los componentes mayoritarios de la biomasa del suelo, la
que se genera por procesos anabdlicos que inmovilizan nutrientes en la estructura celular. Entre
éstos, se pueden mencionar a los procesos de sintesis de compuestos organicos como la
fotosintesis y/o la asimilacién de carbono que utiliza la energia de los compuestos inorganicos
del suelo para reducir y fijar el CO2z y formar asi compuestos organicos. También la materia
organica contenida en el suelo es transformada por la actividad de los microorganismos, que
llevan adelante procesos de mineralizaciéon que conducen a la liberacion de C en forma de CO:2
y también procesos de humificacion, que conducen a la formacién de compuestos carbonados
que son estables y que les transmiten esta propiedad a los suelos.

Existen diferentes procesos claves que estan asociados con el ciclo de la materia organica
en los suelos, distinguiendo los siguientes: transformaciéon, descomposicién, mineralizacion,
particion (distribucion), asimilacién y estabilizacion. Mientras que la mineralizacion es definida
como la conversion microbiana de la materia organica en constituyentes inorganicos, la
humificacién es el proceso en el que el carbono de los residuos organicos es transformado y
convertido en sustancias humicas a través de reacciones bioquimicas y abidticas. La
mineralizaciéon de la materia organica en el suelo es el resultado de diversos procesos que
ocurren simultaneamente y que provocan la degradacion entre otros de sustancias poliméricas,
y la posterior fermentacién (etandlica o alcohdlica, acido-mixta, butanodidlica, entre otras) y/o
respiracion (aerdbica y/o anaerébica) de los mondmeros liberados. Esto se lleva a cabo en
funcién de la presencia de microorganismos especificos que son responsables de cada proceso,
lo que debe ser acompanado de condiciones predisponentes, como por ejemplo la disponibilidad
de oxigeno, es decir que tanto los microorganismos como las condiciones estan directamente
relacionados con los ciclos de C y O. La humificaciéon es el proceso de formacion del humus,
principal reservorio de C organico en el suelo. El humus se define como una estructura

polifendlica, compleja, amorfa y recalcitrante que caracteriza el estatus nutricional de los suelos.
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El proceso y los mecanismos de sintesis, asi como la naturaleza de sus principales precursores

se encuentra actualmente en analisis y discusion.

Materia organica del suelo: componentes

La materia organica del suelo representa un continuum de materiales que abarca desde
residuos organicos alterados amorfos de la biota, en proceso de descomposicién, exudados
radiculares, biomasa microbiana, biomoléculas como sustancias no humicas y sustancias
humicas. Convencionalmente, acorde al concepto clasico de la teoria del polimero, se acepta
que la materia organica del suelo consiste predominantemente de sustancias humicas (humus,
60-70 % de la materia organica del suelo), las que son sintetizadas en un proceso llamado
“humificacion” del material organico.

Las sustancias no humicas son compuestos organicos de estructura definida como proteinas,
polisacaridos, acidos nucleicos, y pequenas moléculas tales como azucares y aminoécidos,
siendo la mayoria de ellos degradables y por eso pueden ser utilizados como sustrato por
microorganismos del suelo, de tal forma que su existencia es transitoria.

En el suelo, la materia organica se encuentra en un equilibrio dinamico a través de tres
procesos diferentes:

- Inmovilizacién microbiana: es el secuestro del nutriente que es incorporado a la

estructura celular.

- Mineralizacion: es la degradacion de la materia organica que es transformada en
sustancias inorganicas, donde la materia organica es convertida a CO: (forma oxidada
del C) y H20 por los microorganismos del suelo.

- Humificacion: es la formacién del humus o sustancias himicas (que incluyen a los
acidos fulvicos y humicos) a partir de la materia organica que llega al suelo; se basa en

un proceso de degradacion y sintesis.

La dinamica de la materia organica en el suelo es impactada por diversos factores:

1. Nitrégeno: el N-inorganico en forma de nitrato, es un componente clave para la
degradacion de la materia organica, ya que la microbiota lo requiere para sintetizar diferentes
enzimas involucradas en los procesos de degradacion. Por esta causa, mientras se esté llevando
a cabo la degradacion de materia organica en el suelo los niveles de nitratos disponibles en la
solucién edafica, que son también la principal fuente de nitrégeno para las plantas, seran bajos.
El nitrégeno se encontrara inmovilizado en la biomasa de los microorganismos, cuyo crecimiento
y actividad depende de su disponibilidad.

2. Temperatura: la mineralizacién de la materia organica es mas lenta a temperaturas
bajas, pero en funcién de la diversidad de microorganismos implicados en el proceso, el rango

puede ampliarse.
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3. Humedad y aireacién: como la microbiota heterétrofa del suelo puede ser aerobia o
anaerobia, el nivel hidrico del suelo condiciona la actividad de cada uno de estos grupos.

4. pH: en general los procesos de degradacion de la materia organica, como la celuldlisis,
son mas activos en suelos con valores de pH neutro o levemente acido.

5. Relacion carbono/nitrégeno de la materia organica a incorporar al suelo: esta relacién
puede ser utilizada para estimar la velocidad con que se llevara a cabo el proceso de
degradacion. Las plantas herbaceas contienen generalmente una cantidad relativa de carbono
del 40% de su peso seco, sin embargo, el contenido de N varia segun la especie y es un factor
limitante del proceso de degradacién. Si la cantidad de N del sustrato adicionado es alta, la
microbiota involucrada en el proceso de degradacion encontrara satisfecha la demanda del
elemento, lo que conducira a la rapida mineralizacién de la materia organica. En cambio, si el
sustrato a incorporar al suelo es deficiente en nitrégeno, su relacion C/N sera alta y el proceso
de degradacion estara limitado y por lo tanto se llevara a cabo mas lentamente, ya que el N del
sistema estara inmovilizado. Cuando los sustratos son lefosos, el grado de lignificacion, es decir
la calidad del C y/o la relacion entre lignina y N son mejores parametros indicadores de la

degradabilidad de este tipo de sustrato.

Componentes poliméricos de la materia organica del suelo

A nivel cuantitativo la fraccion mas importante de carbono organico que ingresa al suelo son
los residuos vegetales, ya sean en forma de rastrojos desde los cultivos u hojarasca de sistemas
forestales, material constituido principalmente por celulosa y lignina. Este es el material
estructural de las paredes celulares de las plantas; esta matriz compleja corresponde a los
siguientes polimeros: celulosa que forma parte de la estructura de la pared celular vegetal,
hemicelulosa y un polimero de naturaleza aromatica, la lignina. Esta ultima macromolécula
cumple un rol clave en la rigidez de las paredes de las células vegetales xilematicas y es lo que
da sostén y contribuye a la defensa frente a los ataques microbianos. La transformacién de estos
polimeros en el suelo es un proceso clave del ciclo biogeoquimico de carbono, lo que tiene
impacto en las caracteristicas estructurales y quimicas del suelo. Los microorganismos
heterétrofos del microbiota del suelo utilizan la lignocelulosa como sustrato de crecimiento y/o
simplemente la degradan en reacciones cometabdlicas, y de esta manera actuan sobre el flujo
de energia en el sistema, lo que afecta a otros niveles tréficos y conduce ademas a la liberacion
de CO: a la atmosfera. A causa del significado funcional y cuantitativo que tiene la celulosa como
material de partida en los procesos de degradacion de residuos vegetales en el suelo, en los
siguientes apartados se analizara el proceso de celuldlisis, incluyendo los microorganismos que
llevan a cabo este proceso y qué mecanismos involucran. Ademas, se incluye informacién sobre
la degradacion de lignina de los materiales vegetales, y las caracteristicas de las sustancias
humicas, sus precursores y su relacién con la lignocelulosa en el contexto actualizado de los

modelos de las sustancias humicas y los procesos de transformacion de la materia organica.
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Lignocelulosa, caracteristicas y su degradacién en el suelo

La lignocelulosa, que incluye a tres polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, es uno de los
componentes mayoritarios del carbono en el suelo y es una fuente de energia para un amplio
espectro de microorganismos que la degradan.

La celulosa representa entre el 35y el 50 % de la biomasa vegetal seca, y ademas es también
sintetizada, aunque en menor proporcion, por otros organismos. Es un polimero lineal de
unidades de glucosa unidas entre si mediante enlaces -1,4-glucosidicos. Estas cadenas de
glucosa (cadenas poliglucosidicas) se agregan en paquetes que se conocen como microfibrillas,
las que tienen unos pocos nandmetros de didmetro. La celulosa en los restos vegetales
expuestos a la degradacion en el suelo presenta un estado semicristalino en el que se identifican
sectores ordenados y amorfos, estos ultimos son mas susceptibles a la hidrélisis enzimatica.

La hemicelulosa es otro polimero que forma parte de la materia organica que llega al suelo.
Esta formado principalmente por xilanos y mananos, aunque también pueden contener otros
constituyentes.

La lignina es otro de los componentes de la materia organica del suelo, que, considerando la
cantidad con que se la encuentra en el material vegetal, es un constituyente limitante de la
velocidad de degradacion. Es un polimero tridimensional de hasta 3 unidades fenilpropanoides,
derivadas de alcoholes p-hidroxicinamicos, que dan origen a una variedad de subunidades,
incluyendo diferentes enlaces C-C y éter que no son hidrolizables. La estructura de la lignina no
se conoce con exactitud y hasta el momento sélo se han descriptos modelos estructurales. La
lignina es resistente a la degradacion microbiana. Este compuesto y otros de bajo peso molecular
de la fraccion extraible de la materia organica son los responsables del color pardo amarillento
de los restos lignoceluldsicos.

Son también componentes de la materia organica del suelo, las pectinas y otros polimeros
menores que son degradados por un amplio espectro de microorganismos no especificos que

los utilizan como fuente de C y de energia.

Celulosa, microorganismos que la degradan y sus mecanismos

La celulosa y el almidén son probablemente los dos polisacaridos naturales mas abundantes
de la materia organica del suelo. Aunque ambos son polimeros de la glucosa, las unidades estan
enlazadas de manera diferente. Esto hace que la celulosa y el almidén difieran en su solubilidad

en agua y en la velocidad con que son degradados.
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Almidén y su degradacién microbiana

El almidén es una sustancia de reserva de C y energia que se encuentra en el
suelo. Es una mezcla de dos polimeros de D-glucosa, la amilosa y la
amilopectina. La amilosa es un polimero lineal con enlaces glucosidicos a-(1,4).
Aunque la amilosa y la celulosa son polimeros lineales de la glucosa, las unidades
estan enlazadas de manera diferente, generando una conformacion
tridimensional del polimero distinta. Esto hace que la celulosa sea insoluble en
solucién acuosa comparado con el almidén y que se digiera mas lentamente.

El otro polimero del almidén es la amilopectina, que ademas de enlazar sus
glucosas a través de enlaces glucosidicos a-(1,4), tiene ramificaciones de
cadenas generadas via enlaces glucosidicos a-(1,6).

Muchos hongos y bacterias del suelo hidrolizan el almidén a través de la sintesis
de diferentes enzimas extracelulares llamadas amilasas (a-(1,4) exo- y
endoglucanasas), lo que conduce a la generaciéon mayoritaria de oligosacaridos
y maltosa, un disacarido. La hidrdlisis de este ultimo azucar, como resultado de
la actividad de una a-(1,4) glucosidasa, genera glucosa. Por otro lado, también
existen microorganismos en el rumen que tienen actividad amilolitica como
Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola, Streptococcus bovis,
Succinomonas amylolytica y los protozoarios y hongos del rumen (Neocallimastix
frontalis).

Entre las enzimas involucradas en la degradacion de almidoén, estan las a- y B-
amilasas y las enzimas desramificadoras. La a-amilasa es una endohidrolasa que
rompe los enlaces glucosidicos a-(1,4) de los polisacaridos y libera oligosacaridos
de bajo peso molecular. Mientras que esta enzima hidroliza los enlaces del
polimero en forma aleatoria, la -amilasa lo hace en forma escalonada en enlaces
alternos, con lo que conduce a que se libere maltosa de las cadenas del almidon.
La B-amilasa es una exohidrolasa que actua en el grupo final no reductor de la
molécula y que no hidroliza los enlaces a-(1,6), en donde se originan las
ramificaciones de las cadenas del almidén, razéon por la cual la presencia de
ramificaciones limita la accion de la B-amilasa y asi la degradacion del almidén.
Por lo tanto, las enzimas a-amilasa y p-amilasa hidrolizan los enlaces a-1,4, pero
no los a-1,6; esto significa que existen otras enzimas para romper los enlaces que
dan lugar a las ramificaciones, las que se han nombrado como enzimas
desramificadoras, que pueden dividirse en isoamilasas o dextrinasas limite,

dependiendo de su especificidad por el sustrato.

La descomposicion microbiolégica de celulosa en el suelo no solo contribuye al flujo de

energia en los suelos y al reciclado de C, sino que ademas afecta la movilizacion de otros

nutrientes como N, Py S.
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Existe una diversidad de microorganismos del suelo que se encuentran asociados al material
vegetal como rastrojos y hojarasca del mantillo del suelo de bosques, que incluyen bacterias
aerdbicas y anaerdbicas y hongos, que participan en la degradacion de la celulosa. La mayor
actividad celulolitica se da en ambientes aerdbicos, y solo un 5-10 % de la degradacion se lleva
a cabo bajo condiciones anaerdbicas.

Entre los microorganismos celuloliticos, podemos mencionar a:

1. Los clostridios, que incluyen a organismos celuloliticos anaerobios modelos como las
especies Clostridium thermocellum, C. cellulolyticum, y C. cellulovorans que fermentan la
celulosa con formacion de acidos y alcoholes. Estas especies son probablemente los principales
organismos descomponedores de celulosa en ambientes andxicos, como el rumen o sedimentos.

2. Diferentes bacterias del orden Cytophagales (phylum Bacteroidetes), que son Gram (-), no
formadoras de endosporas, aerobias estrictas y que son las que se consideran las principales
responsables de la degradacion bacteriana de la celulosa.

3. Otras bacterias que degradan celulosa son diferentes bacilos Gram positivos del género
Cellulomonas que pertenecen al Orden Micrococcales (phylum Actinobacteria) como C. flavigena
y C persica, Estas bacterias son quimio-organétrofas, no formadoras de endosporas, anaerobios
facultativos y se caracterizan por su capacidad para degradar celulosa y hemicelulosas y
sintetizar diferentes enzimas lignoceluloliticas.

4. Algunas bacterias filamentosas del grupo de las Actinobacteria como Streptomyces, que
sintetizan enzimas extracelulares hidroliticas que degradan polisacaridos como almidoén, celulosa
y hemicelulosa, siendo los productos de reaccién utilizados por estas bacterias como fuente de
carbono y energia;

5. Bacterias del rumen como aquellas pertenecientes al género Fibrobacter (phylum
Fibrobacteres) como F. succinogenesy F. intestinalis, que son Gram (-) y anaerobias estrictas.

6. Diferentes grupos de hongos que incluyen representantes de los phyla Ascomycota
(Chaetomiun y Trichoderma, de los que se han caracterizado sus enzimas celuloliticas a nivel
transcripcional y proteémico), Basidiomycota, Chytridiomycota y Mucoromycota (con sélo unos
pocos miembros del género Mucor que presentan significativa actividad celulolitica). Se han
descripto también hongos anaerdbicos celuloliticos, incluidos en el phylum
Neocallimastigomycota, que estan asociados a la microbiota del sistema digestivo de animales
rumiantes.

7. Microorganismos eucariotas pertenecientes al phylum Oomycota (Reino Straminipila) como
Pythium graminicola,

8. Entre las bacterias extremofilas como las Archaea, se identificaron representantes que
degradan la celulosa cristalina, destacandose unas hipertermoéfilas afines a Ignisphaera

aggregans, Pyrobaculum islandicumy Thermofilum pendues.
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Celulosomas de los clostridios

Los clostridios celuloliticos poseen celulosomas, una compleja estructura multienziméatica que se

encuentra en la superficie externa de la pared celular (Figura 3.1). El celulosoma esta unido a la

envoltura celular del microorganismo celulolitico a través de una subunidad de anclaje y consiste

de un madulo proteico de unién a la celulosa (MUC) y de varias subunidades cataliticas que

estan unidas a la subunidad de anclaje comun en la que se despolimeriza la celulosa préxima al

microorganismo. El celulosoma facilita la unién del organismo a la celulosa, y la degrada hasta

productos solubles que se incorporan al protoplasto del clostridio, donde son

metabolizados, mecanismo que es comun en las bacterias que degradan la celulosa

anaerobicamente.

Figura 3.1

SUSTRATO CELULOSICO

| Pared celular bacteriana |
Celulosoma A

Subunidades no cataliticas _-l
gﬁﬁf,—‘ﬁ.

Nota. Celulosoma en clostridios. El acronimo MUC indica el médulo de unién a celulosa

Microorganismos del rumen (Figura 3.2 A-C)
Las asociaciones simbidticas que se establecen entre los microorganismos y

varias especies de mamiferos resultan en un uso de la energia y los nutrientes
de compuestos que catabolizan los microorganismos con los que interactuan.
Mientras que los mamiferos carecen de las enzimas necesarias para digerir la
celulosa y otros polisacaridos de las plantas, los microorganismos que habitan en
uno de los compartimentos del estémago policavitario de los rumiantes (como las
vacas y las ovejas), que es llamado rumen, sintetizan las enzimas que catalizan
la despolimerizacion de los polisacaridos. El rumen es un ecosistema microbiano,
estrictamente andxico y de ubicacion estratégica en el sistema gastrointestinal

del animal, ya que se encuentra localizado antes del estdmago acido. El rumen
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tiene una temperatura calida y constante (39°C) y un estrecho rango de pH (5,5-
7, dependiendo de cuando el animal fue alimentado por ultima vez) que es
también clave para su actividad. El alberga diferentes poblaciones de
microorganismos anaerobicos incluyendo diferentes especies de Firmicutes y
Bacteroidetes, asi como también los metan6genos que son practicamente el
principal grupo funcional de arqueas. También hay bacterias celuloliticas del
género Fibrobacter, diferentes protistas y hongos unicelulares anaerobios
estrictos (una propiedad que es poco comun entre los eucariotas, como
Neocallimastix que fermenta azucares produciendo acidos, alcohol y H2) que
digieren y fermentan la celulosa y sus productos de degradacion. Es de destacar
que, sin estos microorganismos simbidticos, los rumiantes no podrian alimentarse
adecuadamente solo a expensas de alimentos ricos en celulosa como la hierba y

el heno.

Figura 3.2

A

{——\ Rumen

Rumiantes

Hierba — Celulosa — Glucosa — Fermentacion microbiana

/\

Acidos grasos CO;+ CH,

(nutricién para el animal)  (productos de desecho)

Nota: Impacto de los microorganismos del rumen.
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PIENSO, HENO, etc.

|

Celulosa, almidén, azicares
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Glucosa Acetato + Propionato + Butirato + CO, + CH, + H,0

Nota. A. Impacto de los microorganismos del rumen. B. Reacciones bioquimicas
que se llevan a cabo en el rumen. Las rutas principales estan indicadas mediante
lineas llenas; las lineas discontinuas indican las rutas secundarias. El acrénimo
VFAs corresponde a acidos grasos volatiles. C. Reaccion general de la
fermentacién en el rumen.

En términos generales, la celuldlisis consiste en la degradacién de la celulosa por enzimas
que son sintetizadas por grupos de microorganismos que utilizan la celulosa como fuente de
carbono y energia. Los pasos de este proceso son:

1. la amorfogénesis, que es un evento inicial de acondicionamiento que consiste en la
desorganizacion de sectores cristalinos;

2. la despolimerizacion extracelular que genera pooles de oligosacéaridos hasta celobiosa o
incluso glucosa, los que pueden ingresar a las vias metabdlicas de los microorganismos
asociados al proceso de degradacioén; y

3. el ultimo paso que corresponde a la oxidacién propiamente dicha de la glucosa.

La desorganizacion de la estructura lignocelulésica es clave para que la celulosa quede
expuesta al ataque enzimatico, aumentando su susceptibilidad a la despolimerizacién. No
obstante, algunos microorganismos, como los hongos causantes de la pudricion parda de la
madera, degradan en células vegetales intactas la celulosa de la pared celular a través de un

sistema no enzimatico involucrando especies reactivas de oxigeno.
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Colonizacion y ataque de la madera por diferentes grupos de hongos

Existen diferentes grupos funcionales de hongos que colonizan madera, que son llamados
xilé6fagos. Entre ellos, se encuentran los denominados “mohos”, los hongos manchadores de la
madera y los hongos causantes de pudricion. El ataque de los mismos se inicia cuando
encuentran condiciones favorables para la germinacién de sus propagulos y la posterior
colonizacion de la madera, generalmente cuando el contenido de humedad es superior al 20 %,
siendo los factores que tienen mayor influencia en el crecimiento fungico la humedad, la
temperatura y la presencia de aire (oxigeno).

Los “mohos”, representados principalmente por hongos pertenecientes al Orden Mucorales
(phylum Mucoromycota) y al phylum Ascomycota, se nutren de material organico simple asociado
al lumen de la madera. Ellos colonizan la superficie expuesta de la madera diferenciando
colonias, estromas y/u otras estructuras portadoras de esporangios/esporas, las cuales son
evidenciables a simple vista por una coloracion diferencial respecto a la madera no deteriorada.

Los hongos manchadores de madera o cromoégenos, al igual que los “mohos”, sélo se
alimentan de compuestos simples de la madera, ya que no pueden utilizar a los polimeros de la
pared de las células como fuente de C y energia y por lo tanto no afectan las propiedades
mecanicas de la madera. Adicionalmente, se caracterizan porque su colonizacion esta asociada
a alteraciones en el color de la madera.

Los hongos que pudren la madera difieren en la forma en que degradan los polimeros
estructurales de la madera. Existen diferentes tipos de pudriciones de la madera, como resultado
de la colonizacion asintomatica de la madera, siendo solo evidente el tipo de pudricidn en etapas
avanzadas, cuando los cambios de color y apariencia de la madera se ven a simple vista o
también debido a la diferenciacion de estructuras macroscopicas como los esporomas de los
hongos causantes de las pudriciones. No obstante, la remocion de las estructuras fungicas
visibles no detiene la degradacion de la madera que es provocada por la actividad de las hifas
en contacto con la madera. En el drea de la pudricién en la medida que avanza la degradacién
se acentua el cambio de color (sea blanco/parduzco) y la madera pierde masa e incrementa su
contenido de humedad. En la fase final del proceso se llega a pérdida de las caracteristicas fisico

- mecanicas por la disgregacion total de la estructura de la madera.

Tipos de pudricion de la madera causada por hongos

Existen tres tipos basicos de pudricion: blanca, parda y blanda, que son el producto de
diferentes formas de ataque de la madera que generalmente tienen también un patrén
morfoldgico distintivo. Algunos hongos xiléfagos pueden generar mas de un tipo de pudricion en

un mismo huésped.
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Pudricién blanca

Este tipo de pudricion consiste en términos generales, en que el sustrato lefioso se vuelve
fibroso de color blancuzco, y se desmenuza facilmente. El polimero clave que se degrada es la
lignina, a través de un proceso de despolimerizacion oxidativa.

Se distinguen dos patrones de pudriciones blancas:

- Pudricién blanca simultanea, donde la lignina, las hemicelulosas y la celulosa son atacadas
a la misma velocidad dejando las paredes de las células mas delgadas, incluso a veces
perforadas.

- Pudricion blanca selectiva, que consiste en un ataque selectivo de la lignina y las
hemicelulosas; en este caso los materiales afectados toman aspecto de desfibrado por la
desaparicion de la laminilla media cementante.

Las especies fungicas mas importantes causantes de pudriciones blancas, representadas por
taxones del phylum Basidiomycota, son: Coriolus versicolor, Fomes sp., Ganoderma applanatum,

Pholiota sp., Pleurotus sp. Polystictus versicolor, Schizophylum commune y Trametes spp.

Pudricién parda

Este tipo de pudricién es el resultado de un proceso complejo en el cual se remueve
selectivamente de la madera la celulosa y las hemicelulosas, quedando la lignina oxidada. A
partir del lumen los hongos causantes de la pudricion parda degradan la celulosa en las capas
S1 y S2 de la pared celular vegetal. Aunque la capa S3 queda intacta o poco modificada, la
madera se torna quebradiza en sentido transversal y perpendicular al eje mayor de la estructura
de los elementos celulares axiales de la madera y se torna de color pardo-café. Los hongos, que
provocan esta degradacion pertenecen al phylum Basidiomycota y solo atacan los polisacaridos.
En estadios tempranos se detecta una reduccién de la fuerza mecanica de la madera, que no es
acompafada de una pérdida de biomasa. El proceso involucra un mecanismo en el que
participan especies reactivas de oxigeno y se produce una modificaciéon oxidativa de la lignina,
principalmente a través de reacciones de demetoxilacién y la consecuente aparicion de grupos
cromoforos.

Ejemplos de taxones fungicos que producen este tipo de pudricién son: Coniophora puteana,

Laetiporus sulphureus y Phaeolus schweinitzii, Poria spp. y Serpula lacrimans.

Pudricién blanda

Esta pudricidon es provocada por hongos del phylum Ascomycota, que colonizan la madera
expuesta y generan un material lefioso blando y amarronado. Segun el tipo de alteraciones
morfoldgicas que muestran las paredes celulares de la madera atacada, se distinguen dos tipos
de pudricion blanda, siendo causados por un amplio rango de hongos, incluyendo representantes
de los géneros Alternaria, Coniothyrium, Chaetomium, Humicola, Stemphylium y Ustulina entre

otros.
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¢ Como degradan la celulosa los hongos causantes de la pudricién parda de
la madera? (Figura 3.3).

Estos hongos sintetizan compuestos reductores de hierro (CRFe), peréxido de
hidrégeno (H202) y acido oxalico. Este acido se une a Fe** formando un complejo
que difunde a la pared celular junto con el H202 y el CRFe. Al valor de pH presente
en la madera, CRFe secuestra Fe*" del complejo Fe-oxalato y lo reduce a Fe?*.
Este ion luego reacciona con el H202 (reaccion de Fenton) y produce radicales
hidroxilos (-OH) que despolimerizan la lignocelulosa. Aunque a través de este
sistema estos hongos pueden degradar principalmente polisacaridos de la madera,
solo modifican parcialmente la lignina, la cual torna a un color pardo (lignina
oxidada), que es una fuente potencial de compuestos aromaticos para la fraccién

estable de la materia organica de los suelos forestales (sustancias humicas).

Figura 3.3

Lumen de la célula vegetal (pH: 2,0)  Pared celular vegetal (pH: 5,5-6,0)

—  H0, H,0, + Fe®* — Fe* * HO * HO
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Oxalatﬁ cF ey, Despolimerizacion
del complejo de
CF83‘> / lignocelulosa

Nota. Degradacién del complejo de lignocelulosa por hongos causantes de la

pudriciéon parda de la madera utilizando el sistema Fenton. El acronimo CRFe

corresponde a compuestos reductores de Fe®*.

La degradacién de polisacaridos como la celulosa es provocada por hongos y bacterias que
sintetizan un conjunto de enzimas que difieren en sus propiedades fisicoquimicas y/o cataliticas;
muchas son isoenzimas, cuya actividad es dependiente de los valores de pH, fuerza iénica y el
tipo de sustrato lignocelulésico que degradan, que pueden presentar diferente relacion C/N y
tenor de lignina.

La despolimerizacién de la celulosa es llevada a cabo por enzimas que difieren en su
actividad; unas son hidroliticas y otras oxidativas (Figura 3.4). Se han reportado tres grupos de
enzimas hidroliticas:

1. endoglucanasas (endo 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasas), que catalizan en forma

aleatoria la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos de la cadena de celulosa.
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2. exoglucanasas (celobiohidrolasas; exo 1,4-B-D-glucano-4-celobiohidrolasas), que liberan
celobiosa o glucosa desde el extremo reductor o no-reductor de la celulosa.
3. B-glucosidasas, también conocidas como celobiasas, que hidrolizan celobiosa y otras

celodextrinas solubles a glucosa.

Con respecto a las enzimas oxidativas involucradas en la celuldlisis, se encuentran las
monooxigenasas liticas de polisacaridos y la celobiosa-deshidrogenasas que oxidan la celulosa
o sus productos de degradacion a través de reacciones redox.

Todas estas enzimas que despolimerizan la celulosa actuan fuera de las células, es decir que
son enzimas sintetizadas por los microorganismos y secretadas, con lo cual el proceso
degradativo es regulado exclusivamente por la actividad de las enzimas y su vida media. La
mayor actividad celulolitica ocurre cuando actuan mezclas de enzimas que trabajan

sinérgicamente en el suelo.

Figura 3.4
u otros donadores
de e- e- f&

Nota. Un modelo de la degradacion enzimatica de celulosa por microorganismos celuloliticos
aerdbicos que liberan sus enzimas al ambiente donde estan creciendo. El asterisco indica la
unidad de glucosa oxidada por la enzima. Se indican a través de formas tipo-Pacman de diferente
color las enzimas con actividad hidrolitica: endoglucanasas (gris oscuro), exoglucanasas (blanco
y negro) y b-glucosidasas (gris claro). Las formas tipo-nube de diferente color corresponden a
las enzimas con mecanismos de catalisis de tipo oxidativo: monooxigenasas liticas de

polisacaridos (gris oscuro) y celobiosa-deshidrogenasas (blanco).

Residuos celulésicos como materia prima para la generacion de bioetanol

La bioconversién de lignocelulosa a combustibles liquidos y otros quimicos tiene
varias ventajas en términos de mitigar el efecto invernadero y reducir la
dependencia a los combustibles fdsiles. Muchos residuos ricos en celulosa
derivados del uso de la biomasa vegetal pueden ser revalorizados como fuente

para la sintesis de bioetanol de segunda generacion. La conversion de biomasa
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lignoceluldsica a etanol requiere de tres pasos basicos: 1. el pretratamiento del
residuo, para aumentar la accesibilidad a las fibras, a fin de exponer la celulosa; 2.
la etapa de sacarificacidon, que consiste en la despolimerizacion de la celulosa a
través de la accién de cocteles enzimaticos de celulasas para generar una mezcla
de azucares simples fermentables (especialmente glucosa, aunque también en el
proceso se generan xilosa y otros azucares derivados de las hemicelulosas), y que
es uno de los factores limitantes del proceso, ya que demanda una gran cantidad
de enzimas para obtener una conversion eficiente de los residuos de partida; y 3.
la fermentacién para convertir estos azucares en etanol a través de la actividad de
la levadura de cerveza, Saccharomyces cerevisiae. Este tipo de combustible es un
ejemplo de energia de impacto neutro respecto a los combustibles fosiles, que
tienen un gran impacto ambiental en lo que se refiere a la cantidad de emision de
gases de efecto Invernadero, ya que la generacién de bioetanol celuldsico implica
el aprovechamiento de la energia desde un residuo organico en el marco de una
economia circular del carbono. También el etanol celuldsico, que es denominado
de segunda generacion, es considerado ecolégicamente una fuente de produccién
de energia mas sustentable respecto al bioetanol de primera generacién que se
obtiene a partir del almidén y la sacarosa, contenidos principalmente en el maiz y
la cana de azucar, en respuesta a que posibilita el uso de diferentes subproductos
celulésicos, reduciendo su volumen y evitando el uso de materias primas
comestibles y por lo tanto los suelos destinados para su produccion.

El mercado mundial de enzimas involucradas en la generacion del bioetanol
celuldsico y la disponibilidad de cécteles comerciales con estas enzimas demanda
el desarrollo de complejos enzimaticos, optimizados para las biomasas especificas
usadas como materias primas, que a su vez deben ser compatibles con los costos
de logistica de grandes volumenes de enzimas para la obtencién del etanol a
granel. Como consecuencia, grandes esfuerzos en investigacién se realizan en
todo el mundo para optimizar el paso de sacarificaciéon mediante la bioprospeccién
de enzimas de microorganismos que sean mas eficientes a las disponibles en el

mercado y con menor costo de produccion.

Lignina y su degradacién

La degradacion de la lignina ha sido estudiada con mayor énfasis en representantes del
phylum Basidiomycota que son los agentes causantes de las pudriciones blancas de la madera.
Se han descrito un nimero de enzimas ligninoliticas como las lacasas, lignina peroxidasas,
manganeso peroxidasas, peroxidasas versatiles y variados mecanismos de ataque a la lignina
(Figura 3.5). Estos hongos son agresivos y degradan todos los polimeros existentes en el

sustrato, generando con frecuencia un material blanco enriquecido en celulosa.
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Existen ademas otros hongos y bacterias de suelo que viven en la hojarasca o mantillo del
bosque, que metabolizan parcialmente la lignina. En los suelos forestales la hojarasca se
encuentra asociada a hongos saprotrofos del phylum Basidiomycota que también sintetizan
enzimas oxidativas, aunque la actividad ligninolitica de estos hongos es moderada. Sin embargo,
también hay hongos del phylum Ascomycota que degradan lignina, con menor eficiencia, aun
cuando la utilizan como unica fuente de C (asimilaciéon) o degradandola bajo condiciones de
cometabolismo. Este ultimo proceso corresponde a la transformacion de la lignina u otro tipo de
compuesto que solo se lleva a cabo cuando el microorganismo se nutre y obtiene energia de otro
sustrato disponible. Se ha descrito la existencia de bacterias del suelo que metabolizan lignina;
la mayoria corresponden a los grupos Actinobacteria, a-Proteobacteria y y-Proteobacteria que
suelen estar presentes en los sistemas digestivos de termitas e insectos que habitan madera.
Estas bacterias despolimerizan lignina de alto y bajo peso molecular y como resultado de este
proceso liberan compuestos aromaticos como el acido protocatéquico entre otros. Esta actividad

ligninolitica se ha asociado a peroxidasas extracelulares y en algunos casos a lacasas.

Figura 3.5
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Nota. Degradacion de lignina por hongos causantes de pudricién blanca que secretan enzimas
extracelulares (formas tipo-Pacman de diferente color) como peroxidasas (manganeso
peroxidasa y lignina peroxidasa, gris claro y oscuro respectivamente) y lacasas (negro) y
metabolitos de bajo peso molecular (MBPM) para generar especies radicales oxidativas que

catalizan la oxidacién de la lignocelulosa.

Sustancias humicas

Las sustancias humicas son una serie de polimeros complejos del suelo que tienen un origen
complejo y una estructura macromolecular heterogénea, que es funcidon de los materiales de

origen y de las condiciones ambientales de los suelos en que se encuentran. Ellas cumplen roles
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importantes desde un punto de vista ambiental y agroecolégico, ya que le confieren al suelo
propiedades fisicas y quimicas que resultan en un aumento de la fertilidad, acomplejando
cationes y por lo tanto aumentando su disponibilidad para las plantas. Las sustancias humicas
son definidas convencionalmente en tres categorias: acidos humicos (AH, fraccion soluble en
medio alcalino e insoluble en medio acido), acidos fulvicos (AF, fraccion soluble tanto en medio
alcalino como en medio acido), y humina (material organico insoluble en los residuos alcalinos).

Las sustancias humicas representan una clase de polimeros de alta masa molecular de color
amarillo a pardo oscuro o negro. Los componentes del humus son quimicamente indefinidos,
refractarios, complejos, heterogéneos, amorfos y polidispersos, Se caracterizan por tener una
multitud de grupos quimicos que, a la vez, les otorgan propiedades reguladoras del pH. Las
sustancias humicas tienen un mayor contenido de C y menor de O que la mayoria de sus
precursores y estan estrechamente asociadas con los constituyentes inorganicos de los suelos,
a menudo formando agregados, lo cual explica su lenta modificaciéon y/o mineralizacion. Todas
estas caracteristicas explican su resistencia a la degradacion y al ataque quimico.

La humificacion consiste en la transformacién del carbono en sustancias humicas como
resultado de procesos bioquimicos y abidticos (Figura 3.6). La lignina y sus productos de
transformacién, asi como también polisacaridos, melaninas, cutinas, proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, particulas finas de carbén, entre otros, son componentes importantes que participan

en el proceso.

Figura 3.6
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Nota. Potenciales precursores de las sustancias humicas y posibles mecanismos de sintesis.
Obsérvese que compuestos aminados de origen microbiano son considerados reaccionar con
ligninas modificadas (via 4), quinonas (vias 2 y 3) y azucares reductores (via 1) para formar

polimeros complejos tipo-humus, adaptado de Sylvia et al. (2005).

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 61



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Se han propuesto dos mecanismos de humificacidon que estan interrelacionados o incluso son
convergentes. Uno consiste en la alteracién macromolecular, sin degradacion previa, y el otro es
un proceso de condensacién de precursores de bajo peso molecular, provenientes de la

degradacion de biomacromoléculas o de la sintesis bioldgica.
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CAPITULO 4
Ciclo del nitrégeno
Geraldina Fermoselle y Pedro A. Balatti

Introduccion

El nitrégeno (N) es uno de los macronutrientes de las plantas que junto con el fésforo (P)
habitualmente limitan el crecimiento y el desarrollo de los cultivos. EI N es uno de los principales
constituyentes de los aminoacidos, proteinas, enzimas, nucleoproteinas, acidos nucleicos, forma
parte de compuestos que conforman las paredes celulares y también de un pigmento clave de
las plantas como es la clorofila. Es decir que el N, de la misma manera que el P, es demandado
en grandes cantidades por las plantas y cuando sus niveles son bajos, estas no pueden
desarrollar todo su potencial de rendimiento.

La reserva mas grande de N es la litdésfera, es decir las rocas, pero de esta forma no esta
disponible para los organismos vivos. Otra fuente que alberga una gran cantidad de N es la
atmosfera, el aire tiene un 78% de nitrégeno en forma de N2 gaseoso, sin embargo,
metabdlicamente no esta disponible para su asimilacién por las plantas superiores, que no
poseen mecanismos para romper el triple enlace covalente, que convierte al N2 en una molécula
muy estable. Algunas bacterias contienen una enzima que permite romper ese triple enlace
pudiendo asi utilizar el N2. En la Figura 4.1 se muestran las reservas en gramos de N a nivel
global.

El N atmosférico es utilizado en el suelo por medio de la fijaciéon espontanea del nitrégeno,
este es un proceso natural en el cual el nitrdgeno es reducido utilizando la energia liberada
durante las descargas eléctricas producidas en las tormentas, uniéndose con el oxigeno del aire
formando 6xido nitrico y diéxido de nitrégeno que al unirse con el agua forman acido nitrico, y el
agua de lluvia arrastra los compuestos formados hasta el suelo. Una via de ingreso muy
importante es por medio del proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), que sera visto mas
adelante. EI N también se incorpora al suelo con los fertilizantes nitrogenados que se generan
por un proceso industrial lamado Haber-Bosch.

Otra fuente importante de N es la materia organica del suelo (MOS), que esta constituida
aproximadamente por un 98% de compuestos organicos de los restos vegetales y animales y
menos del 2% son formas minerales, (6xido nitroso, 6xido nitrico, amonio, nitritos y nitratos), por
lo tanto, la fraccién organica debe transformarse por medio de la accién de los microorganismos

del suelo, por el proceso de mineralizacién, a la forma inorganica para que las plantas puedan
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aprovecharlo. La forma en que las plantas absorben el nitrégeno es principalmente como nitrato

(NOs’) y en menor medida como amonio (NH4").

Figura 4.1
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Nota. Reserva de nitrégeno en el ecosistema terrestre.

La fraccién organica nitrogenada del suelo esta compuesta por: 20-40% de aminoacidos, un
5-10% de aminoazucares y un 1% bases puricas y pirimidicas. El resto del nitrégeno integra las
moléculas humicas, que le dan estabilidad a los suelos porque se degradan lentamente.

Los microorganismos del suelo son de gran importancia para la vida del suelo porque
transforman los compuestos organicos en inorganicos que son los que utilizan las plantas. La
actividad de descomposicién y mineralizacion, que realizan los microorganismos, se consideran
herramientas para el manejo del suelo y la nutricién de las plantas. Este conocimiento es de
particular importancia en la agricultura para desarrollar manejos productivos considerando el
cuidado de los recursos ambientales.

Las transformaciones que sufre el N en la naturaleza constituyen lo que se da en llamar el
ciclo del nitrégeno (Figura 4.2), el cual se lleva a cabo por diversos procesos biogeoquimicos.
Diferentes formas de vida participan en los procesos que se llevan a cabo en el suelo, pero las
comunidades microbianas son las que poseen un papel principal. En la Figura.4.3 se muestran
los estados de oxidacion que puede tener el N como resultado de los diferentes procesos que
regula la actividad microbiana. Debido a los diversos estados de oxidacion que puede tener el N
en el suelo (actua con valencias desde -3 a +5) se evidencia que hay una diversidad de procesos

biolégicos que actuan en la oxidacién y reduccion de diversos compuestos nitrogenados.
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Figura 4.2
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Nota. Ciclo del Nitrégeno. Se muestran las entradas de N al suelo: la fijacion biolégica de
nitrégeno, la fertilizacion, el ingreso por lluvia y la incorporacién de materia organica, y las salidas

de mayor magnitud: la absorcién por parte de las plantas, la volatilizacion, la desnitrificacion y la

lixiviacion.

Figura 4.3

Nota. Diferentes estados de oxidacion por los que pasa el nitrogeno, por accién de los

microorganismos.
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Mineralizacion del nitrégeno

La mineralizacion, es el proceso bioquimico mediante el cual los componentes organicos del
suelo (restos animales y vegetales, células microbianas, exudados de las raices, etc.) son
degradados hasta formas minerales simples por la actividad de diversos microorganismos. En el
caso del nitrégeno, este pasa de N organico a N mineral, fundamentalmente a amonio, nitritos y
nitratos.

Otro proceso que ocurre en el suelo es la inmovilizacion, esto consiste en el secuestro de los
nutrientes que son liberados durante la mineralizacion de la materia organica, que son
incorporados por los microorganismos para su crecimiento y desarrollo. En el caso del N lo
utilizaran para formar sus enzimas, proteinas, acidos nucleicos etc. Se conoce que la asimilacién
microbiana (inmovilizacién) es un proceso critico que controla la disponibilidad de N para las
plantas.

La mineralizacién de la materia organica, que llevan a cabo los microorganismos del suelo,

se realiza en dos etapas que son la amonificacibn y la nitrificacion.

Mineralizacion de nitrégeno=== Amonificacion + Nitrificacion
~ ~

\N NH‘;' N
NOZ', N°3

Amonificacion

Es el proceso por el cual los compuestos nitrogenados organicos que se encuentran en el
suelo, como las proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, urea, quitina, mureina, etc. son
transformados por los microorganismos del suelo liberando amonio. La degradacion microbiana
de estos compuestos nitrogenados es realizada en muchos casos para satisfacer los
requerimientos de energia y carbono de los microorganismos heterotréficos, gran parte del
amonio producido es utilizado por los microorganismos para sintetizar sus proteinas estructurales
y funcionales y el amonio liberado como resultado de la amonificacion puede considerarse como

producto del catabolismo
Nitrégeno organico NH4*

Los microorganismos que metabolizan los compuestos organicos son: bacterias, hongos,
protozoos, algas, estos poseen enzimas extracelulares (proteasas, peptidasas, quitinasas,

lisozima, ARNasa) que degradan los polimeros organicos nitrogenados y luego los mondémeros

resultantes atraviesan la membrana celular y son metabolizados por las enzimas intracelulares
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(asparaginasa, glutaminasa, deshidrogenasa) El grupo amino de las moléculas organicas es
liberado por deshidrogenasas y oxidasas en un proceso llamado desaminacion.

Al ser tan amplio el grupo de microorganismos amonificadores y los sustratos tan variados, el
proceso de amonificaciéon puede realizarse en diferentes condiciones ambientales, como
aerobiosis o0 anaerobiosis, temperaturas frias o calidas y amplio rango de pH. Aunque la actividad
seria maxima en condiciones de suelos aireados, temperaturas entre 25 - 37 grados, el pH
cercano a la neutralidad y humedad del suelo media.

El amonio que se libera como resultado de la degradacién de compuestos organicos
nitrogenados puede seguir diferentes caminos:

e Puede ser utilizado por los microorganismos como fuente de nitrégeno.

e Puede ser asimilado en pequefas cantidades por los vegetales.

e Puede unirse fuertemente a las arcillas en base a dos procesos; por un lado, por
atraccion de cargas, como el amonio esta cargado positivamente, se une a las arcillas
que tienen cargas (-) de esta manera pasan a formar parte del complejo de intercambio
de iones del suelo. El amonio unido de esta manera a las arcillas no es lixiviado o lavado
del suelo por el agua. Ademas, el NH4* es adsorbido por las arcillas y solo estara
disponible para las plantas cuando se produzca la ruptura de las uniones responsables
de adsorcién.

e Puede ser utilizado por bacterias quimiolitétrofas que oxidan el amonio a nitrito y luego
a nitrato en el proceso que se conoce como nitrificacién.

e Se puede volatilizar en condiciones de altas temperaturas y suelos secos, perdiéndose
en la atmdésfera como amoniaco; este gas, aunque no tiene efecto invernadero, puede
adoptar diversas formas, actuando como un precursor del 6xido nitroso (N20) y del 6xido
nitrico (NO), para caer finalmente al suelo en forma de acido nitrico (HNOs) (componente

de la lluvia acida).

Algunos de los microorganismos involucrados en el proceso de amonificacion son: bacterias
como Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Serratia, Klebsiella, etc. y hongos como Penicillum,

Aspergillus, Alternaria, Rhizopus. etc.

Nitrificacion

La nitrificacion es el proceso en el que el NH4* es convertido en NOs™; esta reduccion del N es
catalizada por bacterias del suelo que respiran aerébicamente y son autétrofas, es decir que fijan
el CO., carbonatos o bicarbonatos del suelo y lo utilizan para sintetizar sus compuestos celulares.
Estas fueron identificadas en 1890 por Sergei Winogradsky, son bacterias Gram (-),
quimiolitétrofas, aerobias, no esporuladas, con forma de bacilos, cocos o espirilos, generalmente
moviles debido a la presencia de flagelos polares, estas pertenecen a la familia

Nitrobacteriaceae.
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El proceso clasico de nitrificacion es el resultado de la accién secuencial de dos grupos de
bacterias que son: las oxidantes de amonio y las oxidantes de nitrito, que en conjunto se conocen
como bacterias nitrificantes. Ellas utilizan nitrégeno en forma de amonio y nitrito como fuente de
energia, y oxigeno molecular como aceptor de electrones, liberando nitritos y nitratos al suelo. El

nitrato es la forma mas comun en que es aprovechado el nitrégeno por las plantas.

Nitrificacion: NH,* ===) NO,7 ==) NO,
v e
\

La nitrificacion es un proceso que ocurre en dos etapas: nitritacion y nitratacion.

La nitritacion consiste en la oxidacién del amonio a nitrito. El amonio ingresa al citoplasma
por difusién a través de la pared y la membrana bacteriana y es convertido en hidroxilamina
(NH20H) por la actividad de la enzima amonio-monooxigenasa (AMO), que esta presente en la
membrana celular de los microorganismos nitritadores, esta reaccion es endergonica, es decir
demanda un gasto de energia para la bacteria. El proceso continta y la hidroxilamina es oxidada
a NOz, por la actividad de la enzima hidroxilamina-oxidoreductasa (HAO) que se ubica en el
periplasma de las bacterias nitritadoras. En este caso la energia contenida en los electrones del
N es acumulada en ATP cuando los mismos son transportados a través de la cadena de

transporte de electrones hacia el oxigeno, reaccion que genera energia (Figura 4.4 y 4.5)

Figura 4.4

Membrana
externa —

Espacio HAQ ~

periplasmat NH,OH + H,0
Pared celular | — h -

NO, *+ 5H ’\ RS0, 2
q/

Membrana AmoO

citoplasmatica

Citoplasma __

Nota. Ubicacion de la enzima amonio-monooxigenasa y de la hidroxilamina-oxidoreductasa.
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Figura 4.5

AMO
NH;+ O, +2H*+2e° ——5NH,0H + H,0

NH,OH +H,0 2% NO, +5H*+4e" +65 Keal/mol

Nota. Reacciones de la nitritacion.

El proceso de la nitritacion puede generar 6xido nitroso (N20) gas que si se pierde en la
atmosfera constituye una pérdida de eficiencia del proceso. El consumo de oxigeno en este
proceso es grande. Los protones generados disminuyen el pH acidificando el medio. Entre las
bacterias oxidantes del amonio podemos encontrar a Nitrosococcus nitrosus, Nitrosomonas
europea y Nitrosospira briensis. El proceso de nitritacién por lo tanto incluye las dos reacciones
descritas y como resultado del proceso se acumulan NO2 en el suelo.

La nitratacion es llevada a cabo por un grupo de bacterias distinto al anterior, conocidas
como nitratadoras, tienen la capacidad de oxidar el NOz" a NOs", debido a que tienen la enzima

nitrito-oxidoreductasa (NIR), que se encuentra en la membrana (Figura 4.6).

Figura 4.6

Membrana
externa —

Espacio
periplasmat
Pared celular | —

Membrana
ctoplasmatca
Croplasma ____ NO; +% O, NOy

Nota. Ubicacion de la enzima nitrito-6xido reductasa.

Figura 4.7

NO, +% 0, — " . NOs + 18 Kcal/mol

Nota. Reaccion de la nitratacion.
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La enzima transfiere electrones a través de la cadena transportadora de electrones y la
energia de los mismos es utilizada por la bacteria para sintetizar ATP por la via de fosforilacién
oxidativa, que es la misma via que utilizan los procesos descritos anteriormente.

El NOs, como se dijo, es una de las formas en que el N se encuentra en el suelo, y es la
forma en que es absorbida por los microorganismos y las plantas, en estas Ultimas en este estado
es trasladado hacia la parte aérea. Entre los microorganismos oxidantes de nitrito se encuentra
Nitrobacter winogradsky, Nitrococcus mobilis, Nitrospira gracilis.

La eficiencia bioquimica de los procesos es: para Nitrosomonas (N inorganico oxidado/C-CO2
asimilado) 14-70/1 y para Nitrobacter 76-135/1. Los oxidantes de amonio obtienen mas energia
de la reaccion y deben metabolizar menos N por unidad de C asimilado.

La Figura 4.8 muestra los diferentes géneros y caracteristicas de las bacterias nitrificantes

autotroficas. La Figura 4.9 representa las temperaturas de crecimiento de estas bacterias.

Figura 4.8
GENERO MORFOLOGIA HABITAT
pr wom
OXIDANTES | Nitrosomonas Bacilos, la mayoria con Suelo, aguacorriente y =
DE AMONIO movilidad. Con 1 0 2 flagelos | residuales. paredes de edifidos.
polares
NH,* —> NO; Nitrosococcus Cocos en pares o téfradas, Sueloy medio marino .
flagelo polar DL
Nitrosospira Espiral con o sin movilidad, A
flagelos peritricos ~
suelo, rocas, agua
OXIDANTES | Nitrobacter Bacilos cortos, con o sin Suelos, agua cormrientes, lagunas
DE NITRITO movilidad, flagelo polar g AN

Nl

NO, — NO;- | Nitrospira helicoidal A

Suelo, medio marino, manantiales
de agua caliente

e
Nitrococcus Cocos moviles con flagelos | Medio marino, haldfilos obligados
que pueden perderse -
Nitrospina formas alargadas delgados | Medios marinos, halofilas |

Nota. Caracteristicas de bacterias nitrificadoras autétrofas.

Las especies mas representativas pertenecen a los géneros Nitrosomonas y Nitrobacter, el
resto de los nitrificantes autétrofos aparecen en general en bajo niumero y tienen rangos
estrechos de temperatura y pH para su desarrollo. En comparacion con otros grupos funcionales
del suelo, las bacterias oxidantes de amonio y nitrito autotrofas tienen una baja diversidad, una

tasa de crecimiento lenta, sensibilidad a la acidez y a diferentes productos quimicos.
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Figura 4.9
Cracimiento Nitrosomonas
= Crecimiento B Mrobecte
| B Ntrosococcus
; I Ntrospira
B Ntrosospira
" B Ntrococcus
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w— 5101520 25 30 35 4045 remperatua ¢

Nota. Temperatura 6ptima de crecimiento de bacterias nitritadoras y nitratadoras.

El proceso de nitrificacion se puede realizar en el suelo, en ambientes marinos, y en procesos
de depuracion de aguas residuales.

La nitrificacién también puede producirse por medio de microorganismos heterétrofos, los
cuales utilizan compuestos organicos como fuente de energia para su metabolismo, con lo que
sintetizan sus componentes celulares y ademas la utilizan para metabolizar el amonio o el nitrito,
liberando nitritos o nitratos al suelo. Aunque la tasa de mineralizaciéon es menor, con un aporte a
la produccion de NOs insignificante respecto a la nitrificacion autotréfica, el proceso puede
realizarse en situaciones donde los microorganismos nitrificadores autotroficos pueden ser
inhibidos por la acidez del terreno, como son los suelos forestales, suelos con altas temperaturas
0 bajo nivel de oxigeno, incluso pueden desarrollar en el mar como es el caso de Nitrocystis
oceanus. La oxidacion de compuestos organicos nitrogenados produce tan poca energia que no
cubre el costo energético de los procesos de biosintesis. Aunque la eficiencia es baja, estos
microorganismos se pueden encontrar en alta densidad por lo que la cantidad de N liberado al
suelo puede ser importante. Entre los microorganismos heteroétrofos del suelo en los cuales se
ha reportado nitrificacion, estan las bacterias Arthrobacter spp., Azotobacter sp., Bacillus
megaterium, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Aerobacter aerogens, Proteus
sp., Actinomicetes como Streptomices sp. y Nocardia sp y los hongos Aspergillus flavus,
Penicillium sp y Neurospora sp.

En los ultimos afos se ha descubierto que no solo las bacterias del dominio Bacteria pueden
oxidar el amonio, esta reaccion también puede ser efectuada por bacterias del dominio Archaea.
Las arqueas oxidantes de amonio (AOA) son microorganismos no termofilos del phylum
Crenarchaeota. El avance en las técnicas empleadas para el conocimiento de las comunidades
microbianas, especialmente aquellas que son independientes del cultivo, ha permitido
comprender mejor el papel de las AOA en la nitrificacion. Particularmente, en los suelos
inundados se ha sugerido que estas podrian tener una actividad nitrificante mas importante que

la de las bacterias como también en suelos acidos.
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Figura 4.10
Elciincia Nitrosomonas
del oxidantes NH,*
proceso
Arqueas
Oxidantes
deNH,"

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temperatura °C

Nota. Diferencias en las temperaturas 6ptimas del proceso de oxidacién de amonio, para
Nitrosomonas y Arqueas.

Mas recientemente se ha descrito el proceso conocido como OCOMA (oxidacion completa
del amonio a nitrato, COMMAMOX Complete Amonia Oxidation).

Este consiste en la transformacion de NH4" a NOs™ pero a diferencia del proceso descrito
anteriormente en donde intervienen dos grupos de bacterias, BOA (bacterias oxidantes de
amonio) y BON (bacterias oxidantes de nitrito), en el COMMAMOX interviene un solo grupo de
microorganismos pertenecientes al género Nitrospira. Este posee los genes que codifican las
proteinas involucradas en la oxidacion de amonio y de nitrito y esta Unica ruta metabdlica es lo
que hace distinto al proceso. Simulaciones realizadas con el proceso convencional de
nitrificacion de dos pasos y commamox sugieren que el Ultimo podria estar convirtiendo

porcentajes considerables del NH4* del suelo.

La oxidacion biolégica del amonio en condiciones anaerobicas, es llevada a cabo por las
bacterias denominadas ANAMMOX, (oxidacion anaerbbica de amonio) son bacterias autotrofas,
de crecimiento extremadamente lento que obtienen su energia para el crecimiento de la
oxidacion del amonio, usando nitrito como aceptor de electrones en condiciones de ausencia
total de oxigeno, liberando N: al medio. En diferentes muestras ambientales, estos
microorganismos han sido detectados por técnicas moleculares. Estas bacterias pertenecen a
los géneros Brocadia, Scalindua y Kuenenia del phyllum Planctomycetes y se encuentran
ampliamente distribuidas en diversos ambientes que incluyen océanos, lagos y suelos. Su
estudio se ha centrado como proceso ideal en el tratamiento de efluentes residuales ricos en
nitrégeno, donde el amonio y nitrito se convierten directamente en nitrogeno molecular. Con este
tipo de tecnologias se eliminan los intermediarios de 6xidos nitrosos que contribuyen al efecto
invernadero. Los organismos anammox pueden vivir en baja cantidad, pero son capaces de tener

un crecimiento y metabolismo significativo cuando hay un cambio en los parametros ambientales
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que les permita crecer. La temperatura 6ptima del proceso ocurre entre los 20-43°C y el pH
optimo se encuentra en valores de entre 6.4-8.3

Es muy alta la contribucion del proceso Anammox a nivel del ciclo global de N; se calcula que
en medios marinos mas del 50% de la produccion de N:es realizada por estas bacterias. En

ambientes marinos, las especies de Candidatus Scalindua fueron dominantes.

ANAMMOX: NH.* + NOy ——> N,+2 H,O

Figura 4.11

::gzlsza:::x::acién" G
Anammox I'. > ' heterétrofos
.. del amonio N
Arqueas

Nota. Distintos grupos que modifican el nitrégeno.

Condiciones ambientales que modifican el proceso de mineralizaciéon en

el suelo

El proceso de nitrificacion se activa cuando los suelos estan bien drenados lo que hace que
el oxigeno esté disponible, o sea cerca a capacidad de campo o con un 50-60% del espacio
poroso ocupado por agua. En los suelos secos, la nitrificacion esta limitada por el efecto que la
falta de agua provoca sobre el crecimiento y la actividad metabdlica de las bacterias nitrificantes.
Aunque tanto los nitratos (NOs~) como los nitritos (NO,~) pueden acumularse en el suelo o en el

agua, los nitritos son mas toxicos para plantas, animales y seres humanos. Su acumulacién
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puede afectar la respiracion celular y la salud del ecosistema, por lo que su transformacion rapida
en nitrato durante la nitrificacion es clave para mantener el equilibrio del ciclo del nitrégeno.

La nitrificacién ocurre en suelos que tienen rango de pH de neutro a alcalino. Por debajo de
pH 6.0 la nitrificacion disminuye y por debajo de pH 4.5 es minima (Figura 4.12). El encalado
favorece el proceso en suelos acidos.

La mayor actividad de nitrificacidon se presenta cuando la temperatura se encuentra entre los
25y 35°C; por debajo de 5°C y por encima de 40°C, el nivel de nitrificacién es muy bajo.

La nitrificacion es un proceso cuya actividad es una funcion de la disponibilidad de amonio y
nitrito ya que el crecimiento y actividad de las bacterias nitrificantes, depende de la energia que
genera el proceso.

La mineralizaciéon de la materia organica varia a lo largo del afo, generalmente en zonas
templadas, serd mayor en otofio y primavera, comportamiento que puede ser alterado por
variaciones de humedad, temperatura y practicas agronémicas. En zonas aridas o semiaridas la
mineralizacién puede tener variaciones espaciales, ya que se suelen desarrollar islas de fertilidad
(microclima) bajo el dosel de arboles y arbustos en comparacién con los espacios abiertos. Bajo
el dosel, los suelos contienen mayor humedad, mayor cantidad de nutrientes que provienen de
los residuos de las plantas, favoreciendo a las comunidades microbianas, por lo tanto, la
nitrificacién es mas intensa y sobre todo cuando el dosel esta formado por leguminosas, ya que
estas fijan nitrdgeno de manera simbidtica.

La mineralizacion también puede ser alterada ya que ciertas plantas son capaces de liberar
compuestos quimicos desde sus raices al suelo, que actian como inhibidores de la nitrificacion
en la rizésfera, este proceso se denomina inhibicion biolégica de la nitrificacion, esto es
considerado como un rasgo de la fisiologia de las plantas que les confiere competitividad en el
uso eficiente de N por parte de los cultivares.

Los nitratos son altamente solubles y méviles en el perfil del suelo y cuando no son absorbidos
por las plantas percolan y pueden contaminar el agua subterrdnea o pueden ser lavados del
suelo por la escorrentia superficial llegando a lagunas o rios, limitando el uso de esas fuentes
para el consumo humano. La Resolucién conjunta N 22/2021 de la secretaria de calidad en salud
y secretaria de alimentos, bioeconomia y desarrollo regional, establece que para que el agua
sea potable debera cumplir con el siguiente nivel guia: Nitrato max.:45 mg/l, Nitrito max.: 0,10
mg/l. Los nitratos se reducen en la sangre a nitritos, que se unen a la hemoglobina
transformandola en metahemoglobina, de esta forma deja de transportar el Oz a los tejidos

corporales, esta condicidon genera una patologia conocida como metahemoglobinemia.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 74



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Las arqueas tienen una distribucion ubicua en el planeta y se encuentran en
cantidades importantes en el suelo, en el plancton marino, en los sedimentos
marino y en ecosistemas artificiales.

Estudios de metagendmica y cultivo han proporcionado pruebas de que las
arqueas de ambientes terrestres y marinos son capaces de oxidar el amonio y
actuan de forma importante en el ciclo del nitrégeno, al descubrir genes
homadlogos de la enzima amonio mono-oxigenasa.Se ha aislado una nueva cepa
de arquea amonio-oxidante (AOA) Candidatus N. maritimus, que contiene genes
para las tres subunidades, amoA, amoB y amoC de la amonio mono-oxigenasa,
la enzima responsable de la oxidacion del amonio.

Técnicas de PCR- DGGE, permiten estimar y evaluar la estructura de la
comunidad de las arqueas en diferentes areas. Determinadas condiciones
interfieren en la actividad de las AOA del suelo, como la concentracion de NH4*,
manejo de especies vegetales, el pH y la temperatura entre otros. Hay estudios
que han reportado que las AOA se pueden adaptar a pH bajos y que crecieron
tanto en bajas como en altas concentraciones de amonio, mientras que las
bacterias oxidantes amonio (AOB) crecen en altas concentraciones del compuesto
y pH cercano a la neutralidad. Esto sugiere que las AOA y las AOB ocupan nichos
ecologicos distintos. Se considera que en suelos agricolas es mas importante el
papel de las AOB en la oxidacion de amonio, a pesar de la dominancia de las
AOA, dado que no se ha encontrado relaciéon entre la abundancia de AOA y las
tasas de nitrificacion.

Diferentes investigadores afirman que las arqueas haldfilas poseen atributos
como la solubilizacién de fosforo, mineralizacion de nitrégeno, produccion de
siderdéforos, produccion de acido indol acético, por lo que las arqueas podrian ser
usados como biofertilizantes para la promocién de crecimiento vegetal en suelos

salinos, como alternativa para una agricultura sustentable.

Considerando la gran diversidad de microorganismos que intervienen en el proceso de
nitrificacion esta claro que este ocurre en diferentes condiciones, aunque las tasas de produccion
de NO2~ y NOs~ mas importantes se generan con las bacterias nitrificantes autotrofas los cuales
necesitan una temperatura, pH y humedad determinada para que el proceso se desarrolle a su

mayor potencial.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 75



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Pérdida del NO3™ del suelo

Desnitrificacion

Las dos formas de pérdida mas importantes de NOs son la desnitrificacion y la lixiviacion.

La desnitrificacion es un proceso de transformacion del N, llevado a cabo por
microorganismos no relacionados filogenéticamente, que en condiciones de baja tension de
oxigeno, respiran utilizando al NO3s" como aceptor de electrones. El proceso de reduccion de NOs
a N2, es catalizado por un conjunto de enzimas, cada una de las cuales libera productos
intermedios como nitrito (NOz’), 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N20) y finalmente nitrogeno
molecular (N2) que se pierde como gas y va a la atmosfera.

La desnitrificacion es llevada a cabo generalmente por bacterias anaerobias facultativas,
heterétrofas, y ocurre en ambientes con baja tensién de oxigeno, ya que el proceso es una
respiracion anaerébica que genera ATP y poder reductor. Esto ocurre en el sedimento de cuerpos
de agua como rios y lagos, cuando hay presencia de materia organica y de nitratos y la cantidad
del oxigeno disuelto es baja. También ocurre en suelos anegados o con alta humedad como
pueden ser los arrozales, o en suelos que tengan densidades aparentes altas, generadas por
procesos de compactacion llevados a cabo por maquinaria pesada o por el pisoteo continuo de
animales. La desnitrificacion es, en sintesis, una reduccion que conduce a la desasimilacion de
NOs™ del suelo y consecuentemente una pérdida de N del sistema.

La reduccién del nitrato también es realizada por los microorganismos o por las plantas, estos
forman amonio y este es asimilado a esqueletos carbonados para formar compuestos
nitrogenados celulares, a este proceso se lo conoce como reduccién asimilativa del N.

El proceso de desnitrificacion sigue una ruta metabdlica donde la baja concentracion de Oz
origina una cascada de sefnalizacién que comienza en la pared celular y termina en la produccion
de enzimas que se ubican en la membrana o el espacio periplasmico en donde reducen las
diferentes formas de N, (Figura 4.12).

La desnitrificacion es un proceso metabdlico de 6xido reduccion que altera el estado de
oxidacién del N que ocurre por la actividad de los microorganismos del suelo, en etapas. Estas
constituyen la secuencia de pasos de la reduccion del N, cada uno de los cuales es catalizado
por la actividad de enzimas especificas como, la nitrato reductasa (Nar), la nitrito reductasa (Nir),
la 6xido nitrico reductasa (Nor), y la 6xido nitroso reductasa (Nos). Cuando las condiciones
aerdbicas se establecen las bacterias continian respirando aerébicamente ya que la célula
obtiene una eficiencia energética mas alta de la reduccion del Oz que de la reduccion del NOs'.

Algunas de las enzimas son inhibidas por la presencia del Oz, como la nitrato reductasa de la
membrana y como la nitroso reductasa, pudiendo detenerse el proceso, en este caso quedando

N20 como producto de la reaccion.
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Figura 4.12
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Nota. Proceso de desnitrificacién y enzimas involucradas.

No todos los organismos desnitrificadores poseen el complejo total de enzimas para llevar a
cabo el proceso completo. Es decir que diversos microorganismos pueden generar distintas
formas moleculares de N. Asi, la diversidad de microorganismos puede conducir a una
desnitrificacion completa o incompleta. Las bacterias desnitrificadoras verdaderas, contienen el
complejo enzimatico completo que cataliza la reduccion del NOs hasta N2, lo que ocurre en
condiciones de baja concentracion de Oz (0,2 mg/L en medio liquido) es decir anaerdbicas,
algunos ejemplos de desnitrificadoras verdaderas son Pseudomonas, Bacillus, Spirillum,
Micrococcus.

Se conocen microorganismos autétrofos que desnitrifican, oxidando un sustrato mineral como
S°, H2S, S203-2, como fuente de energia y utilizando CO2 como fuente de carbono, sin embargo,
su numero en el ecosistema no es alto y por ello las mayores pérdidas de nitrdgeno ocurren
como resultado de la actividad de microorganismos heterétrofos. Sin embargo, los
microorganismos autétrofos son utiles para el tratamiento de agua potable que carece de
carbono. Thiobacillus desnitrificans y Thiobacillus thioparus son ejemplos de bacterias que
pueden remover el N del agua. Son bacterias mesdfilas, con un éptimo de temperatura entre 25-
35°C y pH 6ptimo 7-8, con valores menores de 7 se producen compuestos intermedios de N y
por debajo de 6 y por encima de 9 el proceso es muy limitado.

Otro proceso no convencional es la desnitrificacion llevada a cabo por bacterias nitrificantes;
se encontré que Nitrosomonas europea es capaz de reducir el NO2 a N20O y N2 en condiciones
limitantes de O2.

Algunos hongos saprofitos pueden producir N2O y N2 en presencia de nitratos y nitritos
cuando la concentracion de O2 es baja y en arqueas también se observd capacidad

desnitrificadora.
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Factores que favorecen la desnitrificacion

El grupo de organismos desnitrificadores esta formado por pocos géneros de bacterias en las
que el ambiente tiene un impacto relevante, lo que sugiere que las practicas agricolas podrian
modificar sustancialmente el proceso.

Debido a que los microorganismos desnitrificadores durante la respiracion celular, sustituyen
al Oz, por el NOs™ la presencia de esta forma mineral de N es clave. Otra caracteristica de los
organismos desnitrificadores es que en su mayoria son heterétrofos y quimioorganoétrofos, por lo
cual la disponibilidad de materia organica en el suelo condiciona la actividad de estos
microorganismos. La materia organica provoca que haya aumento en el numero de
microorganismos del suelo, la mayoria aerobios, que mediante la respiracién disminuyen el nivel
de O, facilitando la desnitrificacion.

La concentracién de O: esté sujeta al contenido de agua del suelo, a su capacidad de drenaje,
y a su compactacion. En un evento de precipitacion y anegamiento, la concentracion de O:
disminuye creando un ambiente anaerdbico que desencadena la utilizaciéon de NOs  por los
microorganismos desnitrificantes. Cuando el contenido de humedad en el suelo es mayor al 75%
favorece al proceso de desnitrificacion y se libera Na.

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que afectan la desnitrificacion;
a medida que aumenta la temperatura, va aumentando la tasa de emisién de N porque disminuye
la solubilidad de los gases en la solucion del suelo. Aunque cuando esta es baja la desnitrificacion
también ocurre. El proceso es Optimo a pH neutro, coincidente con la maxima actividad
bacteriana,

La textura del suelo también afecta el proceso, los suelos de textura fina tienen mayores
emisiones que los de textura gruesa.

Periodos de desecacién y anegamiento del suelo (lluvia intermitente) favorece los procesos
de nitrificacion y desnitrificacion. Estudios realizados muestran que en ciclos de 10 dias humedos
y 10 dias secos pueden remover un 67% del N de la materia organica.

Las tasas de desnitrificacién también pueden variar segun el ciclo del cultivo, hay trabajos
que sefialan mayor tasa de desnitrificacion en el suelo al comienzo de la estacion de crecimiento
de las plantas, lo que se atribuye a una mayor disponibilidad de carbono en la rizésfera, luego
en estadios posteriores las menores tasas de desnitrificacion se atribuyen al consumo de

nitrégeno por parte del cultivo, lo que disminuye la disponibilidad de nitratos en el suelo.

MATERIA
NITRATOS ANAEROBIOSIS  oRGANICA

MICROORGANISMOS HUMEDAL DESNITRIFICACION
TEMPERATURA

Para reducir la pérdida de N se recomienda evitar el empleo de fertilizantes nitricos o utilizar

inhibidores de la nitrificacion. La desnitrificacion es responsable de la pérdida de N en los suelos
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agricolas, pero también ocurre en ecosistemas naturales, afectando la calidad ambiental, porque
se libera a la atmésfera N2O, gas de efecto invernadero, que produce la destruccion de la capa
de ozono.

La desnitrificacion es vital en la continuidad del ciclo de nitrégeno, si no ocurriera este proceso
el N se acumularia, impidiendo la vida terrestre. A escala global, la cantidad de nitrégeno perdido
por desnitrificacion puede ser balanceada por fijaciéon biolégica del nitrégeno en ecosistemas
terrestres y marinos. Estudiar los procesos de nitrificacion y desnitrificacion incorpora
conocimientos utiles por lo que se podria aumentar la productividad agricola, cuidando la calidad

del ambiente.

Lixiviacion

La lixiviacion del nitrégeno es el lavado de los nitratos del perfil del suelo y se produce cuando
los mismos son arrastrados fuera de la zona de absorcion de las raices de las plantas, por lluvias

intensas o el riego excesivo (Figura 4.13). Este proceso es mas importante en suelos arenosos,

también cuando hay alta concentracién de nitratos en la solucién del suelo debido a las
fertilizaciones y a condiciones de alta humedad en el suelo, lo que determina que al producirse
precipitaciones intensas el agua percola en el perfil arrastrando los nitratos, que son méviles.
La eficiencia del uso de fertilizantes nitrogenados en agroecosistemas se considera que es
baja, principalmente a causa de las pérdidas atribuidas a procesos como la lixiviacién de los
nitratos; lo que conduce a la contaminacién de acuiferos como también a la eutrofizacion de las

aguas superficiales.

Figura 4.13
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Relaciéon Carbono/Nitrogeno (C/N)

La relacién carbono/nitrogeno (C/N) se conforma considerando el contenido de C organico y
N total del suelo o del rastrojo y se considera como un estimador de la velocidad del proceso de
mineralizacion de la materia organica del suelo.

Al incorporar un material vegetal al suelo se desencadenan distintos procesos que
dependeran de la relacién C/N del mencionado material. Las plantas tienen generalmente un
contenido de carbono similar, 40% del peso seco, pero el contenido de nitrdgeno puede variar
segun la especie y estado de madurez de la planta, por lo que habra diferencias en la relacion
C/N (trébol 3,14% N; paja de trigo 0,5 %N). A esto se debe ademas considerar que ciertas
especies de plantas tienen una mayor capacidad para removilizar el N de sus tejidos. Cuando se
agrega al suelo un material organico, los microorganismos encargados de la descomposicion
asimilaran el N disponible para formar compuestos nitrogenados y se multiplicaran, por lo que
habra inmovilizacion de los nutrientes, que seran liberados posteriormente por procesos de
excrecion o cuando se produce la muerte de las comunidades bacterianas desarrolladas.

Al oxidar la materia organica, los microorganismos liberan CO2 por medio de la respiracion,
de esta manera se reduce la cantidad de compuestos carbonados, lo que conduce a que se
reduzca la relacion C/N, llegando a valores de 25-30/1. La actividad microbiana se reduce y
aumenta el proceso de mineralizacion, por lo que aumenta el contenido de los nitratos en la
solucién del suelo. El valor de equilibrio de la relacién C/N del suelo es de 10/1, valor que tienen
los microorganismos y el humus.

Cuando se incorpora al suelo rastrojo con alta relacion C/N (70-80/1) por ejemplo rastrojo de
trigo o de sorgo, al inicio del proceso de degradacién habra un incremento de la actividad
microbiana y los microorganismos utilizaran la escasa cantidad de N del material que se agrego,
entonces utilizan una cantidad considerable de los NOs™ presentes en el suelo, por lo que en una
primera fase habra un predominio de la inmovilizaciéon sobre la mineralizaciéon. El proceso de
mineralizacion sera lento, y los nutrientes no estaran disponibles para los cultivos hasta pasadas
varias semanas. En contraposicion, si se adiciona material organico con baja relacion C/N (35-
40/1) por ejemplo rastrojo de soja, el proceso de inmovilizacidon sera de menor duracion, debido
a la mayor cantidad de N presente y habra predominio de la mineralizacién en menor tiempo,
estando disponibles los NOs™ en el suelo; siempre que los factores biéticos y abiéticos sean los
adecuados, siendo las temperaturas del suelo y la humedad los mas determinantes.

En la Figura 4.14 se presentan dos ejemplos de adicién de materia organica con diferente
relacion C/N. El periodo de inmovilizacion y mineralizacion sera para cada uno de ellos de distinta
duracién. También se observa como se modifica la cantidad de nitratos a lo largo del tiempo. El
NOs que estaba presente en el suelo se inmovilizara debido a que es asimilado por los
microorganismos, y no se detectara en la solucion del suelo durante los primeros dias, para

volver a hacerse presente a medida que va produciéndose la mineralizacion.
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Figura 4.14
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Nota. Mineralizacion de rastrojo con baja y alta relacion C/N. y la variacion de nitratos en el suelo.

Ademas del valor absoluto de la relacion C/N, la calidad de los constituyentes carbonados y
nitrogenados del rastrojo ejerce una fuerte influencia sobre la dinamica del N en el suelo; por
ejemplo, restos vegetales con alta cantidad de lignina son degradados mas lentamente, de la
misma manera que rastrojos con bajo contenido de N. En la Figura 4.15 se muestra la velocidad
de descomposicion segun la relacion C/N de distintos materiales.

La mineralizacién e inmovilizacion si bien pueden ocurrir simultaneamente en el suelo,
frecuentemente uno predomina sobre el otro. Mientras que la mineralizaciéon resulta en un
aumento en la disponibilidad del N mineral (N disponibles para las plantas), la inmovilizacién
resulta en una reduccion. La mineralizacién neta es la cantidad de nitrégeno que se encuentra
disponible en el suelo, después de restarle el nitrégeno de la inmovilizacidon microbiana y se usa
para estimar el nitrégeno disponible para las plantas. Otro proceso que ocurre en el suelo es la
humificacién, donde la materia organica del rastrojo es transformada por procesos de

degradacion y sintesis formando acidos humicos y fulvicos.

Figura 4.15
Matenal Rastrop Rastrojo Rastropp  Rastropde Estiércol Vicia estado
decenteno detngo demae leguminosas vacuno vegetativo
RelacionCN 821 70-80/1 601 35-40v1 20/1 111
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Nota. Velocidad de descomposicidn segun la relacion C/N de diferentes materiales.
En general, sustratos que contienen mas de 1,8% de N favorecen la mineralizacién neta

mientras que los rastrojos que posean entre 0,5 -1,5 % de N, favorecen la inmovilizacién neta.

La inmovilizacion por parte de los microorganismos también puede producirse durante periodos
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de sequia, donde los microorganismos incorporan solutos para ajustarse osmoéticamente a la
ausencia de agua en el suelo, inmovilizando nutrientes disponibles en el medio.

La utilizaciéon de abonos verdes es una técnica de manejo cada vez mas empleada. Un abono
verde es cualquier especie herbacea o forrajera, que se siembra y se incorpora al suelo, mientras
esta verde o antes de su floracidn, con el proposito de mejorar las propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas. El uso de estos cultivos de cobertura puede controlar la erosién, reducir la
compactacion, minimizar la lixiviacion de nitratos residuales, contribuir al aumento de la materia
organica, ya que entre el 20 y el 30% de la materia seca permanece en el suelo como materia
organica estable, también puede controlar malezas y aportar N mineral al cultivo siguiente.

En zonas templadas, las especies mas utilizadas son generalmente las pertenecientes a las
familias gramineas y leguminosas. Los residuos o rastrojos con baja relacién C/N, como los que
se generan con leguminosas, liberan mas rapidamente el N al suelo, aumentando la
disponibilidad para los microorganismos y posteriormente al cultivo. Los incrementos temporales
en la actividad de las bacterias nitrificantes podrian permitir una disminucién en el uso de
fertilizantes nitrogenados o aumentar los pools de N disponible del sistema. Conociendo la
relacién C/N del material que se agrega al suelo se puede lograr una éptima sincronia entre el
nitrégeno liberado y la absorcion por el cultivo y, por ende, un manejo adecuado de los abonos
verdes.

El tamafio y el estado del material que se agrega al suelo también determinan la velocidad
del proceso, material fresco y picado sera mas rapidamente mineralizado que un material seco;
como también variara la velocidad del proceso si el material se deja en superficie o si se entierra.
Al quedar en la superficie actua de aislante de la temperatura del suelo, en cambio al enterrarlo

aumenta la temperatura y por lo tanto la mineralizacion.

Actualmente la basqueda de tecnologias que permitan hacer un uso mas eficiente del nitrégeno
y disminuir las pérdidas, ha conducido al estudio de nuevos materiales capaces de mejorar su
eficiencia de uso a través de la sincronizacion del N aportado con los requerimientos del cultivo.
Fertilizantes de liberacion lenta o controlada como la urea ESN (environmentally smart nitrogen)
disminuyen las cantidades de N contaminante ya que los mismos estan encapsulados en una
cubierta constituida por un polimero especial que va degradandose con el tiempo, lo que conduce
a un mejor aprovechamiento del fertilizante por el cultivo, y favorece en términos de beneficio
econdémico, ya que permite reducir la dosis de N aplicado.

La urea CO(NH2): es el fertilizante mas utilizado en el mundo, aunque sufre grandes pérdidas de
N antes de ser absorbida por el cultivo, ya que su degradaciéon es muy rapida y también debido
a que gran parte de los microorganismos tienen la capacidad de degradar urea por actividad

enzimatica (ureasa).
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Para que la descomposicion sea mas lenta se emplean compuestos quimicos que tienen efecto
bacteriostatico sobre las poblaciones de microorganismos. El Tiofosfato de N-n-butiltriamida
(NBPT) es un compuesto que actia como inhibidor de la enzima ureasa para evitar pérdidas por
lixiviacion o volatilizacién. También se recomienda incorporar los fertilizantes a unos pocos
centimetros del suelo reduciendo las pérdidas de N entre un 25 y un 75% comparado a cuando
estos fertilizantes son dejados solamente sobre la superficie del suelo.

La nitrificacion también puede modificarse usando compuestos como la diciandiamida
(C2H4N4) (DCD) la cual tiene efecto bacteriostatico especifico para el género Nitrosomonas; el
3,4 DMPP (3,4 dimetil Pirazol Fosfato) es actualmente uno de los inhibidores de la nitrificacion
mas eficientes, ya que tiene la capacidad de inhibir el desarrollo de las bacterias y actua como
bactericida. El éxito del método depende de la velocidad a la que los microorganismos degradan
al inhibidor.

Actualmente en paises desarrollados existen programas que tienen el fin de reducir las
emisiones de gases de nitrégeno, donde establecen limites de reduccion de amoniaco para el
afio 2030. Como una parte de las emisiones provienen de la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados, se estan desarrollando y fomentando técnicas para reducir las emisiones ligadas
a las fertilizaciones con urea, como son el enterramiento y, por otro lado, la utilizacién de

inhibidores de la ureasa o de la nitrificacion.

Urea Ureasa NH,* Nitrosomonas + Nitrobacter NOj-
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Eutrofizacion

La eutrofizacion es uno de los procesos mas frecuentes de deterioro del agua a nivel mundial, que
se encuentra estrechamente relacionado con la actividad humana.Este proceso esta provocado
por el exceso de nutrientes en el agua, principalmente nitrogeno y fosforo, que en un ecosistema
generalmente se encuentran en cantidades limitadas. EI N y el P proceden mayoritariamente de la
actividad del hombre: fertilizantes utilizados en la agricultura, excretas de los animales en la
ganaderia, aguas residuales urbanas con detergentes ricos en fosfatos, descargas industriales de
efluentes con compuestos nitrogenados y fosfatados, las emisiones de 6xidos de nitrogeno y
azufre que reaccionan en la atmésfera produciendo lluvia dcida, llevando nutrientes de este modo
a las masas de agua. Un ecosistema eutrofizado es aquel caracterizado por una abundancia
anormalmente alta de nufrientes, de forma que se produce una proliferacion desmesurada de
algas y cianobacterias que forman una capa en la superficie, que impide el paso de la luz solar y
como consecuencia, se impide la fotosintesis productora de oxigeno libre en la masa de agua. Ala
vez, a medida que las algas mueren y se acumulan en el fondo, aumenta la descomposicion de la
materia organica y se genera un ambiente anaerobico, afectando la supervivencia de ofros
organismos. La eutrofizacion tiene impactos como el aumento del costo de depuracion del agua
para uso humano; también produce modificaciones en el ecosistema afectando a los organismos
acuaticos y afecta el uso recreativo o turistico de los cuerpos de agua.

La reduccion de la cantidad de fosfatos y nitratos en los vertidos, una utilizacion mas eficiente de
fertilizantes y el tratamiento de los efluentes previo a su disposicion final, son medidas que pueden
implementarse para evitar la eutrofizacion. Las bacterias nitrificadoras y desnitrificadoras, en los
sistemas de tratamiento de efluentes regulan los excesos de nitrogeno en los sistemas de
tratamiento.
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CAPITULO 5
Fijacion de nitrégeno
Graciela N. Pastorino y Pedro A. Balatti

¢ Qué es la fijacién de nitrégeno?

El nitrégeno (N) es un elemento que esté presente en grandes cantidades en la atmdsfera,
en donde se encuentra como N2 (dinitrégeno o nitrégeno molecular), que constituye el 78% del
aire. Dos atomos de N se unen por tres uniones covalentes logrando de esta manera una
estabilidad, que vuelven al N2 no reactivo, con muchas similitudes a los gases nobles (Figura
5.1). Por esto el N2 de la atmdsfera no esta disponible para los seres vivos, excepto para un
grupo de microorganismos que tienen en comun la capacidad de sintetizar una enzima, la
nitrogenasa, que metaboliza al N2. Estos organismos realizan la Fijacion Bioldgica de Nitrogeno
(FBN), e incluyen diversos representantes bacterianos de grupos especificos como los rizobios,
las cianobacterias y los actinomicetes, entre otros. Este grupo de microorganismos representa
una fuente fundamental de nitrégeno para los ecosistemas.

El proceso de fijaciéon de nitrégeno consiste en romper ese triple enlace estable de manera
de reducir el N2 y generar NH4* (amonio) que es asimilado por los organismos, proceso que
requiere gran cantidad de energia (ATP) y poder reductor, que ocurre a temperatura ambiente y
presion atmosférica. EI N que se incorpora a los ecosistemas ingresa como amonio, que es
asimilado por los organismos, de manera que pasa a formar parte de un esqueleto carbonado
formando aminoacidos, y estos son los insumos clave para la sintesis de proteinas y el
crecimiento.

La FBN genera unos 100 a 140.000 millones de kg.afio™" de N reactivo, mientras que otro
proceso que también fija nitrégeno, pero de manera fisicoquimica, son las descargas eléctricas,
1.000 millones de kg.afio™ de N reactivo, aproximadamente.

Esta estabilidad del N2 es la que hace que la produccion de fertilizantes nitrogenados se
realiza a altas temperaturas y presiones, lo que demanda un consumo importante de combustible
fésil y por eso es costosa. El proceso industrial conocido como Haber Bosch reduce el N
atmosférico a amonio, el triple enlace de la molécula de N2 se rompe a temperaturas entre 400
a 500°C, y presiones de 100 a 200 atmosferas, generando un gasto de 8.000 kilocalorias por kilo
de nitrégeno reducido, para producir un kilo de fertilizante nitrogenado. De manera similar, la
enzima nitrogenasa de los organismos fijadores, para romper las moléculas de nitrégeno e

incorporarlo a la materia organica gasta mucha energia, 4.000 kilocalorias por kilo de nitrégeno.
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Figura 5.1

Nota. Molécula de N2, con triple enlace covalente.

Sin embargo, se debe destacar que la FBN se produce en condiciones de temperatura y
presion ambiental, es decir que ademas de ser mas eficiente porque gasta menos kilocalorias
por kilo de N, genera también moléculas mas estables de nitrégeno (nitrégeno unido a cadenas

carbonadas) en el suelo (Figura 5.2).

Figura 5.2
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9 (. ) ; E 2L ATP .
¢ industria : £2  biofertilizantes
S i6 T N £ mitrogenasa &
£ atapresion o rofizacion 48 & aross §
5 (100-200 atm) 2 Afo g
2 litflaantes: = 5'C presion ambiental i
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\i impacto ambiental negativo 8 / \:3 0 Q/

Nota. Palabras clave relacionadas con los dos procesos principales que reducen el N2: Haber

Bosch (a la izquierda) y Fijacion Bioldgica (a la derecha).

Proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno

La enzima nitrogenasa es un complejo enzimatico, formado por dos metaloproteinas:

- el componente |, llamado ferromolibdoproteina, MoFe proteina, o dinitrogenasa, que
consiste en un tetramero (dos copias de dos subunidades) que contienen centros redox
Fe-S y Mo.

- el componente Il, mas pequefio, dimero de dos subunidades iguales, que interactua solo
con Fe, por eso se la conoce como ferroproteina, Fe proteina o dinitrogenasa reductasa
(Figura 5.3).

El PM de la MoFe proteina es de 220.000Da, en tanto que la Fe proteina es de 55.000Da,
aproximadamente.
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Figura 5.3
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Nota. Esquema del complejo enzimatico Nitrogenasa. Se indican los sitios activos con los atomos

de Fe-Mo y S de cada polipéptido.

En el proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno, el polipéptido mas pequefio del complejo
nitrogenasa, la dinitrogenasa reductasa (también conocida como componente Fe-proteina),
recibe electrones de una ferredoxina o flavodoxina, que poseen un bajo potencial redox. Esta
proteina hidroliza ATP en ADP y Pi (fésforo inorganico), utilizando la energia liberada para
transferir los electrones con un aumento en su potencial reductor hacia la dinitrogenasa
(componente MoFe-proteina). La dinitrogenasa utiliza estos electrones de alta energia para
reducir el nitrégeno molecular (N,) a amonio (NH,*). La transferencia ocurre de a un electrén por
ciclo, requiriéndose 2 moléculas de ATP por electrén transferido. Por lo tanto, para reducir una
molécula de N, (que requiere 8 electrones), se necesitan 16 ATP.

Este proceso reductivo, llevado a cabo por los organismos que fijan N2, varia en su eficiencia,
ya que parte de los electrones reducen el protén (H*), liberando Hz2, que es una pérdida de
energia del sistema (Figura 5.4).

El complejo de la nitrogenasa esta codificado por un conjunto de genes que se agrupan en
los regulones nify fix, que albergan los genes que codifican a todas las proteinas reguladoras y
estructurales relacionadas con la fijacion de nitrégeno (Figura 5.5).

Los genes que regulan la nitrogenasa son parte de un operén complejo llamado regulon nif.
Si bien el gen nifH es el mas conservado muchas veces se producen recombinaciones entre los
genes de dos organismos.

La proteina MoFe esta codificada por los genes nifDK, y es un heterodimero (a282) (4
polipéptidos). Los otros cuatro polipéptidos, que forman la proteina Fe, codificada por el gen nifH,

es un homodimero.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 88



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Figura 5.4

2NH3, H2

Ferredoxina (ox)

Ferredoxina (red N2
N2, 8H*
16 ADP + 16 Pi
8x nx 1x
7 N/ N 7 \
2P, +2ADP
H, 2NH;+H,
reducida [Fe,S5,]% reducida oxidada
ferredoxina ~ o _ 4 nitrogenasa .| nitrogenasa _ 6e”
0 ﬂa\'nd{)xin;t)‘ le (“dmm“)' le ( FeS, } lo2e { Fe,MoS, oe
oxidada [FeS,]* oxidada reducida N, + 8H
2H*

2 ATP
Nota. Reaccién de reduccién del N2, catalizada por el complejo de la enzima nitrogenasa. Los
electrones son transferidos a la ferredoxina (o flavodoxina), que se reduce. Luego los electrones
reducen la Fe proteina (dinitrogenasa reductasa), quedando la ferredoxina o flavodoxina oxidada.
El ATP se une a la Fe proteina y su posterior hidrdlisis confiere energia para transferir electrones
a la dinitrogenasa. La Fe proteina reduce a la MoFe proteina y ésta transfiere electrones al N2
para reducirlo a NH3. En paralelo, se forma una molécula de H2. Esquema adaptado de Taiz y
Zeiger (2006).

Regulacion de la Fijacién de Nitrogeno

La regulacién de la fijacion de nitrégeno esta gobernada por genes regulados por las condiciones
ambientales. NifA un activador transcripcional, activa los genes nifHDK que codifican los péptidos
que conforman la nitrogenasa y ofras proteinas. En algunos rizobios el sistema de dos
componentes FixL/FixJ esta involucrado en el control transcripcional de los genes nif, lo que esta
en relacion con la disponibilidad de oxigeno. En condiciones microaerofilicas, FixL se
autofosforila y le transfiere el fosfato a FixJ que de esta manera activa la expresion de otros
genes reguladores como nifA, que regulan la expresion de nifHDK, y fixGHIS, proteinas que
intervienen en la fijacion y respiracion. Esto es tan asi, que FixL, FIXJ, NifA y FixK estan
conservados en los rizobios, solo difieren en su conectividad y proteinas sobre las que impactan.
En Sinorhizobium meliloti el sistema FixL/FixJ controla directamente la transcripcién de nifA y
fixK. NifA activa 19 genes, incluyendo los genes fixN, fixB, fixABCX, fixU, nifHDKEX, nifB, nifV, y
FixK activa 97 genes incluyendo los genes de respiracion (fixXNOQP, fixGHSI, cysB:), genes
regulatorios (fixT, fixM) los genes de desnitrificacion (napEFDABC, nodRZDFYLX, norBCE).
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Funcién

Genes de Fijaciéon de

Nitrégeno

rpoN ¢b4

modC Transporte de Molibdeno; proteinas de union-ATP

modB Transporte de Molibdeno; permeasa proteica

Moda Transporte de Molibdeno; proteina periplasmica de
que se une a molibdeno

nifA Activador Transcripcional

nifB Cofactor de sintesis Fe-Mo

fdxN Ferredoxina

nifZ Maduracién y activacion

nifH Estructura de la nitrogenasa; Proteina Fe

nifD Estructura de la nitrogenasa Subunidad proteica alfa
de Fe-Mo

nifk Estructura de la nitrogenasa Subunidad proteica beta
de Fe-Mo

Nife Estructura de la nitrogenasa Subunidad proteica beta
de Fe-Mo

nifN Cofator de sintesis Fe-Mo

nifX Cofator de sintesis Fe-Mo

fdxB Ferredoxina

nifQ Cofator de sintesis Fe-Mo

nifU Maduracion y activacion; ensamblaje de clusters de Fe
y Azufre

nifS Maduracién y activacion Desulfurasa cisteinica
homodimérica

nifv Cofator de sintesis Fe-Mo; homocitrato sintasa

nifW Maduracioén y activacion; proteina Fe-Mo de proteccion

frente al oxigeno

El rendimiento final se puede resumir en la ecuaciéon que aparece mas abajo, donde el
nitrdgeno molecular en presencia de compuestos organicos que actian como fuentes de
carbono, energia y poder reductor, genera dos moléculas de amonio, hidrégeno molecular y
libera 16 ADP y Pi.

Se puede observar que, por el alto consumo de ATP, es una reaccion muy demandante de

energia y ademas parte se pierde al generar un subproducto como el Hz.

N2+8H‘+SE'+16MQATP »2NH; + H, + 16MgaADP + 16 Pi
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Figura 5.5
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Nota. Modelo de la regulacion de los genes nif y fix en Azospirillum argentinense.

La FBN, como se explic6 mas arriba, es un proceso reductivo, que genera NH4*. Esta
molécula satisface las demandas de N del organismo fijador. Sin embargo, en condiciones de
alta fijacion se puede generar una alta concentracion de amonio que en ciertos organismos es
excretado al ambiente en donde es utilizado por otros organismos que conviven en el sistema.
Por eso, la fijacion de nitrégeno también forma parte de las transformaciones del N en el suelo,

en las que también impactan.

Organismos que fijan N2

La FBN es el resultado de la actividad de microorganismos pertenecientes a los Dominios
Bacteria y Archaea, que se encuentran distribuidos en el suelo, en el agua, asociados a las raices
de las plantas y otros establecen asociaciones mas estrechas (simbiosis), como los rizobios con
las leguminosas. Los microorganismos que fijan N2, porque utilizan esta molécula como fuente
de nitrégeno, se conocen como diazétrofos. En todos los casos, la enzima que fija el nitrégeno

es la nitrogenasa, que se caracteriza por ser sensible al oxigeno. Considerando entonces que
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los microorganismos son muy diversos, establecen distintas asociaciones y se distribuyen en

diferentes ambientes, queda claro que tienen varias estrategias para que la nitrogenasa se

encuentre en condiciones de baja tensién de oxigeno. En la Tabla 5.1 se presenta la diversidad

de fijadores segun su relacion con el Oz y fuente de energia.

Tabla 5.1

Relacion conel O,

Obtencion de la energia

Géneros

AEROBIOS

Quimiotrofos

%

Azotobacter, Azotococcus
Azomonas, Beijerinckia, Derxia,
Pseudomonas, Azoarcus,
Gluconacetobacter, Rhizobium,
Frankia.

Fototrofos

Anabaena, Nostoc, Calothrix,
Gloeothece.

FACULTATIVOS

Fijan nitrégeno solo en
condiciones de
anaerobiosis.

Quimidtrofos g g

Klesiella, Bacillus, Enterobacter,
Citrobacter, Escherichia,
Propionibacterium, Paenibacillus

Fotétrofos

Rhodospirillum,
Rhodopseudomonas

MICROAEROFILOS

Fijan nitrogeno en
condiciones de bajo nivel de
oxigeno.

Quimidtrofos

®

Xanthobacter, Acidothiobacillus,
Azospirillum, Aquaspirillum,
Methylosinus, Herbaspirillum,
Burkholderia

Fototrofos

Plectonema, Lyngbya,
Oscillatoria, Spirulina

ANAEROBIOS ESTRICTOS

Quimiotrofos E g

Clostridium, Desulfovibrio,
Methamosarcina,
Methanococcus

Fotétrofos

Chromatium, Chlorobium,
Thiopedia, Ectothiospira

Nota. Listado de algunos géneros de microorganismos fijadores de N2 y su relaciéon con el

oxigeno y la fuente de energia.

De acuerdo a la interaccion de los microorganismos fijadores con las plantas podemos

agruparlos en Microorganismos de Vida Libre, Asociativos o Simbiéticos (Figura 5.6).
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Figura 5.6
Microbio simbionte
Rizobios =
Actinomiceles
(Frankia)
Nédulos en hojas yraices  Liquenes = Varias plantas superiores
Cianobacterias y
bacterias diazétrofas
‘ Microorganismos de vida libre Sin plantas
(no simbadtcos) huéspedes
Cianobacterias
Y
bacterias diazétrofas

Nota. Principales sistemas involucrados en la FBN (de mayor complejidad a mas simple):

Simbidticos, Asociativos y Vida libre.
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Microorganismos de vida libre

Dentro de este grupo se encuentran bacterias que viven en el suelo o agua, donde fijan Nz,
aunque es en la rizosfera donde se ha encontrado la mayor concentracion debido a la liberacion
de exudados organicos por las raices, que le sirven como fuente de nutrientes y energia.

Entre los fijadores se incluyen anaerobios obligados, facultativos, microaerofilos y aerobios.
Algunos ejemplos son:

e Anaerobios obligados: Clostridium pasteurianum, Desulfovibrio sp., Bacterias purpuras
anoxigénicas como Chromatium y Thiopedia. Estos microorganismos no poseen
proteccion para la enzima nitrogenasa, debido a que viven en ausencia de O-.

e Anaerobios facultativos, de la familia Enterobacteriaceae: Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter y Erwinia. Sélo fijan nitrégeno en condiciones de anaerobiosis.

e Aerobios y Microaerdfilos: Azotobacter, Beijerinckia, Azomonas. Se comportan como
microaerdfilos durante la fijacion de N2. Poseen diversos mecanismos de proteccién de la

nitrogenasa (ver Proteccién de la nitrogenasa frente al Oz2).

Azotobacter es un género bacteriano que incluye organismos aerobios que viven en los
suelos, puede formar quistes de paredes gruesas que le otorgan resistencia a los factores
ambientales adversos. Produce grandes cantidades de mucopolisacaridos (alginato) como forma
de proteger a la enzima nitrogenasa, y cuando se encuentra fijando Nz la capsula protectora es
mas compacta y gruesa, esta bacteria también puede ajustar su tasa de respiracién a un amplio
rango de tensiones de Oz (Fig. 5.7, A-B).

Otros microorganismos dentro del grupo de fijadores de vida libre son las cianobacterias.
Estas son bacterias Gram (-) que contienen clorofila a, lo que les permite realizar la fotosintesis
oxigénica. Estan ampliamente distribuidas en suelo y en aguas dulces y saladas, con climas
diversos. Se distinguen tres grupos por su morfologia y presencia de células especializadas
llamadas “heterocistos” (ver seccion Proteccion de la nitrogenasa frente al Oz):

I- Formas filamentosas que poseen heterocistos, donde se realiza la fijacion (ej. Anabaena,
Nostoc, Aulosira, Calothrix, Cylindrospermum, Scytonema, Tolypothrix, Fischerella,
Mastigocladus y Stigonema).

[I- Formas unicelulares y filamentosas sin heterocistos que fijan en aerobiosis, separados
temporalmente la fotosintesis de la fijacion de N2 (ej. Gloeothece, Gloeocapsa).

[ll- Formas unicelulares y filamentosas sin heterocistos que fijan en microaerobiosis -
anaerobiosis (e.j. Plectonema boryanum, Synechococcus sp, Synechocystis sp,

Oscillatoria, Lyngbya y Plectonema).
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Microorganismos asociativos

La asociacion de los microorganismos y plantas vasculares puede darse por la interaccion de
los mismos sobre la superficie de distintos érganos (hojas, tallos, frutos o raices), o también en
el interior de los mismos, en este Ultimo caso se los llama enddfitos. Los enddfitos, en general,
viven sin causar dafo y pueden localizarse en los espacios intercelulares (apoplasto) o en el
tejido vascular, desde donde mediante su actividad metabdlica benefician a la planta huésped.
El interior de los vegetales ofrece mayor proteccion frente a las condiciones adversas que se
presentan en el medio ambiente, mayor disponibilidad e intercambio de nutrientes que en la

rizosfera.

Bacterias en la filosfera y endéfitos de las hojas

La filosfera comprende la superficie de las hojas, las bacterias que la colonizan se diferencian
de las de suelo especialmente porque sintetizan pigmentos para protegerse de la radiacién solar.
Como ejemplo: Methylobacterium mesophilicum, Bacillus spp. Otros microorganismos se

comportan como endofitos, p.ej. Burkolderia.

Bacterias en rizosfera/rizoendorizésfera

El suelo que rodea a las raices (rizésfera y rizoplano) es rico en nutrientes, ya que contiene
exudados de las plantas, y por esto es un sitio en donde los microorganismos se desarrollan con
mayor facilidad y con frecuencia se encuentran en mayor numero. Muchas especies fijadoras de
N2 habitan ese espacio: Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella y Pseudomonas.

Algunos diazétrofos se asocian a las plantas como endéfitos, viven en los espacios
intercelulares de la raiz (rizoendorizésfera) de la planta hospedadora y frecuentemente fijan N2
de manera mas eficiente que si vivieran libres en el suelo. Dentro de esta clase de asociaciones
se encuentran bacterias de mayor relevancia para la produccibn agronémica como
Gluconacetobacter diazotrophicus, que se relaciona a la cafia de azucar y Azospirillum spp. en
raices de diversas gramineas. La importancia de estas bacterias radica en su capacidad de
promover el crecimiento de las plantas por varios mecanismos (ver capitulo 7), ademas de la
fijacion de Na.

' Azospirillum habita suelos de una amplia region geografica, en zonas tropicales, templadas
y frias. Ha sido aislada de raices de muchas plantas (maiz, trigo, arroz, sorgo y
dicotiledéneas) como enddfito facultativo (Figura 5.7-C), donde puede colonizar tanto la
superficie como los espacios intercelulares, aunque principalmente actia como diazétrofo
rizosférico. Las células de Azospirilum tienen morfologia vibrioide, pero en ciertas
condiciones (envejecimiento celular, presencia de metales pesados) tienen la capacidad de
formar "quistes" (refringentes al microscopio, conocidos como formas C). Probablemente la
acumulacion de poli-p-hidroxibutirato (PHB) es responsable de las caracteristicas de los
quistes: mejora su sobrevivencia, mayor resistencia a la desecacion, a la radiaciéon y a

cambios osmoticos. Es un microorganismo aerobio, mas especificamente microaerdfilo, es
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decir que protege a la nitrogenasa, responsable de la fijacidon de N2 creciendo en ambientes
con baja tensiéon de Oz y ademas produce grandes cantidades de exopolisacaridos. En la
Argentina se han desarrollado inoculantes comerciales en base a la cepa de A. argentinense
Az39.

' Gluconacetobacter diazotrophicus, fue aislada por primera vez en Brasil, como endofito de
raices y tallos de cafia de azucar cultivada, ademas se la ha encontrado en maiz, batata,
arroz, pastos forrajeros y en los insectos cochinillas, que actian como vectores de infeccion.
Es un bacilo aerobio Gram negativo, que se destaca por la capacidad de fijar N2, en
condiciones microaerofilicas, en presencia de nitratos y a pH acido. Tiene habitat endoéfito
casi exclusivamente, dado que sobrevive muy poco en el suelo sin la presencia de plantas
huésped. Por su afinidad con la cafia de azucar es capaz de crecer en concentraciones de

sacarosa hasta del 30% en el medio de cultivo.

Figura 5.7

Nota. A: Crecimiento de colonias de Azotobacter en medio soélido, con producciéon de
exopolisacaridos. B: Observacién microscopica de quistes de Azotobacter. C: Colonizacion de
segmento de raiz de Arabidopsis thaliana por la cepa Azospirillum argentinense Az39 marcado
con la proteina fluorescente GFP. a) Aglomeracion de células fluorescentes en la superficie. b)

Células fluorescentes en el interior de la raiz.

Microorganismos simbiéticos

Entre los sistemas fijadores simbidticos se encuentran las interacciones que cianobacterias,

actinomicetes y rizobios establecen con diversos organismos.

Cianobacterias y diversos organismos (Hongos, Briofitas, Helechos, Angiospermas,
Gimnospermas)

Estos organismos viven en habitats muy diversos (suelos, arboles, rocas) y con frecuencia en
condiciones extremas. En algunas zonas aridas, desprovistas de vegetacion, las comunidades
microbidticas (cianobacterias, musgos, liquenes) tienen gran importancia porque aportan materia
organica que retiene agua, y ademas las cianobacterias son una de las principales fuentes de

nitrégeno del sistema.
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Las cianobacterias que establecen simbiosis con diversos organismos son aerobias, por lo
que la fijacién de Nz se realiza en los heterocistos (ver seccion Proteccion de la nitrogenasa). El
beneficio que recibe la cianoficea del huésped, cuando establece simbiosis, es proteccion frente
a predadores, evitan la desecacion, obtienen agua y minerales, a cambio las cianobacterias
exudan compuestos nitrogenados y en algunos casos carbohidratos. La actividad nitrogenasa de
las cianobacterias en simbiosis es significativamente mayor que en vida libre, como lo demuestra
un aumento del 25-35% en la formacion de heterocistos en cianobiontes.

Nostoc es la cianoficea que se encuentra con mayor frecuencia en simbiosis con hongos
(formando liquenes) y briofitas (como musgos y hepaticas).

La bacteria Anabaena azollae en simbiosis con el helecho acuatico Azolla, se ubica en una
cavidad especializada en el interior de las hojas del helecho (Figura 5.8).

En esta asociacion ocurre un intercambio, donde los compuestos nitrogenados que son
excretados por la cianobacteria son utilizados por el helecho, que a su vez le provee fotosintatos
a la bacteria. Esta simbiosis tiene relevancia debido a que es utilizada en muchos paises como
biofertilizante, especialmente en cultivos de arroz y también como alimento para animales.

Solo se ha encontrado simbiosis de Nostoc con una Angiosperma del género Gunnera (planta
rastrera de Sudamérica). Las cianobacterias se localizan en glandulas de la base del peciolo
(Figura 5.9 A-B).

Diversas cianobacterias (Nostoc spp, Spirulina sp., Oscillatoria sp., Anabaena spp., Rivularia
sp. y Calothrix sp.) son endosimbiontes de algunas raices del grupo de las cicadas (e.j. Cycas,
Zamia, Bowenia), y estos 6rganos vegetales adquieren en esta interaccion una morfologia
coraloide (Figura 5.9, C-D).

Figura 5.8
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Nota. Esquema de la simbiosis entre el helecho acuatico Azolla pinnata, y la cianoficea Anabaena

azollae que habita la cavidad de sus hojas y realiza la fijacion de N2 en los heterocistos.

Figura 5.9

Nota. Gunnera magellanica de Tierra del Fuego (la barra es de 5 cm); B: seccién transversal de
las bases del peciolo de G. magellanica que muestra colonias de cianobacterias (las flechas
apuntan a las colonias, la barra mide 1 cm). C: Raices coraloides de Cycas, D: seccion
transversal de raices coraloides mostrando una capa verde, conteniendo cianobacterias (anillo

verde sefialado por las flechas blancas).

Cuando el cianobionte se ubica de manera intracelular, como en briofitas, helechos,
Gimnospermas y Angiospermas, ocurre el intercambio de compuestos nitrogenados entre la
cianobacteria y el huésped, pero es posible que en estas condiciones la cianobacteria pierda su

capacidad fotosintética, entonces recibe del huésped las sustancias carbonadas.

Los cereales como el maiz, el arroz, el trigo y el sorgo son cultivos que en conjunto acumulan
los volumenes méas grandes de granos destinados a la alimentacion de la humanidad. Como
otras plantas cultivadas, los cereales se asocian con diversas bacterias, incluidas las bacterias
fijadoras de nitrégeno llamadas diazétrofas y hongos, con los que establecen interacciones
benéficas. En general, la producciéon de grandes voliumenes de granos demanda reponer los
nutrientes al suelo y por eso siempre ha sido un objetivo promover o incorporar la capacidad de
fijar nitrégeno a los cultivos de cereales. Los intentos por incorporar la capacidad de fijar N
comenzaron hace mucho tiempo, y en los inicios esto consistié en inducir protuberancias en las
raices, aplicando reguladores vegetales, lo que fue acompanado de la inoculacion de bacterias
fijladoras de N. Sin embargo, nunca se obtuvieron nédulos fijadores de nitrégeno seguramente
porque los cereales no presentan las caracteristicas de las leguminosas que es Unica. Sin
embargo, mas recientemente se encontré que los organismos fijadores de N interactuan con los
cereales proveyendo de N a las plantas, pero también promueven el crecimiento y/o la sanidad
de las plantas basado en otras capacidades de las bacterias. Las fuentes de diazétrofos de los
cereales han sido semillas, suelos y también diazétrofos de la rizosfera o endofitos de la raiz o
parte aérea. Recientemente, estudios con herramientas moleculares mostraron que algunos
rizobios viven como endofitos en los cereales en los que las proteinas que conforman la
nitrogenasa, de estos organismos enddfitos fijan N, aunque los niveles de fijacién son menores
que los de las leguminosas. Por estos motivos, se continlian realizando diferentes estudios y

desarrollos destinados a incrementar la fijacion de nitrégeno en los cereales. Por ello se continua
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trabajando en la obtencién y/o seleccion de bacterias/mutantes diazétrofos con capacidades
mejoradas para fijar y liberar el N fijado para promover el crecimiento de plantas. Ademas, existen
proyectos destinados a modificar genéticamente el maiz y otros cereales para mejorar la
colonizacion de bacterias diazétrofas, su capacidad de fijacion de nitrégeno asociadas a las
plantas o para formar nédulos fijadores de nitrégeno.

Sitio de consulta

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01794/full.

Rizobios-Leguminosas

Las leguminosas constituyen una gran familia de plantas, la tercera en importancia
considerando el nimero de especies que incluye, entre las que se encuentran cultivos de gran
relevancia econémica, a nivel nacional y mundial. Forman parte de la alimentacién humana y
animal. Tienen la particularidad de establecer simbiosis con microorganismos fijadores de
nitrégeno, conocidos como “rizobios”. Estas bacterias son bacilos méviles, aerébicos, Gram (-),
no formadores de esporas, que habitan el suelo y que tiene la capacidad de interactuar con la
mayor parte de la familia Fabaceae (leguminosas) y con el género Parasponia (familia
Cannabaceae). Esta interaccion conduce a la formacion de estructuras especializadas en las
raices que se denominan nddulos en donde ocurre la fijacion del Nz2. Dentro de ellos las bacterias
adoptan forma de bacteroides (ver Cap.6) y en este estado fijan Na.

En la actualidad hay un importante nimero de géneros y especies dentro de esta categoria
de bacterias fijadoras simbidticas (ej., Azorhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium,
Rhizobium) los cuales tienen diverso grado de especificidad para establecer la simbiosis con sus
huéspedes.

Entre todos los sistemas conocidos que fijan nitrégeno, esta simbiosis es la mas estudiada y
aquella en la que mayor desarrollo tecnolégico se ha alcanzado, debido a su importancia

agronémica, econdmica y social.

Entre las principales técnicas utilizadas que se suelen utilizar para cuantificar la fijacion del
nitrégeno se encuentran técnicas tradicionales si bien hoy se destacan técnicas moleculares que
han contribuido entre otras cosas a la identificacién de los organismos como es la amplificacion
y secuenciacion de los genes nifH y el 16S rRNA. En cuanto a la capacidad de fijar N2, uno de
los métodos actuales es el de la dilucién de is6topos de nitrogeno; uso de espectros de
reflectancia hoja/dosel para identificar 15N, y técnicas menos precisas como diferencia del N
total, balance del N en el sistema, diferencia de N total en las plantas, masa nodular, suministro
de carbohidratos a la raiz, contenido de ureidos, reduccion de acetileno, Kjeldahl, contenido de
leghemoglobina en nédulos y el ensayo GInLux a partir de sensores que detectan glutamina.

El test de reduccion del acetileno a etileno si bien es un test que solo permite comparar
actividades de bacterias, se sigue utilizando porque es relativamente simple. En ambiente

cerrado una raiz nodulada es incubada en presencia de 10% de acetileno, este es convertido por
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la nitrogenasa a etileno, el que se detecta con un cromatégrafo de gases equipado con detector
de ionizacién de llama.

No obstante, en el campo la forma mas practica de determinar la nutricion nitrogenada es
determinando la biomasa de las plantas considerando peso seco, ya que refleja el crecimiento
que depende directamente de la disponibilidad de N. Esto ha impulsado el estudio de
procedimientos mas eficientes para el analisis de los flujos de la entrada y salida del nitrdgeno
en los sistemas agropecuarios, aunque también se han utilizado en otros sectores econémicos,

principalmente en la industria.

Frankia (Actinomicetes)- Angiospermas

Los actinomicetes son bacterias Gram (+), que se encuentran en suelos alcalinos, pobres y
con poca humedad. Tiene una morfologia particular, son filamentosas, presentan hifas
ramificadas y septadas con esporangios, que contienen esporas no resistentes como forma de
propagacion.

El género mas importante a nivel de FBN es Frankia. que puede fijar nitrdgeno en vida libre o
en simbiosis con ciertos arboles (Casuarina, Alnus, Aliso, y otros) donde forma ndédulos
(actinorrizas). Es una simbiosis muy importante para suelos pobres.

En la siguiente figura (Figura 5.10) se presenta una estimacion del promedio de FBN por los

organismos especificos y asociaciones.

Figura 5.10
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Nota. Estimacion del promedio de FBN por organismos especificos y asociaciones, expresado

en N2 fijado (kg. ha '. afo™)
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Proteccidon de la enzima nitrogenasa frente al oxigeno (O2)

La nitrogenasa sufre un dafo irreversible en presencia de tension de oxigeno de la atmdsfera,
en general atribuida a la oxidacién de los grupos Fe-S presentes en dicha proteina y también hay
estudios que confirman un cambio conformacional que impide la recepcion de los electrones.
Como gran parte de los diazétrofos son aerébicos, esta enzima requiere cierta proteccion, que
es diferente segun el ambiente en el que viven. Los microorganismos pueden proteger a su
nitrogenasa con mas de un mecanismo.

Dentro de las diversas estrategias que generan las condiciones adecuadas para el
funcionamiento de la enzima nitrogenasa encontramos:

e Microorganismos anaerobios: se desarrollan en ausencia de oxigeno por lo cual la
nitrogenasa no debe ser protegida de la oxidacion (Clostridium). También se conoce este
mecanismo de proteccién como “evasion”.

e Microaerobios: se refiere a un grupo de microorganismos (microaerofilicos) que viven
en condiciones de baja tension de Oz (entre el 2-5%). Para poder fijar N2, se ubican dentro
de la rizosfera en sitios cercanos a las raices o en los espacios intercelulares, donde el Oz
es consumido por la planta y se generan zonas de bajas tensiones de oxigeno, de manera
que se dan las condiciones para poder expresar la nitrogenasa (Azospirillum).

e Actividad respiratoria protectora: consiste en una respiracion activa, a expensas de
un alto consumo de carbono y energia. Como el aceptor de los electrones es el Oz, se forma
agua, este consumo de Oz del ambiente mantiene el citoplasma en un estado casi andxico
y genera un ambiente adecuado para la FBN, como en los diazétrofos de vida libre
Azotobacter, Gluconacetobacter y cianobacterias.

e Secrecion de polisacaridos extracelulares: la produccion de estas sustancias limita el
flujo de oxigeno a la célula. En Azotobacter, la produccion y excrecion de alginato cumple
con esa funcion, ademas protege a las células de la desecacion.

e Estructuras especificas como los nédulos: las paredes (corteza del ndédulo)
proporcionan una barrera fisica a la difusién del O2z. Dentro de esta estructura se produce la
fijacion de N2, es el caso de rizobios y actinorrizas.

Los ndédulos que forman las leguminosas en su interaccion con los rizobios tienen paredes
engrosadas y pelicula de agua. En tanto que los nddulos de Frankia, tienen varias capas
lipidicas. En ambos se sintetiza la proteina leghemoglobina.

e Proteina con alta afinidad por el Oz En los casos de simbiosis de rizobios y
actinomicetes, la planta expresa una hemoproteina férrica, la leghemoglobina. Esta proteina
se localiza en el citosol de las células infectadas dentro de los nédulos activos, cuya funcién
es unirse al oxigeno de manera reversible, facilitando la difusion de este gas en bajas
concentraciones, para la respiracién de los bacteroides fijadores pero que al mismo tiempo

esté protegida la nitrogenasa.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 101



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

e Células especializadas para FBN: son células con paredes engrosadas donde se limita
la difusion del O2. Por ejemplo, los heterocistos en cianobacterias y las vesiculas en Frankia.
En las especies de cianobacterias pluricelulares, como Anabaena, la FBN ocurre en los
heterocistos, por ello se lo define como separacion espacial de la fijacion (Fig. 8). En estas
células especializadas, se encuentra confinada la nitrogenasa, y carecen del fotosistema Il
(productor de O2), ademas tienen una gruesa pared glicolipidica que reduce la difusion del
oxigeno. En tanto que la fotosintesis (involucrando los fotosistemas | y Il) solo sucede en
las células vegetativas. Los heterocistos se conectan a las células vegetativas contiguas de
manera que se produce el intercambio de los nutrientes y energia. Las vesiculas de Frankia
consisten en compartimentos que contienen a la nitrogenasa, recubiertos por una multicapa
lipidica, cuya funcion es retardar la difusion de los gases.

e Separacion temporal de la nitrogenasa: En cianobacterias unicelulares, o filamentosas
sin heterocistos, los procesos de fotosintesis y fijacion ocurren en la misma célula, pero
separados temporalmente, en el dia se produce la fotdlisis del agua que libera Oz y se
genera ATP, y en la noche se produce la activacién de la nitrogenasa.

e Proteccion conformacional o reaccién de "apagado™: Una proteina o un cofactor,
interacciona con el complejo nitrogenasa y como resultado se produce la estabilizacién de
un complejo reversiblemente inactivo, pero tolerante al oxigeno, que les permite sobrevivir
periodos limitados de estrés por oxigeno y revertir esta situacion cuando la concentracion

de oxigeno sea la adecuada para el funcionamiento de la nitrogenasa (Figura 5.11).

Figura 5.11

Nota. En el circulo rojo se indica el cofactor FeSll, que se une de manera reversible a la

nitrogenasa, protegiendo el sitio activo a la presencia de 02.

En la siguiente figura (Figura 5.12) se resumen las principales estrategias que poseen los

microorganismos para proteger al complejo enzimatico de la nitrogenasa del oxigeno.
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Figura 5.12

NITROGENASA

Nédulos

Nota. Representacion esquematica de los principales mecanismos de proteccion de la

nitrogenasa.

Impacto en el ecosistema y sector agricola

La tasa global de fijacién de N2 en el planeta es aproximadamente de 413 millones de
toneladas de N. afio™'. La FBN, incluye la fijacion bioldgica terrestre y acuatica, procesos que son
responsables de alrededor del 60% de la cifra anterior. Sin embargo, en los ultimos afos, la
magnitud de las contribuciones humanas a la fijacion anual total de N molecular a formas
reactivas ya es comparable con la fijacion natural. EI hombre con su intervencién aporta nitrégeno
al sistema dentro de tres areas: mediante la fijacion industrial (principalmente para la produccion
de fertilizantes nitrogenados por el método Haber-Bosch), con 120 millones de toneladas de N.
afo™; por la utilizacion de combustibles fosiles, con 30 millones de toneladas de N. afio™; y debido
a la fijacion bioldgica asociada a la agricultura (principalmente en cultivos de leguminosas), con
60 millones de toneladas de N. afio™.

El uso masivo de productos quimicos en la agricultura, especialmente el exceso de
fertilizantes nitrogenados genera problemas climaticos, de salud humana y de funcionamiento
del ecosistema. Algunos de ellos son la contaminacién de aguas por nitratos, nitritos,
nitrosaminas, la eutrofizacion de ecosistemas acuaticos por el crecimiento excesivo de
cianobacterias, la destruccion de la capa de ozono y efecto invernadero por la liberacién a la

atmésfera de 6xidos de nitrdgeno, y la metahemoglobinemia, que es un trastorno de la sangre
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donde la hemoglobina no transporta oxigeno a los tejidos. A diferencia de la agricultura
convencional, el concepto de agricultura sostenible consiste en producir alimentos en un marco
econémicamente viable (rendimiento sostenido) sin comprometer el futuro de los recursos
productivos y del medio ambiente. La existencia de un equilibrio en el ciclo del nitrégeno es
fundamental para la vida en la tierra y esto conlleva al mantenimiento de los ecosistemas
microbianos terrestres y acuaticos.

La capacidad de fijacion de nitrégeno es relativamente baja en los fijadores libres, éstos sélo
aportan al suelo unos cientos de gramos de N. ha™' al afio que, si bien son suficientes en
condiciones naturales, estan muy lejos de satisfacer las necesidades de los suelos bajo cultivo.
Sin embargo, la fijacion en los sistemas simbidticos es mucho mas eficiente, calculando que sdlo
la asociacion rizobio-leguminosa puede llegar a aportar entre 100 - 300 Kg de N. ha™' al afio.

Por ello, en general las leguminosas no se fertilizan con N para incrementar el contenido de
proteinas, y aun asi contribuyen al enriquecimiento del suelo en N, que puede ser aprovechado
por cultivos asociados o por los sucesivos cultivos posteriores en una rotacion. También algunos
microorganismos asociados a plantas fijan importantes cantidades de N (100-150 g de N. ha™.
afo™) como Gluconacetobacter diazotrophicus en cafia de azlcar.

Hay que considerar que, dados los costos de energia de la FBN, generalmente este proceso
se inhibe en presencia de fuentes de nitrégeno disponibles en el sustrato, como iones de amonio
y nitratos, en esa situacion también se inhibe la formacién de nddulos o los nddulos desarrollados
se inactivan.

Los efectos benéficos de la FBN se conocen desde hace mucho tiempo, en la antigliedad se
empleaban plantas pertenecientes a la familia de las leguminosas porque nutrian al suelo y
mejoraban el rendimiento de los cultivos. Asi también, en la América precolombina, los incas
realizaban intersiembras de poroto y maiz. Mucho después (siglo XIX) se demostré que la
actividad de bacterias que interactuaban especificamente con las raices de las leguminosas
generaba la capacidad de la FBN, aportando N al suelo que queda a disposicién de los cultivos
sucesivos. En este contexto adquieren gran importancia los inoculantes microbianos, como

alternativa respetuosa del medio ambiente.
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CAPITULO 6

Fijacion simbiodtica de nitrégeno: rizobios-

leguminosas y Frankia-plantas no leguminosas
Pedro Alberto Balatti

Introduccion

Como ya se dijo anteriormente el N es un elemento clave para el crecimiento de las plantas y
los microorganismos porque compone proteinas y los acidos nucleicos, por eso su disponibilidad
limita el crecimiento de los cultivos es decir la biomasa.

Si bien se describié que un amplio espectro de organismos fija N2 en forma libre y en forma
simbidtica a temperatura ambiente y presion atmosférica, constantemente se encuentran y
describen nuevas especies. La mayor cantidad de N se encontré que es fijado por asociaciones
de bacterias y plantas que establecen un vinculo simbidtico, dentro de este grupo encontramos
a algunas especies de Cucurbitales, Fagales y Rosales que establecen simbiosis con
actinomicetos del género Frankia, mientras que Parasponia y las leguminosas (Fabaceae)
interactiuan con bacterias filogenéticamente diversas que pertenecen a las a y B proteobacterias

conocidas comunmente como rizobios.

Las leguminosas y su capacidad de desarrollar nédulos

La familia de las leguminosas es la tercera en importancia de las plantas con flor
(Angiospermas) considerando el nimero de especies que incluye que es de aproximadamente
20.000. Una cantidad importante de especies establecen simbiosis con bacterias Gram (-)
moviles que viven en el suelo, que se conocen bajo el nombre comun de rizobios. Es importante
mencionar que la familia de las leguminosas esta conformada por tres tribus Cesalpinoideas
Papilionoideas, y Mimosoideas, solo un porcentaje relativamente bajo de las leguminosas ha sido
estudiado en lo que hace a su capacidad de nodulacion y fijacion de nitrégeno. Sin embargo, es
claro que todas o la gran mayoria de las leguminosas que pertenecen a las tribus de las
Papilionoideas y Mimosoideas nodulan cuando interactian con rizobios del suelo. En
contraposicion, solo algunas especies de las Cesalpinoideas tienen la capacidad de desarrollar

nodulos, existiendo diversas hipotesis sobre esta diversidad en la respuesta a la adiciéon de
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bacterias fijadoras de N. Por otro lado, vale la pena destacar que estructuralmente las simbiosis
que desarrollan las leguminosas presentan algunas caracteristicas diferenciales las cuales
parecen reflejar una evolucion distinta del proceso. Esto es que las bacterias ingresan a las
plantas por canales formados por el crecimiento de la membrana de la planta, canal que se llama
hilo infectivo. En algunas leguminosas las bacterias nunca salen de ese canal, mientras que, en
otras mas evolucionadas, las bacterias envueltas por la membrana se ubican en células de la
planta. La primera de estas interacciones se considera una caracteristica ancestral.

En cualquier caso, la capacidad de nodulacion y fijacion de nitrégeno es una caracteristica
propia de las leguminosas, es decir que estas plantas contienen la informacion genética que les
permite desarrollar estructuras como los nédulos, en donde se alojan los rizobios, que encuentran
ahi un ambiente que contribuye para que funcione la nitrogenasa y los rizobios fijen nitrogeno.
Prueba de esa capacidad diferencial de las leguminosas para desarrollar nédulos radica en que
diversos investigadores fracasaron en sus intentos de inducir la formacion de noédulos en
especies no leguminosas por ejemplo las gramineas, a pesar de lo interesante que seria disponer
de una graminea fijadora de N. Pero, ademas, se encontré que plantas de alfalfa cultivadas en
forma axénica durante un periodo de tiempo considerable desarrollaron nédulos, los que no
contenian bacterias y que por supuesto no fijaban N. Es decir, ese programa genético que
contienen las leguminosas es activado por determinadas senales especificas que evidentemente
pueden ser bidticas y abidticas.

La gran cantidad de especies que incluye la familia de las leguminosas hace que encontremos
entre ellas especies tropicales adaptadas a altas temperaturas y alta humedad, asi como
especies que viven en climas templados o frios en donde el proceso ocurre a temperaturas bajas,
en condiciones variables de disponibilidad de agua. Probablemente por esto encontramos que
las leguminosas desarrollan dos tipos de ndédulos Los ndédulos determinados, que suelen
asociarse a leguminosas de climas tropicales, en general son circulares, se originan a partir de
un meristema en el que la actividad mitética ocurre tempranamente cuando comienzan a

formarse, luego crecen por alargamiento de las células. Estos nédulos suelen tener una vida

media relativamente corta de 3 semanas a 1 mes. El otro tipo de nédulos que desarrollan las
leguminosas son los indeterminados, como su nombre lo indica son nédulos en los que el
crecimiento acompana a la vida del ndédulo, el meristema se ubica en el apice del nédulo y debido
a un continuo crecimiento toma una forma cilindrica ya que el nédulo crece durante su larga vida
que suele ser de 9 meses, si bien esto varia entre las especies.

Una de las caracteristicas mas interesantes de la interaccién rizobio leguminosa es la
especificidad, que consiste en que algunas especies de leguminosas solo nodulan con una
especie bacteriana, otras leguminosas como por ejemplo la soja y el poroto desarrollan nédulos
con mas de una especie de rizobio. Es decir que, si bien los rizobios tienen la informacion
genética para interactuar con la leguminosa e inducir la formacién de un nédulo, la leguminosa
también contiene el conjunto de genes que le permite desarrollar nédulos, eso solo ocurre cuando
la interaccién es compatible. Esto es particularmente interesante porque sugiere que hay un

importante nivel de especificidad que ademas es variable entre especies de rizobios y de
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leguminosas. Ejemplos de esto podrian ser las plantas del género Galega, Galega orientalis y
Galega oficinalis desarrollan nédulos solo cuando interactian con Rhizobium galegae, pero la
especificidad es tan grande que los rizobios aislados de G. orientalis no fijan N en G. oficinalis y
viceversa. Por otro lado, Sinorhizobium sp. NGR234 es un rizobio de crecimiento rapido que
desarrolla nédulos con una cantidad muy amplia de leguminosas. En cualquier caso, esa
especificidad que es tipica de los rizobios es un caracter relevante y tiene un componente

genético de la planta y otro de los rizobios.
Figura 6.1
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Nota. Formacién de nédulos indeterminados y determinados tipicos de los que desarrolla la
alfalfa Medicago sativa con Ensifer meliloti y la soja Glycine max con Bradyrhizobium japonicum,
respectivamente. Los circulos dentro de los nédulos representan las células, las rojas son las
infectadas que fijan N2 y que producen leghemoglobina. Las zonas en amarillo marcan las
divisiones celulares subepidérmicas que ocurren debido a que los rizobios interaccionan con los

pelos radicales que se enrulan.

Cuando se siembra una leguminosa en los suelos de su centro de diversificacion las raices
de estas interactuan con los organismos sapréfitos del suelo que incluyen organismos benéficos
como los rizobios, asi como organismos patdgenos, y la planta discrimina entre ellos, permitiendo
interactuar a los rizobios con la planta, pero no a los patégenos. Es por esto que la simbiosis
rizobio-leguminosa ha sido el objeto de investigaciones por parte de microbidlogos y
biotecndlogos que trabajan en el desarrollo de las tecnologias para utilizar y aplicar la fijacion
biolégica de N y también por los fitopatélogos, para desentrafiar las interacciones que ocurren
entre la planta y los microorganismos que resultan en una simbiosis 0 en una enfermedad.

El proceso simbiético de la fijacion simbidtica podemos dividirlo en las etapas tempranas y

que estan vinculadas a la nodulacién y que conduce a la formacion de los nédulos y las etapas
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mas tardias que tiene que ver con la fijacion de nitrdgeno propiamente dicha que ocurre en los

nédulos maduros.

Los rizobios su taxonomia y clasificacién

Los organismos que desarrollan nddulos cuando interactian con las leguminosas los
conocemos con la denominacion general de rizobios. Su nombre ha ido evolucionando a través
del tiempo y cuando se describieron inicialmente se denominaron bacterias radicicolas. En la
medida que las herramientas de analisis fueron desarrollandose, la clasificacién de las bacterias
que interactuan con las distintas leguminosas se fue acomplejando y hoy en dia la clasificacién
es dinamica pero no solo incluye muchas especies y no solo a las que interactuan con las
diversas leguminosas, sino que también algunas plantas desarrollan nédulos con diferentes
especies de rizobios que difieren y mucho entre ellos.

En la medida que se aplican con mayor énfasis los estudios moleculares para el analisis de
los aislamientos se van definiendo nuevas especies de rizobios. Ilgualmente, estos se agrupan
en algunos géneros que son los que incluyen a las bacterias que interaccionan con las especies
de mayor valor econémico.

El género Rhizobium incluye bacterias de crecimiento rapido, es decir que tienen un tiempo
de generacion de entre 2 y 4 horas. Estas bacterias cuando se cultivan en medios de cultivo
sintéticos in vitro los acidifican. Tienen ademas fragmentos circulares de ADN que se replican de
manera independiente del cromosoma, a los que se conoce como plasmidos. Estos a diferencia
del cromosoma bacteriano suelen llevar genes de nodulacion vy fijacién de nitrégeno, también
pueden codificar proteinas relacionadas con la resistencia a antibidticos y pueden transferirse
horizontalmente a otras bacterias. Entre los rizobios de importancia econdmica se encuentra
Rhizobium leguminosarum que tiene tres biovariedades, phaseoli que nodula el poroto, trifolii que
nodula el trébol y viciae que nodula la vicia.

Otro grupo de bacterias que inicialmente se habian clasificado como Rhizobium hoy se
agrupan en el género Ensifer incluye también especies de rizobios que nodulan leguminosas que
son de crecimiento rapido, es decir que tienen un tiempo de generacion muy corto 2 a 4 h, las
bacterias contienen un cromosoma y un numero variable de fragmentos extracromosémicos que
se replican en forma auténoma y estas bacterias también acidifican los medios de cultivo cuando
se cultivan in vitro. Aunque comparten muchas caracteristicas con el género Rhizobium
evolutivamente estan separadas. Entre las especies conocidas se encuentran Ensifer meliloti
que nodula la alfalfa y Ensifer fredii que es un simbionte de la soja.

Luego esta el género Azorhizobium que incluye aislados de rizobios que inducen nédulos en
tallos y raices de arbustos, son de crecimiento rapido es decir tienen tiempos de generacion
cortos, acidifican los medios de cultivo cuando se cultivan in vitro y se caracterizan por fijar
nitrégeno en forma libre y simbidtica. Azorhizobium caulinodans induce la formacion de nédulos

en el tallo de Sesbania rostrata y en las raices de otras especies de Sesbania.
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Mesorhizobium es otro género de rizobio que se caracteriza porque el tiempo de generacién

es medio entre 6 y 8 h, si bien pueden tener plasmidos estos no son simbiéticos, es decir que los

genes de nodulacion y fijacién de nitrégeno se encuentran en el cromosoma. Mesorhizobium loti

induce nodulos en Lotus corniculatus y Lotus tenuis.

Por ultimo, el género Bradyrhizobium incluye especies de crecimiento lento a muy lento, es

decir que estas bacterias duplican su nimero en un periodo de tiempo de 12 a 16 h. Cuando se

multiplican en medios de cultivos formulados con determinados azucares alcalinizan los medios

de cultivo. Bradyrhizobium japonicumy B. diazoefficiens nodulan la soja de la misma manera que

B. linaoningense.

Especies de rizobios que fijan N2 en estructuras como nédulos o asociadas a las

plantas

Genero especie

Fuente de Aislamiento

Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium

R. leguminosarum

R. galegae

. tropici

. leucaenae

. tropici

. endophyticum
. phaseoli
fabae

. etli

DXV VAUXU D

. undicola
. gallicum

I

. giardinii
. phaseoli

I x

. hainanensis
. huautlense
. mongolense

yanglingense

. larrymoorei

. indigoferae
sullae
loessense

. cellulosilyticum
R.miluonense

. multihospitium
oryzae

pisi

IIIIJIIT I T X

. mesosinicum

. alamii
. alkalisoli

IX DV NIXD

symbiovar viciae
symbiovar trifolii
symbiovar phaseoli

symbiovar officinalis
symbiovar orientalis

symbiovar mimosa
symbiovar phaseoli

symbiovar phaseoli
symbiovar gallicum

symbiovar giardini

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP

Pisum, Viciae, Lens, Lathyrus
Trifolium pratense

Phaseolus vulgaris

Galega, Leucaena

Galega officinalis

Galega orientalis

Phaseolus, Medicago,
Macroptilieum

Phaseolus vulgaris
Phaseolus

Vicia faba
Phaseolus

Mimosa affinis
Phaseolus

Neptunia natans
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus
Phaseolus vulgaris
Desmodium sinuatum,
Centrosema
Sesbania herbacea
Medicago ruthenica,
Phaseolus
Amphicarpaea

Ficus benjamina
Indigofera spp.
Hedysarum
Astrgalus, Lespedeza
Populus alba
Lespedeza

Multiple legume species
Oryza alta

Pisum sativum
Albizia, Kummerowia
Dalbergia
Arabidopsis thaliana
Caragana intermedia
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R. tibeticum Trigonella archiducis-nicolai
R. tubonense Oxytropis glabra
R. halophytocola Coastal dune plant
R. radiobacter
R. rhizogenes
R. rubi
R. vitis
R. nepotum
Género: Ensifer
E meliloti Me_dicago, Melilotus,
Trigonella
E. fredii symbiovar fredii Glycine, Vigna, Cajanus
symbiovar siensis Glycine
E sahelense Acacia, Prosopis, Neptunia,
Leucaena
E. terangae Different host plants
symbiovar acaciae Acacia
symbiovar sesbania Sesbania
E , Medicago truncatula,
. medicae )
Melilotus
E. arboris Acacia, Prosopis
E. kostiense Acacia, Prosopis

E. xingianense
E. adhaerens

E. kummerowiae
E. americanum
E.mexicanus
E.numidicus

Kummerowia stipulaceae
Acacia

Acacia angustissima
Medicago sativa

Genus: Shinella
S. kummerowiae

Kummerowia stipulacea

Family: Phyllobacteriaceae
Genus: Mesorhizobium

M. loti

. huakuii
ciceri
. tianshanense

. plurifarium
amorphae
chacoense

temperatum

albiziae
caraganae
gobiense
tarimense
australicum

metallidurans
alhagi
camelthorni

. abyssinicae

£ £ X STTSTSSSSISSERR T ERRER

. muleiense

M. hawassense
M. gingshengii

M. robiniae

M. shonense
M. shangrilense

M. silamurunense

M. tamadayense

. mediterraneum

septentrionale

thiogangeticum

opportunistum
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Lotus, Cicer, Anthyllis,
Astragalus,

Astragalus sinicus
Cicer arietinum
Glycyrrhiza pallidiflora
Cicer arietinum

Acacia, Chamaecrista,
Leucaena, Prosopis
Amorpha fruticosa
Prosopis alba
Astragalus adsurgens
Astragalus adsurgens
Albzia kalkora
Caragana spp

Wild legumes

Wild legumes

Biserrula pelecinus
Biserrula pelecinus
Anthyllis vulneraria
Alhagi

Alhagi sparsifolia
Different agroforestry legume
trees

Cicer arietinum
Different agroforestry legume
trees

Astragalus sinicus
Robinia pseudoacacia
Different agroforestry legume
trees

Caragana species
Astragalus species
Anagyris latifolia, Lotus
berthelotii
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Género: Phyllobacterium
P. trifolii

Trifolium pratense

Familia: Methylobacteriaceae
Género: Methylobacterium

M. nodulans Crotalaria spp.
Género: Microvirga
M. lupini Lupinus sp

M. lotononidis
M. zambiensis

Different legume host
Different legume host

Familia: Brucellaceae
Género: Ochrobactrum
Ochrobactrum cytisi
Ochrobactrum lupini

Cytisus
Lupinus albus

Familia Hyphomicrobiaceae
Género: Azorhizobium

A. caulinodans

A. dobereinereae

A. oxalatiphilum

Sesbania rostrata
Sesbania virgata

Género: Devosia
Devosia neptuniae

Neptunia natans

Familia: Bradyrhizobiaceae
Género: Bradyrhizobium
B. japonicum

. elkanii

. liaoningensese

. yuanmingense

betae

canariense

. irlomotense

jicamae

lablabi

. huanghuaihaiense
cytisi

. dagingense

. denitrificans

. oligotrophicum

B. pachyrhizi

TOTTOTODDHH DI ®D

Glycine max, Glycine soja
Glycine max
Glycine max
Lespedeza

Betae vulgaris
Genisteae et Loteae
Entada koshunensis
Pachyrhizus erosus
Lablab purpureus
Glycine max
Cytisus villosus
Glycine max
Aeschynomene

Pachyrhizus erosus

Clase: Beta Proeobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Burkholderia

B. caribensis Vertisol microaggregates
B. cepacia Alysicarpus glumaceus
B. tuberum Aspalatus carnosa
B. phymatum Machaerium lunatum
Mimosa bimucronata, Mimosa
B. nodosa
Scabrella
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia
B. mimosarum. Mimosa spp
B. rhizoxinica Rhizopus microsporus
B. diazotrophica Mimosa spp
B. endofungorum Rhizopus microsporus
B. heleia Eleocharis dulcis
B. symbiotica Mimosa spp
Género: Cupriavidus Aspalatus carnosa
C. taiwanensis Mimosa sp

Clase: Gamma-
Proteobacteria

Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonaceae
Pseudomonas sp

Robinia pseudoacacia
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Infeccidén de las leguminosas y desarrollo de los nédulos

Las leguminosas, al igual que todas las raices de las plantas liberan al medio flavonoides, la
cantidad y calidad de estos compuestos son caracteristicos de cada especie, pero ademas la
sintesis es alterada por el estrés ambiental en el que crecen y desarrollan las plantas. Aun asi,
el perfil de flavonoides que sintetiza y libera la raiz de la planta es como una huella digital que es
reconocida por las bacterias. Estos flavonoides cumplen varios roles, uno es el de atraer o repeler

los rizobios. En realidad, cada especie de rizobio responde a un conjunto de flavonoides distintos,

esta atraccion o repulsion que provocan los flavonoides hace que los rizobios que son bacterias
con flagelos se muevan, acercandose a la rizosfera o alejandose de esta zona. Es decir, que las
plantas inducen el acercamiento o el alejamiento de las bacterias que viven en el suelo con solo
liberar flavonoides al medio. Los rizobios que se acercan a la raiz encuentran alli una riqueza de
compuestos organicos y por eso se multiplican y adhieren a la superficie de la raiz y en particular
se unen a los pelos radicales. Luego de unas horas de estar en contacto con la raiz, el pelo
radical se enrula, y en el centro de ese rulo o gancho que se forma, quedan atrapados los
rizobios. Estos liberan una enzima hidrolitica que degrada la pared del pelo, entonces las
bacterias son rodeadas por la membrana de la célula vegetal, y esta crece por el interior del pelo,
forma un canal por el que se desplazan las bacterias que toma el nombre de hilo infectivo.
Mientras tanto la presencia de esta interaccion hace que se produzca la division de células de la
corteza de la raiz, en el caso de que comience el desarrollo de un nédulo indeterminado (alfalfa)
se dividen las células proximas al cilindro central de la raiz primeramente y luego la division
evoluciona desde alli hacia la epidermis. Asi se forma en la parte exterior un meristema que
acompanfara al nédulo durante toda la vida activa del mismo que sera de por lo menos 7 meses.
El hilo infectivo, es el canal por el que viajan las bacterias que entran en contacto con las células
de la planta, donde se endoreplican. Los rizobios liberados por el hilo infectivo de alguna manera
ingresan a ciertas células en las que siempre estan rodeadas de una membrana de origen vegetal
y desplazan el contenido de la célula. Los rizobios que son bastones en la célula se convierten
en bacteroides que ademas de ser de gran tamafio son pleiomorficos. Estos ultimos rodeados
por la membrana vegetal toman el nombre de simbiosoma, son la unidad de fijacién de nitrégeno
que ocupan las células en las que se fija nitrégeno. Como el nimero de bacterias que llega es
reducido, solo algunas células de los nédulos son infectadas, otras permanecen sin bacterias y
van a cumplir roles clave en la asimilacién y transporte del N a la planta. Como el nédulo conserva
un meristema activo que genera constantemente nuevas células, el desarrollo de hilos infectivos
continta porque constantemente estan ingresando bacterias que infectan a las nuevas células
que genera el meristema. Por debajo de ese meristema estara una zona del nédulo mas
evolucionada que contendra células conteniendo simbiosomas y células no infectadas. En esa
zona se produce la fijacién de nitrégeno que se puede determinar por diversas metodologias.
Esta también es reflejada por la presencia de la leghemoglobina, proteina reguladora de la
tension de oxigeno que cuando trabaja en el nédulo tiene un color rojo. Esa zona del nédulo es

seguida por otra en la que las células aparecen conteniendo almidén y que ademas presentan
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un color amarronado, que indica que hay un proceso de degradaciéon de leghemoglobina. La
acumulacion de almidén, se debe a que la energia no se consume porque no hay fijacion. Es
decir que un nédulo indeterminado, como el descrito, toma una forma cilindrica al crecer por el
extremo distal y ademas contiene cuatro estados de desarrollo que coexisten, una zona
meristematica de multiplicacién celular y desarrollo de hilos infectivos, otra zona de infeccion en
donde las células son infectadas por las bacterias, otra zona con células conteniendo
simbiosomas en donde ocurre la fijacién y una cuarta zona de senescencia. Cuando estos
nddulos senescen, es decir mueren, liberan en el suelo bacterias vivas que se encuentran en los
hilos infectivos y estas son las que aseguran la sobrevivencia de esos rizobios en los suelos.

Las plantas que desarrollan nédulos indeterminados, como por ejemplo la alfalfa, transportan
el N fijado por los rizobios a la planta en compuestos nitrogenados como la asparagina y la
glutamina. Estos dos compuestos tienen una cantidad grande de nitrdgeno y un menor contenido
de C que otros compuestos organicos.

En el caso de las plantas que desarrollan nédulos esféricos, los estadios iniciales, es decir el
acercamiento de los rizobios a la raiz, el enrulamiento del pelo y el desarrollo de un canal de
infeccidn es similar a lo que ocurre en el caso de los nédulos indeterminados. Sin embargo, en

este caso se induce la divisiéon celular, en las primeras capas de las células subepidérmicas y

como resultado de esto se forma un meristema que se ubica hacia adentro en la corteza de la
raiz. Ese meristema genera células mitéticas en las que se van a alojar los rizobios que aumentan
de tamafo y se convierten en bacteroides pleiomorficos y son rodeados por la membrana de

origen vegetal formando el simbiosoma.

Figura 6.2

Nota. Etapas tempranas de la interaccion Ensifer fredii/soja. A: Pelo radical enrulado debido a
que interactué con los rizobios y debajo la primera capa de células subepidérmicas en division

celular. B: Dos pelos radicales enrulados debido a su interaccién con los rizobios y dos capas de
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(etapa | del desarrollo de nédulos) células subepidérmicas en dividiéndose (Etapa Il de desarrollo
de nddulos). C: Pelo radical enrulado y tres capas de células subepidérmicas de la raiz en
division. D: Debajo del pelo enrulado se comienza a formar el meristema de nédulo (etapa 6 de
desarrollo de nédulo). E: Aproximacion al meristema del nédulo, se ven nucleos celulares y
division celular de muchas capas de células de la corteza de la raiz. F: El meristema da origen
asi a nuevas células, todas las capas de células de la corteza se han dividido hacia el interior y
comienzan a conectarse con el haz vascular central de la raiz (etapa 7 u 8 del desarrollo de

noédulos).

Una vez que las células se dividieron la actividad del meristema cesa y este desaparece. Las
células divididas crecen en tamario y la Unica manera de expandirse es crecer hacia afuera y por
eso el nodulo toma una forma esférica. En el centro del nédulo se encuentran las células
conteniendo los simbiosomas fijadores de nitr6geno, que estan acompafadas por células no
infectadas en donde se transporta y metaboliza el N. Estos nédulos determinados tienen una
vida acotada en el tiempo entre 20 y 30 dias y por otro lado ellos siempre se encuentran en un
solo estadio de desarrollo. Es decir, o estan en formacion, o estan en la etapa de infeccion o en
la de fijacién o en la de senescencia. Cuando estos nédulos mueren, los bacteroides tienen la
capacidad de revertir a la forma de bastén y permanecen de esa manera en el suelo asegurando
Su sobrevivencia y permanencia en los suelos.

La soja desarrolla nédulos determinados y de la misma forma que otras especies que
desarrollan el mismo tipo de nédulos, transportan el N en compuestos como los ureidos, que son
compuestos que transportan mucho nitrdgeno en un esqueleto carbonado relativamente

pequefo, dicho de otra manera, reducen el costo de traslado del N.

Figura 6.3

Nota. Raices de plantas de soja inoculadas con Bradyrhizobium japonicum E109. A: control no

inoculado. B: Plantas inoculadas conteniendo nédulos esféricos. C: Nédulos de la raiz principal
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que muestran el interior rojo debido a la presencia de leghemoglobina lo que demuestra la activa

fijacion.

Los rizobios ademas de ingresar provocando la hidrélisis de las paredes del pelo radical
cuando el mismo se enrula, en algunas leguminosas ingresan por un mecanismo distinto
conocido como crack entry (entrada por roturas). Esto se refiere a que estos rizobios que se
encuentran en el suelo ingresan por las roturas que se producen en la epidermis de la raiz cuando
desarrollan las raices secundarias. El ejemplo emblematico de esto es la simbiosis
Bradyrhizobium-mani (Arachis hypogaea L.) en donde los Bradyrhizobios que ingresan por las
roturas de la epidermis desarrollan en el sitio de insercion de la raiz secundaria o terciaria en la
raiz principal o secundaria. Este tipo de ingreso también ocurre en el caso de las plantas que son
infectadas por actinomicetes como Frankia, que suele alterar el desarrollo de raices secundarias
y las convierte en estructuras en las que se ubican las bacterias fijadoras de N. Debido a esto y
otras razones estas plantas desarrollan nédulos en ramilletes que se distribuyen
desuniformemente en la raiz. Los nédulos son las estructuras en las que los rizobios son

protegidos del oxigeno en base a una pelicula de agua y a la presencia de la leghemoglobina.

Bases moleculares de la infecciéon de las leguminosas por los rizobios

El desarrollo de la biologia molecular puso en disponibilidad herramientas que permitieron
conocer en detalle los eventos tempranos que devienen en la nodulacién de las leguminosas.
Una de las herramientas claves fue la descripcién y disponibilidad de transposones, que permite
noquear genes que definen fenotipos. Este es el caso de las bacterias fijadoras de nitrégeno que
establecen simbiosis con las plantas. Los investigadores establecieron que esas bacterias se
destacaban por su capacidad para fijar N2 que solo la presentaban algunos géneros bacterianos.
Aproximadamente en 1980 comenzaron los trabajos utilizando transposones con lo que se
generaron miles de mutantes, esto ultimo es relativamente sencillo pero lo que si es complejo es
identificar las mutaciones que interesan, para lo cual la mutacién debe tener un fenotipo que sea
facil de identificar entre los mutantes. Este es el caso de la nodulacién, cuando un gen bacteriano
involucrado en el proceso es inactivado la bacteria pierde la capacidad de inducir la formacion
de nddulos o induce una mayor cantidad. De esta manera diversos grupos de investigacion
realizaron mutaciones e identificaron diversos genes que cumplen roles claves en la nodulacion.
Asi se encontré que la inactivacion de algunos genes resultaba en rizobio mutantes que no
nodulaban la leguminosa especifica. Mas aun, se encontré que estos genes en diversas especies
bacterianas eran homoélogos es decir que probablemente cumplen el mismo rol, hecho que se
comprobd mas adelante cuando se complementaron los mutantes no nodulantes con genes
homdlogos provenientes de otras especies y por esto se denominaron genes comunes de
nodulacién. Las secuenciacion y expresion de las proteinas codificadas por estos genes

permitieron confirmar el numero de genes y su rol en el proceso y explicar porque desarrollan la
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misma funcién en todos los rizobios. Los genes comunes de nodulacién se encontraron que eran
cuatro, y se denominaron nodA, nodB, nodC y nodD. Mientras los tres primeros son genes que
solo se expresan cuando las bacterias interactuan con los flavonoides de las plantas, el gen nodD
es constitutivo con lo que la proteina esta siempre presente en los rizobios independientemente
de si estos interactian o no con las plantas. Es decir que el sistema funcionaria con la proteina
NodD actuando de antena que percibe la sefial que son los flavonoides de las plantas. La
interaccion NodD flavonoide/s activan o no la expresién de los genes comunes nodA nodB nodC.
Las proteinas codificadas por estos genes catalizan reacciones que hacen a la sintesis de los
factores de nodulacién. NodA cataliza la N acilacion de los factores de nodulacion, NodB es una

enzima que cataliza la deacetilacion de chitooligosacéridos y NodC cataliza la adicion.

Figura 6.4
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Nota. Interacciones tempranas de los rizobios y las leguminosas. Se muestran los flavonoides
liberados por las plantas que interaccionan con NodD proteina que se une a la secuencia nod-

box desde donde regula la expresion de los genes comunes de nodulacién nodA nodB nodC.

Estas proteinas sintetizan los factores de nodulacién (quitooligosacaridos con un lipido) que
son reconocidos por los receptores de lisina-kinasa.

Ademas, se identifico otro grupo de genes que se denominaron de especificidad, estos son
alélicos en algunas especies y en ofras especies no se encuentran. Estos genes codifican
enzimas que introducen grupos accesorios en esas grandes moléculas sintetizadas por los genes
comunes.

El proceso de la nodulacion es muy complejo y se han identificado una gran cantidad de genes
relacionados, entre ellos se encuentran los genes nod, nol y noe, los cuales codifican proteinas

involucradas en la nodulacion.
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Figura 6.5

Nota. Esquema general de un factor de nodulacién. A unidad de N acetil glucosamina y B acido
graso que puede ser saturado o insaturado de distinta cantidad de carbono, C sitios de ingreso

de decoraciones en la molécula que alteran la especificidad de la misma.

Antes de disponer de las herramientas moleculares diversos reportes cientificos describieron
que los sobrenadantes de cultivos de rizobios inducidos con exudados de las plantas
(probablemente conteniendo flavonoides) cuando eran aplicados en raices de plantas axénicas
provocan alteraciones macroscopicas. Esto, y el hecho de que en la raiz se producian divisiones
subepidérmicas aun cuando la bacteria sélo habia interactuado con el pelo radical hizo suponer
que el sobrenadante deberia contener un compuesto organico y a estos se los denominaron
factores de nodulacion. Estudios y analisis posteriores permitieron identificar a estos factores de
nodulacion y se encontré que son quitooligosacaridos que tienen, un lipido que puede estar
saturado o no, que ademas varia en tamano. Por otro lado, también se encontré que todos los
rizobios sintetizan estos factores de nodulacién y que los mismos son similares y que solo varian
en las dobles ligaduras y en decoraciones adicionales que sufre la molécula. Todo lo cual, de
alguna manera, confirma porqué los genes son comunes de nodulacion, y su rol en la sintesis
de los factores de nodulacién, que todos los rizobios los producen pero que aun asi son un poco
distintos y explican al menos en parte la especificidad de los rizobios y las leguminosas. Se
encontro que los rizobios que son especificos producen un solo factor de nodulacion o a lo sumo
un par, mientras que los rizobios que nodulan un amplio rango de leguminosas sintetizan una
mayor cantidad de factores de nodulacion.

Los factores de nodulacién son percibidos en las leguminosas por receptores estos son
proteinas del tipo de los reguladores codificados por la planta conocidos por sus siglas en inglés
(NFR: Nodulation Factor Receptor) contienen dominios Lys (Dominios de Lisina) unidos a
kinasas, es decir que tienen la capacidad de transmitir un estimulo a una cadena de transcripcion
de sefales. Estos receptores se ha demostrado que en arveja, soja y Lofus son determinantes
de la especificidad de la simbiosis. Vale la pena mencionar que recientemente se identificd en
Lotus un receptor proteico con actividad kinasa Epr3, que de la misma manera que los anteriores
receptores pueden transmitir mensajes a una cadena de transcripcion. Este receptor se une

especificamente a exopolisacaridos y esta unién determina la compatibilidad de la interaccion
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Esta percepcion del estimulo de los factores de nodulacién activa un camino de transduccion
de sefiales que desatan la formacién de ndédulos a través de la expresiéon de las nodulinas
tempranas y tardias de la planta. Estas proteinas son sintetizadas por la planta como resultado
de la interaccion del factor de nodulacién y los rizobios, que se utilizan en el proceso de
nodulacion las tempranas y las nodulinas tardias estan vinculadas al proceso de fijacion de

nitrégeno.

Regulacién de la nodulacién

El proceso de la nodulacion para la planta es costoso desde un punto de vista energético, ya
que no solo debe invertir energia en su desarrollo, sino que ademas luego la respiracion y el
funcionamiento de estos tienen un costo energético. Debido a esto, las leguminosas desarrollan
un determinado numero de nédulos que es regulado por la capacidad energética de la planta,
pero ademas por la demanda de N que tiene la planta para expresar su potencial de crecimiento.
Eso quiere decir que para la planta es energéticamente menos costoso nutrirse de NOsz
proveniente del suelo y solo cuando este se encuentra en bajas concentraciones la planta
desarrolla nédulos. El mejor ejemplo de esto es que si cultivamos plantas de soja en dos
parcelas, a una la fertilizamos con NOs" y a la otra la inoculamos con rizobios, las plantas que se
nutren del NOs™ crecen mas y desarrollan hojas mas grandes, lo que se manifiesta en una mayor
biomasa y rendimiento. Es decir que la presencia de nitrégeno en el suelo inhibe tanto el
desarrollo de nédulos como la fijacién de nitrégeno, lo cual depende de en qué momento aparece
la alta disponibilidad de N.

Las raices de las leguminosas son susceptibles de ser infectadas durante un periodo de
tiempo que se le llama ventana de infeccidn, este tiempo que es de aproximadamente seis horas
es el que transcurre entre que la zona de alargamiento de la raiz desarrolle, se diferencie y forme
pelos radiculares, es decir que solo ese tejido joven es susceptible a la infeccion por los rizobios.
Quiere decir que en la medida que demoro la adicion de las bacterias a la raiz los nédulos van a
desarrollar en zonas de la raiz mas profundas o mas aun en raices secundarias y/o terciarias. El
proceso de la nodulacién se puede describir en 20 etapas que van desde la interaccién temprana
hasta la observacion de los nédulos. Sin embargo, una pregunta interesante es qué ocurre en
las raices de las leguminosas con el exceso de bacterias que se adiciona mediante la inoculacion,
dado que se adicionan 1x108 células por semilla previo a la siembra. La planta solo desarrolla un
numero de nodulos que es el adecuado desde un punto de vista del costo energético y que
ademas asegura una provision de N que no limita el crecimiento de la planta.

Sin embargo, si uno hace observaciones microscépicas de raices de soja a los 15 dias de la
inoculacion con una suspension de rizobios de aproximadamente 1x108 células por semilla
observa una cantidad muy grande pelos radicales enrulados y muchisimas infecciones, todas en
diversos estados de desarrollo que no supera ninguna la etapa V del desarrollo de nédulos. Esto

se ve como un pelo enrulado y divisiones celulares debajo por lo menos cuatro capas de células
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subepidérmicas, que son divisiones celulares provocadas por los rizobios. Sin embargo, todas
estadn detenidas y, ademas, se pueden ver algunos nédulos que se formaron de manera
completa. Se ha demostrado que si se remueven los nédulos la planta libera algunas de las
infecciones detenidas y a partir de ellas se forman nuevos nédulos que proveeran a la planta de
N. Es decir que en la soja la planta regula el numero de ndédulos inhibiendo el resto de las
infecciones y cuando necesita mas noddulos desreprime algunas de estas infecciones
preexistentes.

En el caso del trébol que desarrolla nédulos indeterminados, se inoculan menos bacterias por
semilla sencillamente porque la semilla es pequena, pero aun asi las bacterias estan en exceso
1x10° y la planta solo desarrolla algunos nodulos. Si se mira al microscopio una raiz de trébol a
los 15 dias de la inoculacién, solo se ven los nédulos formados y no se observan infecciones
detenidas, Esto sugiere que la planta regula la cantidad de nédulos impidiendo la ocurrencia de
infecciones que no van a desarrollar un nédulo completo. Es decir que en las leguminosas hay
dos vias distintas de control de la nodulaciéon que seguramente involucran caminos un poco

distintos.

Simbiosis Frankia y especies no leguminosas

Los actinomicetes son un grupo de bacterias filamentosas Gram (+) que tienen un alto
contenido de guanina y citosina, en su material genético que establecen simbiosis con un
numeroso grupo de especies de plantas que pertenecen a familias de plantas distintas que se
conocen como especies actinorricicas, entre estas plantas se pueden nombrar los géneros
Alnus, Casuarina, Myrica, Hyppophae, Eleagnus, Caenothus y Purshia (Tabla 6.1). Estas plantas
se distribuyen en muy diversos lugares del planeta, aunque suelen encontrarse en suelos con
grandes limitaciones de N, muchos de estos son suelos que se encuentran en procesos
regenerativos, en los que estas plantas cumplen roles claves. Frankia se cultiva desde 1978
momento en que luego de muchos intentos se aisld, pero su cultivo aun hoy es dificil de obtenerlo
debido a que tiene un crecimiento lento en medios sintéticos. Esta simbiosis presenta muchas
similitudes con la simbiosis que establecen las leguminosas con los rizobios, pero también
muchas diferencias. Los nddulos desarrollados por Frankia provienen de la modificacién del
meristema de una raiz lateral, por lo que el nédulo tiene haces vasculares centrales que lo unen
alos vasos de la raiz. Frankia spp. infecta a las plantas actinorricicas a través de la raiz, mediante
dos mecanismos principales de entrada: a través de grietas en la epidermis radicular ("crack
entry") y mediante infecciones intracelulares en los pelos radiculares. Los nédulos que forma son
indeterminados es decir tienen un meristema de crecimiento con una vida media considerable y

estos nédulos fijan N2 en cantidades comparables a las leguminosas.
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Tabla 6.1

Familias y géneros de plantas que establecen simbiosis con Frankia spp

Plantas Actinorricicas

Family Genera

Betulaceae Alnus

Casuarinaceae Allocasuarina, Casuarina, Ceuthostoma, Gymnostoma

Myricaceae Comptonia, Myvica
Elaeagnaceae  Elaeagnus, Hippophaé, Shepherdia

Rhamnaceae  Ceanothus, Colletia, Discaria, Kentrothamnus,
Retanilla, Talguenea, Trevoa

Rosaceae Cercocarpus, Chamaebatia, Cowania, Dryas, Purshia

Coriariaceae Coriaria

Datiscaceae Datisca

Ademas de los nédulos también forma vesiculas, estas son estructuras globosas que
albergan actinomicetes fijadores de N en donde pueden sobrevivir durante periodos adversos.
Estas vesiculas de la misma manera que los nédulos contienen capas de lipidos que contribuyen
a disminuir la tension de oxigeno en los nddulos que también contienen leghemoglobina.

Ademas de las leguminosas y de las plantas actinorricicas, otra planta que fija N2 en simbiosis
con Bradyrhizobium y que es la Unica no leguminosa que lo hace es Parasponia andersonii
(familia Cannabaceae).

Inoculantes comerciales y su uso en la produccién

El proceso de la fijacidon de nitrégeno ha sido uno de los mas estudiados y explotados en el
area de la Microbiologia agricola. Desde hace mucho tiempo se han desarrollado los inoculantes
con bacterias fijadoras de nitrdgeno para provocar la nodulacion de las leguminosas. Esto ocurrié
porque los suelos que contienen rizobios que establecen simbiosis con las leguminosas
cultivadas de importancia econdémica, solo se encuentran en los suelos de los sitios de
diversificacion de esas leguminosas. Por ejemplo, los suelos de la China contienen muchas
especies de rizobios que establecen simbiosis con la soja, porque este es el sitio de origen del

cultivo.

Uso tecnolégico de la fijacion de N2
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Cuando se introduce un cultivo de una leguminosa exética si se desea realizar una agricultura
sustentable que se nutra de N2 de la atmdsfera en base a la simbiosis de la planta con bacterias
del suelo, estas se deben adicionar en el momento de la siembra con un inoculante. Si bien en
los comienzos esto se hizo transfiriendo suelos supuestamente infectados con estas bacterias,
en la actualidad se utilizan los inoculantes, que son suspensiones bacterianas que vienen
formuladas como solidas si estan resuspendidas en sustratos sélidos como la turba (provee
humedad y materia organica para la sobrevivencia de las bacterias). La turba es un insumo
costoso y que ademas muchas veces genera problemas en la maquinaria agricola por lo que los
productores no lo ven con buenos ojos. Debido a esto y al desarrollo de la tecnologia, hoy estan
también los inoculantes liquidos, que ademas son los que prevalecen y que consisten en
suspensiones bacterianas estabilizadas. Independientemente de la formulacion, que vale la pena
decir hay muchas, la semilla de las leguminosas se inocula con suspensiones de bacterias
fijadoras de nitrogeno seleccionadas por su alta capacidad de fijacion de nitrégeno. El éxito de
la inoculacion radica en que las plantas desarrollen nédulos y que los mismos presenten en su
interior un color rojo, que es el color de la leghemoglobina activa que sugiere que las bacterias
estan fijando nitrégeno activamente.

Las formas de evaluar la fijaciéon de nitrégeno son muchas, la méas sencilla es determinar la
materia seca, como el N es clave para el crecimiento las plantas con mas nitrégeno crecen mas.
Otra manera es determinar el numero y peso seco de los nddulos y el color de estos que como

se dijo se debe a la presencia de leghemoglobina.

La practica de la inoculacion suele realizarse junto con la aplicacion de los fungicidas y suelen
producirse incompatibilidades que atentan contra la sobrevivencia de los rizobios en la superficie
de la semilla lo que atenta contra la eficiencia de la inoculacién. Hoy en dia el tratamiento de
semillas que realizan tanto empresas semilleras como fabricantes de inoculantes, estan
destinados a colocar fungicidas e inoculantes en diferentes capas sobre la superficie de la semilla
preinoculada de manera de reducir el contacto de estos productos.

La elaboracién de los inoculantes comerciales es un capitulo aparte pero que requiere cumplir
diversas etapas, como disponer de una coleccion de microorganismos caracterizados que se
adapten a diversas condiciones ambientales, que también se destaquen por su capacidad de
fijar N2 y que ademas se puedan multiplicar en medios sintéticos, proceso durante el cual deben
tener una estabilidad genética de manera que no se alteren sus capacidades. Estos cultivos
bacterianos deben estar libres de contaminantes y deben estar estabilizados con el fin de que
sobrevivan en los formulados por un periodo de tiempo importante sin que caiga el numero de

células viables por unidad de volumen o peso del formulado, hasta la fecha del vencimiento.
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CAPITULO 7
Microorganismos promotores del crecimiento

Graciela N. Pastorino

Introduccion

Mucho antes de que Anton van Leeuwenhoek describa la presencia de “animaculos” (1683),
ya se conocia que ciertos suelos se caracterizaban por promover el crecimiento de las plantas o
cultivos. En muchas publicaciones de la época se recomendaba incorporar mezclas de suelos
para remediar sustratos pobres, o cultivar leguminosas y asi aumentar la fertilidad de los suelos.

Kloepper en 1978, introdujo el término Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(PGPR, del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria) refiriéndose a bacterias que
interactuan con las plantas, colonizan sus raices y/o la rizésfera, provocando mayor desarrollo
y/o aumentos de rendimiento de las mismas, debido a diversos mecanismos que mejoran la
nutricién, controlan a los fitopatégenos y/o aumentan la tolerancia al estrés ambiental. Luego, el
concepto de este término se ampli6 y hoy se utiliza para incluir a cualquier tipo de
microorganismo (bacterias y hongos), no solo rizobacterias, bajo el nombre de PGPM (Plant
Growth Promoting Microorganism,).

Los PGPM se clasifican en base a la manera con que se relacionan con las plantas con las
que interactuan, asi se describen como simbidticos o asociativos. La simbiosis es la relacidon
estrecha que establecen microorganismos que suelen ubicarse en los tejidos de la raiz en donde
intercambian metabolitos que desencadenan procesos que no ocurren cuando los simbiontes no
interactian. Un ejemplo de organismos simbiéticos son los rizobios, bacterias del suelo que
establecen simbiosis con las leguminosas, otro caso es el actinomicete Frankia sp. con plantas
angiospermas (plantas actinorricicas), o las micorrizas que consisten en una relaciéon de un grupo
de hongos y plantas superiores.

En las interacciones asociativas se intensifican ciertos procesos pero que el microorganismo
y la planta también realizan cuando estan en vida libre. En general estos PGPM, viven fuera de
los tejidos vegetales, cerca (rizésfera) o sobre la superficie de la raiz (rizoplano), es el caso de

Azospirillum sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., entre otros.
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Mecanismos de accion

Hay varios mecanismos mediante los cuales los microorganismos estimulan el crecimiento de

las plantas, es posible diferenciarlos en mecanismos directos e indirectos.

Mecanismos directos

Se conoce como mecanismos directos a aquellos que modifican el estado del nutriente en lo
que hace a su disponibilidad para la nutriciéon de la planta, como la fijacién de N2, solubilizacion
de P mineral y la estimulacion del crecimiento de la raiz por produccion de fitohormonas,

principalmente.

Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN): Consultar el capitulo 5 de FBN.

Sintesis de hormonas vegetales

La fitoestimulacion es el mecanismo mas estudiado en las bacterias PGPM y se ha
encontrado que las fitohormonas y algunos compuestos volatiles son los compuestos
responsables de este mecanismo.

Las hormonas son compuestos organicos que se encuentran en cantidades extremadamente
bajas que actuan promoviendo o inhibiendo procesos bioquimicos, fisioldgicos, que redunda con
frecuencia en alteraciones morfolégicas de las plantas, por ejemplo: auxinas, citocininas, etileno,
giberelinas y &cido abscisico. Ciertas alteraciones en el balance hormonal provocan
modificaciones fisiolégicas que se visualizan en incrementos en el crecimiento de la raiz y
aumento del volumen radicular, cambios en la tasa respiratoria de las plantas y/o cambios a nivel
del funcionamiento de las membranas de los tejidos radicales que alteran la absorcion de los
nutrientes presentes en la solucion del suelo.

Son muchos los microorganismos que sintetizan auxinas y las liberan como metabolitos
secundarios. El acido-indol-3-acético (AlA) que es la auxina mas estudiada, se sintetiza por
medio de mas de una via metabdlica siendo el principal precursor el triptéfano. Una de las
acciones mas importantes de esta fitohormona consiste en promover la division celular,
modificando procesos como la germinacién de semillas, estimulando la elongacién celular.
Ademas, promueve el desarrollo del sistema radical ya que induce la formacién de raices
laterales y adventicias, asi como su crecimiento, por lo que amplia el area de suelo explorado
por las mismas aumentando asi el acceso a los nutrientes y agua del suelo. Esta hormona
también cumple un rol clave en la multiplicaciéon celular que ocurre en las leguminosas que
desarrollan nédulos.

Otro grupo de fitohormonas producidas por las PGPM son las citocininas, que entre otras
funciones estimulan la actividad metabdlica de las células, el desarrollo de las yemas laterales,

la division celular en la raiz, la elongacién y el incremento del area de la raiz mediante la
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formacién de raices adventicias y la proliferacion de pelos radiculares, y también demoran la
senescencia de los tejidos.

Las giberelinas son hormonas que estimulan la divisiéon y elongacion celular pero ademas
interrumpen la dormicién que presentan las yemas y semillas de numerosas especies, e inducen
el alargamiento de entrenudos, es decir que promueven el crecimiento vegetativo de la planta.

Algunos ejemplos de géneros y especies bacterianos reportados con capacidad de producir
fitohormonas son: Arthrobacter giacomelloi, Azospirillum argentinense, Aeromonas veronii,
Alcaligenes piechaudii, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Azotobacter sp.,
Bradyrhizobium sp., Enterobacter cloacae, Gluconacetobacter diazotrophicus, Paenibacillus

polymyxa, Pseudomonas sp., Rhizobium leguminosarum, R. phaseoli.

Solubilizacién/mineralizacion de fosfatos

El fosforo (P), junto con el nitrégeno (N), limitan el crecimiento de los cultivos. Las plantas
absorben los nutrientes de la solucion del suelo en donde se encuentran en forma de fosfatos
solubles, especificamente el P se encuentra como ortofosfato mono y divalente (H2PO4", y HPO4
2) o como sales de amonio. Aunque suele agregarse al suelo en el momento de la siembra,
frecuentemente cuando se fertiliza, ciertos nutrientes, en especial el P, forman un complejo con
minerales del suelo (Ca?*, Mg?*, Fe®* y AI**), poniéndose de esta manera no disponible para las
plantas. En los suelos tropicales y subtropicales (predominantemente acidos) el P forma
complejos insolubles con Fe y Al, elementos que suelen estar en alta concentracion en esos
ambientes. Por otro lado, en suelos neutros o calcareos el P se combina con el Ca, formando
compuestos de muy baja solubilidad.

Las moléculas de P organicas del humus y otros restos organicos del suelo se hallan
formando parte de moléculas que cumplen roles biolégicos claves como el ADN, ATP,
fosfolipidos (en membranas), y constituyen en conjunto un importante reservorio de P
inmovilizado, entre el 20-80 % del total del P del suelo.

En funcion de lo descrito es clave el rol que cumplen los microorganismos que tienen la
capacidad de solubilizar/mineralizar el fosforo, ya que utilizan de manera mas eficiente las
enmiendas que se realizan al suelo, como el agregado de materia organica o fertilizacion.

Los organismos solubilizadores de P presentan diversos mecanismos de accion:

e produccion de enzimas: fosfatasas, fitasas, C-P liasas,
e produccion de acidos organicos (quelacion),
¢ liberacion de protones, reemplazo de iones,

o acidificacion.

Las bacterias liberan los fosfatos presentes en la materia organica a través de un proceso
llamado mineralizacién del fésforo (P). Esto sucede gracias a la accién de ciertas enzimas —
como las fosfatasas, fitasas o C-P liasas— que son producidas y secretadas por

microorganismos especializados en disolver compuestos. Estas enzimas microbianas actuan
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sobre la materia organica, rompiendo los enlaces tipo éster, lo que permite liberar iones fosfato
(PO,*"), dejandolos disponibles para que las plantas y otros organismos los puedan utilizar.

Los procesos de transformacién del P estan influenciados por la humedad, la temperatura y
fundamentalmente por el pH del suelo, la maxima disponibilidad de P ocurre entre pH 5,5a 7.

Dentro de los mecanismos que liberan P a partir del fésforo mineral, se encuentran la
produccion de acidos organicos como el ac. citrico, glucénico, oxalico, succinico, lactico, acético,
malico, etc. Estos compuestos organicos pueden quelar (“atrapar”) iones (Ca*?, Mg*?, Al*®) en el
suelo evitando que estos se unan a los fosfatos. Algunos grupos microbianos acidifican el medio
y de esta manera liberan P de las formas insolubles del suelo (rocas), lo que suele ocurrir en
suelos alcalinos. Por ultimo, otro mecanismo de solubilizacion es la produccién de H* que
reemplazan a los iones Ca*?, lo que resulta en la produccion de formas mas solubles de P.

Los microorganismos involucrados en la solubilizacion de P incluyen bacterias y hongos
(Figura 7.1).

Se han descrito un gran numero de aislados con una buena capacidad de solubilizacién de P
de los géneros bacterianos Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,
Arthrobacter, Streptomyces, Micromonospora. Entre los hongos, se encuentran cepas de

Penicillium sp. y Aspergillus sp.

Figura 7.1

Mecanismos de solubilizacion de P
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el P biodisponible.
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Mecanismos indirectos

Los mecanismos de accion indirectos son los que no actuan directamente sobre el
crecimiento, sino que su actividad repercute en las plantas mediante el control biolégico de
patdgenos, la reduccion del impacto de las enfermedades y/o estreses abioticos.

Se pueden enumerar diferentes actividades biocontroladoras: 1) sintesis de enzimas
hidroliticas, que contribuyen a la muerte de las células fungicas patégenas; 2) competencia por
nutrientes (sideroforos) y espacio, mediante la formacion de biofiims y colonizacion de las
superficies de la planta; 3) regulacién del nivel de hormonas vegetales, como por ejemplo la
sintesis del etileno, que se genera como resultado de un estrés y es regulada por la actividad de
la enzimas ACC-deaminasas; 4) produccion de metabolitos como antibidticos, bacteriocinas,
metabolitos antifiingicos, compuestos organicos volatiles, que tienen capacidad antagénica; 5)
incremento de la respuesta de defensa de las plantas, mediante la estimulacién de la resistencia

sistémica inducida (RSI).

Sintesis de enzimas hidroliticas

Diversas especies de bacterias PGPR producen enzimas hidroliticas, como quitinasas,
glucanasas, proteasas, celulasas, pectinoliasas y lipasas. Estas enzimas pueden lisar las células
fungicas patoégenas, degradando la pared celular de los hongos, evitando la extension de sus
hifas.

Se ha descubierto que las PGPR que sintetizan una o mas de estas enzimas tienen actividad
de biocontrol contra una variedad de hongos patégenos, incluidos Botrytis cinerea, Sclerotium
rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia solani y Pythium ultimum.

Un género que contiene una cantidad importante de especies con esta capacidad es Bacillus.

Sideroforos

Los sideréforos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que sintetizan muchas
especies de bacterias y hongos, que se destacan por su afinidad por el hierro. Los
microorganismos suelen producirlos y secretarlos en condiciones de deficiencia de hierro.
Aunque este nutriente es abundante en la corteza terrestre, en general su disponibilidad es baja.
En el ambiente aerobico, el hierro se presenta principalmente como Fe®* y forma hidroxidos
insolubles, estado en que se encuentra no disponible para las plantas y los microorganismos.

Los siderdforos, son moléculas que tienen la capacidad de atraer y unir al Fe (quelantes de
hierro). Esta capacidad representa una ventaja para los microorganismos que los producen ya
que de esta manera acceden a un recurso que muchas veces es escaso. Estas moléculas se
clasifican segun sus caracteristicas estructurales en: carboxilatos, hidroxamatos, fenol catecoles
y pioverdinas. El mecanismo de accion consiste en la formacion de un complejo sideréforo-Fe®*,
luego un receptor especifico localizado en la membrana reconoce al Fe y lo transporta por medio
de un mecanismo activo (con gasto de energia) hacia el interior de la célula y en el citoplasma

es reducido a Fe?* que es el estado de oxidacién del nutriente activo. En otros organismos, como
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los hongos, el complejo sideréforo-Fe®* puede ser reducido a Fe?* fuera de las células, es decir,

extracelularmente (Figura 7.2).

Figura 7.2
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Nota. a) Una bacteria produce y excreta siderdforos, que se unen al Fe®*y son translocados al
interior de la célula a través del receptor de membrana. b) De esta manera las bacterias
productoras de sideroforos sustraen del medio el Fe y se establece una competencia por el

nutriente con otros microorganismos patdégenos que sufren la carencia.

Son muchos los estudios que han reportado la promocion del crecimiento de las plantas
provocada por microorganismos que absorben hierro por su capacidad para sintetizar
sideréforos. Sin embargo, se destaca el biocontrol de fitopatdégenos con microorganismos
productores de sideréforos. La interaccion consiste sencillamente en que, en un entorno limitado
en hierro, los microorganismos que producen sideréforos lo sustraen del medio, evitando asi que
potenciales competidores como por ejemplo organismos patégenos accedan al Fe lo que limita
su crecimiento Ademas, se encontré que los sideroforos pueden activar la resistencia sistémica
inducida (RSI) de las plantas.

Dentro de las bacterias productoras de sideréforos que inhiben el desarrollo de patégenos se

encuentran Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, B. tropica, Azospirillum argentinense,

Burkholderia gladioly y Ensifer meliloti.

Colonizacion de la superficie de la raiz (formacion de biofilms)

Ciertas especies de bacterias PGPR sintetizan un amplio espectro de polisacaridos, estos
suelen interactuar con diferentes sustratos y ademas actuan protegiendo a los microorganismos
del estrés ambiental y la deshidratacién. Los exopolisacaridos (EPS) cumplen un rol clave en la
formacién de biopeliculas, en donde comunidades estructuralmente complejas de células, se
rodean de una matriz polimérica extracelular formada por EPS que ademas adhiere los

microorganismos a las superficies con las que interactian (biofilm).
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Las bacterias PGPR forman biofilms como los descritos, colonizan las raices y asi, entre otras
funciones, ayudan a retener el fésforo soluble, facilitan la circulacién de nutrientes esenciales
para la planta, brindan proteccion del ataque de patégenos al competir por nutrientes y espacio.
Otro beneficio que ofrecen los biofilms es que pueden unirse a los iones de sodio para proteger
contra el estrés por salinidad.

Entre las bacterias PGPR que forman biopeliculas se encuentran: Pseudomonas, Bacillus,

Azospirillum, Rhizobiumy Serratia.

Enzimas ACC-deaminasas

El etileno, es una hormona de las plantas superiores, es un gas que difunde rapidamente,
actua en la germinacion de las semillas, la elongacién y proliferacion celular, la maduracién de
los frutos o la senescencia y la caida de hojas y frutos. También interviene en la respuesta al
estrés que ocasionan factores biéticos o abioticos adversos, como son la acumulacion de metales
y ciertas sustancias quimicas (organicas e inorganicas), la exposiciéon a la luz ultravioleta, las
temperaturas extremas, condiciones de exceso o déficit hidrico, el dafo producido por insectos,
nematodos, infeccion por fitopatdgenos (hongos y bacterias) y las heridas mecanicas.

La via de sintesis de etileno se inicia en la produccion de ACC (acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico) a partir de metionina por accién de la enzima ACC sintasa. EI compuesto ACC
luego, por actividad de la ACC oxidasa, libera etileno. Parte del ACC que sintetizan las plantas
es exudado y ciertas bacterias de la rizosfera que sintetizan la enzima ACC deaminasa, lo
degradan a a-cetobutirato y amonio (Figura 7.3). Esto causa una disminuciéon de la concentracion
de etileno que, entre otras cosas, demora la senescencia y la muerte prematura como
consecuencia del estrés y por otro lado la molécula nitrogenada resultante de la reaccion

(amonio) queda disponible para la planta y otros microorganismos.
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Figura 7.3
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Nota. Esquema de la interaccion entre una bacteria PGPR vy la raiz. A partir de la metionina se
sintetiza el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) mediante la enzima ACC sintasa.
Parte del ACC se convierte en etileno, otra es exudada y bacterias de la rizésfera la degradan
causando asi una disminucién de la concentracion de etileno. Esto demora la senescencia y la

muerte prematura de la planta en respuesta al estrés.

Las PGPR que sintetizan ACC deaminasas suelen encontrarse en la superficie de los érganos
de las plantas o viviendo como enddfitos en los tejidos vegetales como raices, hojas, flores o
semillas. Probablemente por esto las plantas asociadas a las PGPR-ACC deaminasas suelen
ser resistentes a la inhibicion del crecimiento causado por el estrés.

La aplicaciéon en mani, pimiento y tomate de Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
o ciertas bacterias halotolerantes como Arthrobacter nicotianae, Bacillus stratosphericus,
Corynebacterium variabile, proporcionan resistencia al estrés salino y con ello incrementan la
produccion del cultivo. En condiciones de estrés anaerobico, cepas de Enterobacter cloacae
protegen a las plantas de tomate del estrés que genera la inundacion; promueven el desarrollo
vegetal, aumentan la cantidad de clorofila en las hojas y reducen sustancialmente la produccion
foliar de etileno.

Antibiéticos- Enzimas

Los antibiéticos son compuestos organicos de bajo peso molecular que producen ciertos
microorganismos y afectan el crecimiento o las actividades metabdlicas de otros (ver Capitulo 1).
Es decir que son agentes antagonistas que eliminan, reducen o inhiben el crecimiento de los
fitopatdégenos. El aumento del empleo de este tipo de PGPR como biocontrol, podria llevar a que

ciertos patégenos desarrollen resistencia a antibidticos especificos. Por ello se sugiere la
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utilizacion de cepas bacterianas que ademas de antibiéticos sinteticen cianuro de hidrégeno
(HCN), parece actuar de forma sinérgica con los antibiéticos codificados por bacterias.

Algunos aislados de Pseudomonas fluorescens y P. chlororaphis producen antibiéticos como
la pirrolnitrina y la fenazina, la primera protege de Rhizoctonia solani a plantas de algoddn, y la
segunda inhibe a Fusarium oxysporum y Gaeumannomyces graminis. La mayoria de las
especies del género Bacillus sp. inhiben bacterias y hongos fitopatégenos a través de la sintesis
de antibidticos como lipopéptidos, polimixina, circulina y colistina.

Se han encontrado numerosos actinomicetes (Micromonospora sp., Streptomyces sp.,
Streptosporangium sp. y Thermobifida sp) que actian como promotores del crecimiento por su
capacidad para controlar fitopatégenos dado que son una fuente importante de diversos

metabolitos antimicrobianos.

Resistencia sistémica inducida (RSI)

El sistema inmune de la planta esta conformado por varios mecanismos de defensa, algunos
de ellos se inducen por la interaccion de la planta con organismos sapréfitos que viven en el
suelo e interaccionan con las raices de las plantas, a este mecanismo se lo conoce como
Resistencia Sistémica Inducida (RSI). Esta resistencia se desencadena ante estimulos quimicos
o0 bidticos especificos, donde participan el acido jasmonico (AJ) y el etileno (ET), lo que resulta
en una resistencia parcial o completa contra el ataque posterior de patégenos.

Algunos PGPM que promueven RSI pueden suprimir enfermedades de la planta o disminuir
la severidad de la sintomatologia de la infeccién generada por patégenos, confiriendo resistencia
a bacterias, virus, hongos patégenos, nematodos y algunos insectos.

Los géneros bacterianos mas estudiados que desencadenan RSI, son Azospirillum sp.,
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. La interaccién entre la PGPR vy la planta es especifica, es decir
que ciertas cepas son capaces de desencadenar respuestas en una especie vegetal y pueden
no ser efectivas en otra.

Otra forma de proteccion que tienen las plantas, diferente a la RSI, es via la sefalizacién con
acido salicilico y el desarrollo de la Resistencia Sistémica Adquirida (RSA). Este mecanismo
ocurre luego de una primera infeccion por un patégeno necrotréfico, que puede desencadenar
una reaccion de resistencia sistémica que hace que el huésped sea menos susceptible a
infecciones posteriores en los tejidos distales y les confiere resistencia frente a infecciones
secundarias causadas por un amplio espectro de patégenos durante semanas o meses. El acido
salicilico activa conjuntos especificos de genes asociados con la defensa llamados proteinas
relacionadas con la patogénesis.

La RSI no proporciona una proteccion total frente a las enfermedades, pero las PGPR
emplean varias estrategias que evitan que se desarrolle resistencia de los patoégenos

Dentro de los bioinoculantes PGPR que se comercializan en el mundo y en Argentina la mayor

parte estan formulados en base a Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus.
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Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus: microorganismos clave

para sistemas agricolas sustentables

Entre las PGPR mas estudiadas y utilizadas se encuentran los géneros Azospirillum,
Pseudomonas y Bacillus, por su efectividad en diferentes cultivos y condiciones edaficas. A

continuacion, se describen sus principales caracteristicas y aplicaciones agronémicas.

Azospirillum

El género Azospirillum es el mas estudiado dentro del grupo de los microorganismos PGPR,
después de los rizobios, por su habilidad para mejorar el crecimiento, desarrollo vy
consecuentemente el rendimiento de numerosas especies cultivables.

Esta bacteria que fue aislada de la rizésfera y de la superficie de la raiz de una amplia variedad
de plantas (cereales, pastos forrajeros, cactaceas, etc.), coloniza los tejidos internos y externos
de las raices de numerosas especies vegetales (maiz, trigo, arroz, sorgo y plantas no gramineas
como enddfitos facultativos). Pertenece a la clase a-Proteobacteria y se la describe como bacilo
ligeramente curvo, Gram (-), aerobio, movil.

Si bien inicialmente el interés en esta bacteria se centrd en su capacidad para fijar N2 en vida
libre (diazétrofo rizosférico), luego se encontré que cumple un rol clave como PGPR en base a
otras capacidades (Figura 7.4).

Algunos de los modos de accion evaluados en este género son:

« fijacion de Nz en vida libre o como enddfito
« produccion de fitohormonas: estimula el desarrollo del sistema radicular
« desencadena la RSI: mitiga el estrés abiético, como la salinidad, la sequia, acumulacién

de metales pesados.

La interaccion entre Azospirillum y la planta se inicia en la rizésfera, donde se encuentran los
sustratos para el crecimiento bacteriano, como aminoacidos, acidos organicos, azucares,
vitaminas, nucleétidos y otros metabolitos con actividad biolégica como las auxinas. La presencia
de estos compuestos estimula en Azospirillum la sintesis de AIA. El AlIA exdgeno puede variar
dependiendo de la cantidad de bacterias en los tejidos, pero podria suplementar transitoriamente
el déficit de hormonas del hospedador y en ese caso promover el crecimiento. Las plantas
inoculadas con Azospirillum aumentan la densidad y longitud de los pelos radicales, y el numero
y volumen de raices laterales; lo que produce un aumento significativo en la absorciéon de
nutrientes por parte de la planta huésped (K*, Ca?*, PO4 ¥, H20, etc.). Esto se ha comprobado
tanto en invernadero como a campo, en cultivos de maiz, trigo y otras gramineas.

La evaluacion del desarrollo del sistema radicular en gramineas es un parametro fisiolégico

clave para seleccionar las cepas con mejor capacidad de promocion del crecimiento. Las plantas
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que desarrollan una raiz fuerte con numerosas raices laterales y adventicias tienen una ventaja
adaptativa, ya que pueden anclarse al suelo mas rapidamente y obtener agua y nutrientes con
mayor eficiencia.

Los estreses abidticos y el ataque de patdégenos provocan como mecanismo inicial de
respuesta, en la planta, el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) (superoéxido,
radicales hidroxilos, peroxido de hidréogeno). Las ROS peroxidan los lipidos afectando asi la
permeabilidad selectiva de las membranas celulares y con ello la vida de las células. Las plantas
sintetizan enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa, catalasa y ascorbato peroxidasa
que las protegen del estrés oxidativo. Azospirillum, induce la sintesis de enzimas antioxidantes

en las plantas, lo que reduce el efecto de las ROS inducidas por estrés.

Figura 7.4

Azospirillum 4

Estrés abictico

Enzimas
antioxidantes

patégeno

Nota. Efectos de Azospirillum sobre el crecimiento de la planta estimulando el desarrollo de la
raiz por sintesis de fitohormonas-AlIA y el biocontrol induciendo la produccién de acido jasmonico
(JA) y etileno (ET) por la planta, como respuesta a la estimulacion de la Resistencia Sistémica

Inducida RSI, y la produccién de enzimas antioxidantes como defensa ante el estrés abidtico.

La aplicaciéon de esta PGPR como bioinoculante puede realizarse de varias maneras: en el
sustrato, en el riego de los plantines y también, a pesar de que es una bacteria rizosférica,
mediante pulverizacién foliar. En este ultimo caso se asume que la produccion de fitohormonas
es responsable de la respuesta favorable, en ensayos realizados sobre maiz. Azospirillum se
presenta como una tecnologia prometedora no solo por su accién como promotor del crecimiento,

sino también por su impacto en la mitigacién del estrés abidtico.
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La produccion de inoculantes comerciales de Azospirillum a nivel mundial se ha realizado con

A. brasilense y A. lipoferum, y en nuestro pais se emplea A. argentinense Az39.

Pseudomonas

Pseudomonas es un género que se caracteriza por ser bacilos aerobios, Gram (-), méviles,
pertenecientes a la clase GammaProteobacterias. Tienen la caracteristica de ser ubicuas, se las
ha aislado de la rizésfera y la filésfera de diversos ecosistemas terrestres y acuaticos. Algunas
especies son benéficas, en tanto que otras pueden ser patogénicas de plantas, animales y
humanos.

La importancia de esta bacteria en la produccion agropecuaria se ha incrementado
basicamente por la gran cantidad de aislados que se encuentran en formulados que se
recomiendan utilizar para promover el crecimiento vegetal y biocontrolar patégenos (Figura 7.5).

Pseudomonas, de la misma manera que otras bacterias PGPR, basa su actividad en diversos
mecanismos. Entre las estrategias de Pseudomonas se puede mencionar:

« produccion de fitohormonas (AlA)

« produccion de sideréforos (cromopeptidicos, muy caracteristicos, como pioverdina)

« solubilizacion de fésforo mediante el acido glucénico y citrico

« fijacion de nitrégeno atmosférico a amoniaco (NHs)

e produccién de acido cianhidrico (HCN) que actua como biocontrol de hongos
patdgenos y también contribuye a la quelacién de ciertos metales, en el sustrato.

« estimulacién de la resistencia sistémica inducida (RSI) en las plantas, mediante los
lipopolisacaridos de la superficie celular

« produccion de diversos compuestos antimicrobianos como el 2,4-diacetilfluoroglucinol

(DAFG), y secrecion de enzimas celuloliticas.

Estos microorganismos son habitantes del suelo, su proliferacion provoca cambios en el
ambiente que evita que los patégenos logren establecerse o dafien de manera significativa a las
plantas ya sea por la sintesis y liberacion de multiples metabolitos y/o por la competencia que
ocasionan. A estos suelos se los conoce también como supresivos.

Los cultivos de trigo que se inoculan con P. fluorescens y P. clororaphis se comportan mejor
frente a patogenos fungicos y suelen rendir entre un 10 y 20% mas, demostrando la capacidad
biocontroladora de Pseudomonas. Entre los metabolitos que se han asociado a esta capacidad
se encuentran los siderdforos, el acido antranilico, el &cido 2-hidroxifenazina-1-carboxilico (2-
OH-PCA), la 2-hidroxifenazina (2-OH-PZ) y el HCN.

Este género produce una amplia variedad de antibidticos, algunos de ellos son el 2,4-
diacetilfluoroglucinol (DAFG), la pirrolnitrina, la pioluteorina, compuestos derivados de la fenazina
y lipopéptidos ciclicos. La produccion de dichos compuestos es modulada por factores exégenos,

bidticos o abidticos. Estos compuestos son de amplio espectro, inhiben bacterias, hongos,
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nematodos e insectos. Son claves en el biocontrol de enfermedades de raices y plantulas. El
mecanismo de accion de estos compuestos, en general, se inicia con alteraciones en la
membrana celular y produccién de radicales oxidantes, que resultan en dafos irreversibles al

organismo.

Figura 7.5

Pseudomonas
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Nota. Mecanismos de accion de Pseudomonas como PGPR: produccion de fitohormonas (AlA),
solubilizaciéon de P inorganico por acidos organicos, disponibilidad de Fe por sideroforos y
biocontrol de patdégenos por produccién de antibidticos, sintesis de enzimas celuloliticas,

estimulacion de RSI y competencia por el Fe.

La pirrolnitrina es de gran importancia en el ambito agricola, farmacéutico e industrial, por su
eficiencia como antifungico y frente a bacterias Gram (+).

Las enzimas celuloliticas (e.j. B-1,3-glucanasa) que sintetiza Pseudomonas, degradan la
pared celular, tienen accién quitinolitica y ejercen un efecto inhibidor directo en el crecimiento de
los patégenos.

Los microorganismos que colonizan las raices/rizoplano rapida y eficientemente, disponen de
herramientas que les permite competir con mayor €ficiencia por los nutrientes y los nichos del
suelo, tal es el caso de Pseudomonas, que limita el crecimiento de microorganismos no deseados

protegiendo indirectamente a las plantas.
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Pseudomonas es una bacteria de relevancia para el control de patologias y la promocién del
crecimiento debido a su habilidad para distribuirse en los tejidos radicales y en la rizésfera,
multiplicarse y persistir, en presencia de la microflora autéctona.

En condiciones de estrés por falta de agua, sequia, se encontré que la inoculacion con
Pseudomonas indujo la sintesis de prolina, aminoacidos y azucares solubles, que condujeron a
una mejor absorcion de humedad y nutrientes y en consecuencia un mayor crecimiento de las
plantas. Ademas, las plantas inoculadas, contuvieron una mayor cantidad de exopolisacaridos
(EPS), lo que contribuy6 a mantener el nivel de humedad alrededor de la raiz, protegiendo a los
microorganismos Y las plantas de la falta de agua.

En resumen, Pseudomonas presenta caracteristicas que le confieren ventajas para la
aplicaciéon como biofertilizante, puede habitar la rizésfera donde emplea una amplia variedad de
exudados como nutrientes, se adapta a distintas condiciones, se multiplica en forma rapida y
constituye poblaciones de elevada densidad, que colonizan la rizésfera y compiten
agresivamente con otros microorganismos; produce amplio rango de metabolitos bioactivos que
inhiben patégenos (antibidticos, siderdforos, compuestos volatiles), estimula la resistencia
sistémica inducida, presenta capacidad diazotréfica y promueve el crecimiento mediante auxinas,
sideréforos y solubilizacion de fosforo. Ademas, es facil de cultivar in vitro, puede ser producido
en masa y reintroducido mediante la inoculacion de semillas.

Pseudomonas fluorescens ha sido la especie mas estudiada y en segundo lugar P. cloraphis,

que son las que se emplean para la formulacion de bioinoculantes en nuestro pais.

Bacillus

Bacillus es un género constituido por bacilos Gram (+), aerobios o anaerobios facultativos,
moviles. Tiene la capacidad de formar endosporas, lo que le otorga resistencia y le permite
sobrevivir a condiciones adversas. Pertenece a la clase Bacilli, filo Firmicutes. Son
microorganismos saprofitos, ubicuos, que habitan suelos y sedimentos acuaticos en ambientes
muy diversos.

Algunas especies de Bacillus tienen capacidad para el biocontrol de patégenos del suelo y
para el control de insectos. Entre los primeros se puede mencionar a B. subtilis, B. megaterium
y B. amyloliquefaciens y entre los segundos se puede mencionar a B. thuringiensis y B. popillae.

De la misma manera que otras especies bacterianas las especies del género Bacillus
disponen de un conjunto de mecanismos que utilizan aisladamente o en conjunto para cumplir
su rol de organismo biocontrolador (Figura 7.6). Su capacidad de esporular le brinda ventajas a
la hora de generar biotecnolégicamente formulados de una extendida vida media en las
gondolas.

Los mecanismos que se han encontrado y descripto en diversas cepas de Bacillus y en las

que aparentemente reside su capacidad biocontroladora son:
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. produccion de compuestos antimicrobianos, como antibidticos, bacteriocinas,
lipopéptidos (LP) y policétidos (PKs),

. produccion de hormonas,

. capacidad de colonizacién, competencia por espacio y nutrientes (sideroforos,

desplazamiento de nicho, formacién de biopeliculas),

. sintesis de enzimas liticas como quitinasas, glucanasas, proteasas y acil homoserin
lactonasas (AHSL),
. producciéon de compuestos organicos volatiles (VOCs); como acetoina, etil propionato,

isobutilalcohol,

o induccion de resistencia sistémica (RSI). Elicitores: VOCs, flagelina, LP, enzimas liticas.

Entre los compuestos antimicrobianos que se han descrito se destacan tres familias de
lipopéptidos (LP): surfactinas, iturinas y fengicinas. Estas moléculas tienen una gran diversidad
estructural y se conocen comunmente como bacteriocinas, son efectivas biomoléculas anfifilicas
activas contra un amplio rango de entes y microorganismos como virus, bacterias, hongos y
oomicetes fitopatdégenos. Estos compuestos, por otro lado, pueden influir en la aptitud ecoldgica
de la cepa productora, cumplen un rol en la capacidad de colonizaciéon de las raices y su
persistencia en la rizosfera, y suelen ademas tener un efecto benéfico sobre el crecimiento de
las plantas estimulando los mecanismos que defienden a las plantas de los patégenos.

Los LP se sintetizan y liberan al medio primordialmente en la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano durante la esporulaciéon, son biotensioactivos poderosos con propiedades
emulsionantes y espumantes excepcionales. Interfieren con la integridad de la membrana
biolégica y su actividad es funcion de la dosis, es decir de la concentracién del producto.

Las bacteriocinas son biomoléculas de origen proteico que presentan la capacidad de alterar
la membrana de patégenos, formando poros y generar una desestabilizacion del sistema celular
provocando la muerte del microorganismo.

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) pueden inhibir el crecimiento del micelio y la
germinacién de esporas de varios hongos patdégenos. Se han identificado numerosos
compuestos, en su mayoria alcoholes o cetonas, pero también se han encontrado aldehidos,
hidrocarburos, ésteres, acidos organicos y otros.

Bacillus forma microcolonias que suelen considerarse un tipo de biopelicula que se puede
formar en las superficies de las particulas del suelo y de la raiz, con participacion de surfactinas.

Las colonias bacterianas se multiplican y las bacterias se mueven sobre el sistema de raices
para alcanzar nuevos nichos con mas nutrientes. Esto se puede lograr a través del movimiento
de enjambre (swarming). Este desplazamiento impulsado por flagelos, que permite que las
bacterias se muevan colectivamente como una biopelicula sobre la superficie de la raiz, depende
en gran medida de la produccion de biosurfactantes. Diversos estudios demostraron que los LP
de Bacillus estan involucrados en la motilidad superficial. Los LP funcionan como agentes

humectantes al reducir la tensién superficial.
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Figura 7.6
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Nota. Mecanismos de accién de Bacillus como Biocontrolador de patégenos mediante la
produccion de compuestos antimicrobianos, la sintesis de enzimas liticas, la estimulacion de RSI,

la competencia por espacio y por el Fe mediante sideréforos.

Si bien las surfactinas cumplen un rol en los organismos biocontroladores, no esta claro si el
efecto protector frente a fitopatégenos se debe a la actividad bactericida directa o al efecto
inhibidor de las mismas en la adherencia de las células patégenas a la superficie de la raiz, es
decir la formacién de biopeliculas de organismos patdgenos. Ademas, diversos estudios
demostraron que el biocontrol de varios patégenos de plantas que viven en el suelo y en la
superficie de las hojas ocurre por la accion de las iturinas y fengicinas en diferentes especies de
plantas (tomate, meldn) y aplicado sobre frutos (manzanas).

Las diversas actividades biolégicas que son tipicas de los LP no sélo contribuyen a la actividad
antagonista de patégenos, sino que ademas hacen que las poblaciones de Bacillus compitan
eficientemente con otros grupos microbianos en la rizésfera.

Las bacterias Bacillus se consideran bacterias benéficas y una alternativa ecoldgica a los
productos quimicos para el control de enfermedades e insectos.

Bacillus subtilis se encuentra en el suelo y suele formularse como un biofungicida de contacto
preventivo y curativo, que actia formando una barrera fisica sobre la raiz de la planta, pero
ademas detiene la formacién de esporas e interrumpe el crecimiento de hongos. Controla
enfermedades como: Botrytis, Oidio, Antracnosis, Alternaria'y Cercospora beticola.

Las bacterias Bacillus thuringiensis y B. popiliae son utilizadas como bioinsecticidas de

distintos estadios larvales de insectos del orden Lepiddptera (polillas y mariposas). Estas
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bacterias se desarrollan en el suelo, forman endoesporas con la particularidad que en el
esporangio se forman cristales proteinicos llamados cuerpos parasporales, que se disuelven en
condiciones alcalinas. Cuando se esparcen las bacterias sobre las plantas, las orugas comen las
hojas e ingieren las endosporas, en su intestino, que es alcalino, las proteinas sufren una
protedlisis y se transforman en una potente toxina. La toxina altera la permeabilidad de la
membrana del epitelio intestinal de la oruga, de modo que los liquidos alcalinos del intestino
pasan a la hemolinfa, que incrementa su pH, provocando la paralisis del insecto y finalmente su
muerte. Es importante que las aplicaciones se efectien durante los primeros estadios ninfales
para lograr un rapido y efectivo control. Controla plagas como la polilla del repollo (Plutella

xylostella L) y el gusano de la acelga (Spodopthera frugiperda).

Nuevos mecanismos de biocontrol

Recientemente se ha descubierto un mecanismo de biocontrol en Pseudomonas putida KT2440,
el sistema de secrecioén de tipo VI (T6SS, por sus siglas en inglés Type VI Secretion System) que
es responsable de su capacidad controladora.

Los sistemas de secrecion bacterianos son maquinarias de naturaleza proteica, que llevan a
cabo muchos procesos biolégicos como la conjugacion, la competencia interbacteriana o la
interaccion con células hospedadoras. Estas maquinarias se encargan de translocar proteinas
desde el interior celular hacia el espacio extracelular, inyectar en otras células diana o
depositarlas en su propia superficie.

El T6SS es un sistema bacteriano que permite inyectar efectores (toxinas) principalmente al
interior de células procariotas, donde puede tener efectos letales y juega un papel esencial en la
competencia entre bacterias por el mismo habitat. Algunos efectores tienen como diana células
eucariotas y en este caso el T6SS esta implicado en patogénesis. Dentro de las toxinas anti-
bacterianas se encuentran amidasas, peptidasas hidrolasas de peptidoglicano, fosfolipasas y
nucleasas, las cuales van dirigidas hacia el periplasma, la membrana o el citoplasma de la
bacteria con la que compiten.

Es por ello que esta herramienta molecular juega un papel extremadamente importante en la
competencia entre bacterias y asi, las estirpes bacterianas que expresan de forma activa este
sistema de secrecion presentan grandes ventajas con respecto al resto de organismos presentes

en ambientes polimicrobianos complejos.
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La estructura del T6SS se asemeja a un bacteriéfago
citoplasma . . ,
invertido que se ancla a la membrana a través de un

]|I..I Ann Annnnn n complejo de membrana, el sistema termina en una
U U U VV U u punta, que una vez eyectada perfora las membranas
celulares. Una vez que se ensambla el sistema,

existen sefiales mayoritariamente desconocidas que
Membrana producen un cambio conformacional a nivel de placa
soame 00 00 00 0 base y esto se traduce en la contraccion de la vaina

_ ) © 6 que expulsa el tubo interno (Hcp) y su punta (VgrG y
Peripasme O PAAR), ambos cargados con toxinas (efectores) hacia

interna la célula diana. Entre estos efectores, denominados

el exterior celular para ser secretados en el interior de
Membrana 0 n n 0 On ﬂ n P
Tke (del inglés, T6SS KT2440 effector), se encuentran
T nucleasas y colicinas formadoras de poros

bl principalmente y una gran parte de ellos tienen funcién

desconocida.

Las bacterias biocontroladoras deben sintetizar también proteinas inmunitarias, que son
necesarias para evitar la intoxicacion con efectores antimicrobianos sintetizados por la propia
célula (T6SS+) y para protegerse del ataque indiscriminado de células hermanas. Mediante este
sistema puede eliminar fitopatdgenos de importancia comercial tales como Agrobacterium
tumefaciens, Pseudomonas syringae, Pseudomonas savastanoi y Xanthomonas campestris.

La eficacia de esta nueva arma bioldgica para el control de plagas es sumamente relevante para
futuras aplicaciones biotecnoldgicas aplicadas a la agricultura, ya que evitaria el uso de
pesticidas quimicos controlando los fitopatdgenos con eficientes agentes de biocontrol sin huella

ecoldgica.
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CAPITULO 8
Microbiologia de la leche. Bacterias Acido
lacticas. Microbiologia del agua

Gabriela Diosma, Laura Balagué y Alejandra Londero

Microbiologia de la leche

Composicion de la leche

La leche vacuna es el producto de la secrecién de la glandula mamaria. Esta compuesta por
una mezcla compleja de lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales que le confieren un alto
valor nutricional. La composicién quimica global promedio de la leche vacuna se presenta en la

Figura 8.1.

Figura 8.1

Composicion quimica global promedio de la leche vacuna
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Debido a su pH cercano a la neutralidad, su alta actividad acuosa y su contenido de macro y

micronutrientes, la leche constituye un medio ideal para el desarrollo de microorganismos.
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Fuentes de contaminacion de la leche

Los microorganismos pueden introducirse en la leche cruda por diferentes vias. Las
principales fuentes de contaminacion y puntos de proliferacidon microbiana de la leche cruda, asi

como las practicas de prevencioén se presentan en la Figura 8.2.

Figura 8.2
Puntos de contaminacion microbiana de la leche cruda y practicas de prevencion
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Recepcion

Los bovinos pueden presentar patologias al infectarse con agentes zoonéticos y estos pueden
ser transferidos a la leche. Por lo tanto, los animales que se encuentran en un tambo y que son
ordefados diariamente, deben estar bajo el control de un veterinario calificado de manera de
garantizar la sanidad del rodeo. Es decir, que el mismo no esté afectado por enfermedades como
la brucelosis, la tuberculosis, la fiebre aftosa, la paratuberculosis, entre otras. En Argentina
existen planes nacionales de control y erradicacién de tuberculosis (Res. 128/2012) y brucelosis
(Res. 67/2019) instrumentados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) que establecen medidas de control y vigilancia en los establecimientos productores a
fin de erradicar progresivamente estas enfermedades.

Otra enfermedad que suele afectar al rodeo de ordefie, es la mastitis que altera
considerablemente la sanidad y calidad de la leche. Esta patologia consiste en una inflamacion
de la glandula mamaria que se produce debido a una infeccidon microbiana. Las bacterias de los
géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium y algunas otras Gram (-), son los

agentes causales del 90 % de los casos de mastitis. Esta enfermedad resulta en alteraciones
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que reducen la produccion de leche que, ademas, es de menor calidad debido a cambios fisicos,
quimicos o bacteriolégicos de la misma. La probabilidad de mastitis y la contaminacion bacteriana
inicial de la leche se pueden reducir realizando el despunte, que consiste en descartar los 2 6 3
primeros chorros de leche de cada pezén sobre un recipiente con fondo negro y constatar que la
misma no presente anomalias. En ciertos casos se recomienda colocar un antiséptico en el
pezoén antes del ordefie (predipping), que se seca con papel absorbente o toallas,
inmediatamente luego del ordefie debe realizarse el sellado de los pezones, que consiste en
sumergirlos o pulverizarlos con una solucidon antiséptica y emoliente, protegiéndolos de
patdgenos y agrietamientos.

Otra area de impacto en la calidad de la leche es la higiene de los operarios y de los
establecimientos de produccién, asi como las practicas de bienestar animal y control de plagas.
Todo lo anterior debe ir acompariado del uso de agua potable.

Un factor clave en la calidad de la leche consiste en la aplicaciéon de protocolos de limpieza y
desinfeccion, que se detallan mas adelante en este capitulo. Estos deben aplicarse en las
ordefadoras, inmediatamente después de cada ordefie, y en los tanques de frio luego de cada
retiro. Esto evita que queden remanentes bacterianos que podrian actuar como fuente de
contaminacion recurrente.

Luego del ordefie la leche debe ser almacenada a 5°C con el fin de controlar el crecimiento
microbiano. Posteriormente, debe ser transportada en frio y sin demora a la planta de tratamiento

térmico, para evitar la proliferacion de bacterias psicrotrofas.

Limpieza y desinfeccion en los establecimientos de producciéon

Uno de los pilares fundamentales sobre los cuales se debe establecer el funcionamiento de
una empresa de alimentos responsable, es el correcto procedimiento de limpieza y desinfeccion,
ya que estas actividades garantizan que las areas de trabajo sean aptas y permitan preservar la
seguridad e inocuidad de los alimentos, asi como prolongar su vida util. Aunque se habla de
limpieza y desinfeccion como un solo proceso, en realidad son dos procesos diferentes pero
complementarios.

Una vez realizada la limpieza, que consiste en retirar la suciedad de los equipos y superficies,
se procede a la desinfeccidon para remover microorganismos patdgenos y/o causantes de
deterioro.

Los elementos necesarios para una buena limpieza y desinfeccion estan determinados por
cuatro pilares (Figura 8.3). Estos deben tenerse en cuenta en todo momento durante la limpieza,
de modo que si queremos disminuir alguno de estos elementos debemos incrementar otro para

completar el circulo.
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Figura 8.3

Pilares requeridos para una buena limpieza y desinfeccién

PRODUCTO DE ENERGIA
LIMPIEZA MECANICA
TEMPERATURA TIEMPO

En la industria lactea es muy utilizado el sistema CIP (Cleaning in place) es decir limpieza in
situ, donde se realiza la limpieza en el interior de los circuitos de las plantas de produccion sin
desmontar los equipos. Este sistema consiste en dos fases:

¢ Alcalina: emplea hidroxido de sodio, 0,15-1% a temperatura de 70-80°C durante 10-30

minutos.

e Acida: emplea &cido nitrico 0,15-1% a temperatura ambiente durante 5 a 20 minutos.

En el caso de los camiones cisterna, las tuberias de descarga y los tanques de recepcion de
leche, que estan en contacto con leche cruda, se suele utilizar la limpieza en una sola fase, en
este sentido se alternan en el tiempo, productos alcalinos con alto poder desincrustante y
productos acidos con capacidad desengrasante.

En cuanto a la desinfeccién, los productos no deben generar espuma, se emplea acido
peracético combinado con peréxido de hidrégeno, en bajas concentraciones y a temperatura
ambiente para evitar efectos corrosivos en el circuito. Para monitorear la eficacia de la
desinfeccion, se recoge agua del enjuague del circuito y se realiza un analisis microbioldgico.

Para las superficies de trabajo se utiliza alcohol de 70° 0 una mezcla de aminoacidos.

Microorganismos presentes en la leche

La leche cruda contiene una amplia diversidad microbiana en la que se incluyen
microorganismos indeseables por ser patégenos o causantes de deterioro, asi como

microorganismos benéficos para la salud del consumidor (Figura 8.4).
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Figura 8.4

Tipos de microorganismos presentes en la leche cruda
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Microorganismos patégenos

Durante la produccién primaria, la leche puede contaminarse con microorganismos patégenos
tales como Salmonella, Escherichia coli productora de toxina shiga, Listeria, Campylobacter,
Mycobacterium tuberculosis y Brucella abortus, entre otros. Estos causan enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) que son especialmente riesgosas para personas con sistema
inmunitario debilitado, lactantes, nifios, adultos mayores y mujeres embarazadas.

Por este motivo la venta al publico de leche cruda de cualquier especie se encuentra
actualmente prohibida por el Cédigo Alimentario Argentino (articulo 556 bis). Los tratamientos
térmicos de pasteurizacion que se aplican a la leche tienen por objeto eliminar cualquier

microorganismo potencialmente patégeno que pueda comprometer su inocuidad.

Microorganismos causantes de deterioro

Cuando los microorganismos ingresan a la leche y se multiplican en ella, utilizan sus
nutrientes y, como resultado de su actividad metabdlica, sintetizan compuestos y/o excretan
desechos que modifican sus caracteristicas fisico-quimicas provocando su deterioro. Las
principales alteraciones que ocurren son la acidificacion, la protedlisis y la lipdlisis.

La presencia de una alta cantidad de bacterias productoras de acido lactico en la leche
provoca una disminucion del pH. El pH acido desestabiliza |la estructura de las micelas de caseina
pudiendo conducir a la coagulacion durante el proceso de pasteurizacion. Los principales
microorganismos acidificantes son Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus y algunas
enterobacterias. Estas ultimas, ademas, producen gas a partir de la lactosa.

Otra alteracion de la leche es provocada por microorganismos que degradan proteinas y
lipidos, denominados proteoliticos y lipoliticos respectivamente. Este grupo incluye especies
pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Listeria, entre otros.

La protedlisis se produce principalmente por enzimas que hidrolizan la caseina. Esto puede
ocasionar la formacion de un gel, debido a la desestabilizaciéon y coagulacién de las micelas de

caseina, asi como la aparicion de un sabor amargo o putrido debido a la presencia de péptidos
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originados durante la protedlisis. Ademas, la accién de las proteasas reduce el rendimiento de
algunos productos lacteos derivados como por ejemplo los quesos.

Otras enzimas microbianas relevantes son las lipasas, que actuan sobre los glébulos grasos
de la leche. La membrana del glébulo graso protege a los triglicéridos de la leche del ataque
enzimatico, sin embargo, la integridad de la misma puede sufrir alteraciones por agresion
mecanica durante el ordefio (ej. entradas de aire, turbulencias en las maquinas de ordefo, caida
fuerte de la leche al tanque de almacenamiento, entre otras) o por choques térmicos (ej. mezcla
rapida de leche a diferentes temperaturas u oscilacién de la temperatura de almacenamiento).
En estos casos, las lipasas hidrolizan los triglicéridos liberandose diglicéridos, monoglicéridos y
acidos grasos. La presencia de acidos grasos libres, tales como el acido butirico y caproico,
otorgan sabores rancios, jabonosos y/o amargos a la leche y los productos lacteos.

Muchos microorganismos proteoliticos y lipoliticos son psicrotrofos, es decir capaces de
desarrollarse a temperaturas inferiores a 7°C independientemente de cual sea su temperatura
Optima de crecimiento. Por lo tanto, pueden multiplicarse durante el almacenamiento refrigerado
de la leche cruda, antes de que la misma sea sometida al tratamiento térmico. La mayoria de los
microorganismos psicrotrofos son destruidos por los tratamientos térmicos, sin embargo, algunas
bacterias de los géneros Bacillus, Clostridium y Streptococcus, tienen caracteristicas
termoduricas, siendo resistentes a las altas temperaturas. Esto se ve agravado por el hecho de
que las enzimas proteoliticas y lipoliticas son resistentes al calor y la actividad enzimatica no es
inactivada por el tratamiento térmico, afectando la calidad de la leche durante toda su vida util.

La presencia de microorganismos psicrétrofos en la leche hace que su vida util sea limitada.
El numero de estos microorganismos aumentan significativamente durante el almacenamiento,
por eso el tiempo que transcurre entre el ordefie y el tratamiento térmico es critico para que la
leche sea de buena calidad.

Ademas de las alteraciones descriptas, algunos microorganismos producen polisacaridos
(gomas, mucina) que aumentan la viscosidad de la leche, por ejemplo, Streptococcus,
Alcaligenes y Enterobacter, mientras que otros sintetizan compuestos pigmentados de color azul

(P. aeruginosa) y rojo (Serratia marcescens).

Control de calidad de la leche

El analisis de la calidad de la leche debe realizarse a fin de asegurar la ausencia de toxinas
de microorganismos patdégenos, asi como la presencia de adecuadas caracteristicas
fisicoquimicas, propiedades reoldgicas y sensoriales y composicion de nutrientes. También es
relevante para evitar el fraude, por ejemplo, a través de la adicion de agua a la leche o de la
sustitucién de constituyentes por otros ingredientes mas econémicos y de menor calidad.

La reglamentacion actual (Res.739 y 495/2011) establece un sistema de pago de la leche
cruda sobre la base de atributos de calidad composicional e higiénico-sanitaria. Las

caracteristicas que se tienen en cuenta son: contenido de sélidos (porcentaje de proteina y grasa
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butirosa), las unidades formadoras de colonias por mililitro de leche, el recuento de células
somaticas, la presencia de inhibidores y la crioscopia (aguado). Se exige que los rodeos estén
libres de brucelosis y tuberculosis.

Los operadores comerciales cada vez que reciben leche, cargan en un sistema informatico
los litros que se envian y las muestras se analizan en laboratorios habilitados y auditados por el
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial — INTI Lacteos (Laboratorio Nacional de Referencia).
En base a los resultados, se aplican bonificaciones y/o penalizaciones segun corresponda,

definiendo el precio final de la materia prima que sera pagado al productor.

Control microbiolégico de la calidad de la leche

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) indica que la leche destinada al consumo o la
elaboracién de productos lacteos debe presentar, en el momento de la recepcion en el
establecimiento de tratamiento térmico y/o transformacion, un recuento de bacterias totales a
30°C menor a 2x10° UFC/cm?® (método I1SO 4833:2003) y de células somaticas totales de 4x10°
UFC/cm?® (método FIL 148A:1995). Los datos deben corresponder a la media geométrica de 2
meses, tomando 2 muestras por mes, provenientes de la cisterna del camion y en la plataforma
de recibo del establecimiento de tratamiento.

La leche luego de ser tratada (seleccionada, higienizada por medios mecanicos,
estandarizada segun su contenido de materia grasa, homogeneizada, tratada térmicamente,
enfriada, envasada y conservada a baja temperatura) debe ademas estar exenta de
microorganismos patégenos. Las pruebas requeridas para garantizar esta norma consisten en la
determinacion de: a) la concentracién de bacterias mesdfilas totales y de bacterias coliformes, b)
la ausencia de Escherichia coli, y c) la prueba de la fosfatasa. Los limites en estos parametros
varian ligeramente entre los distintos tipos de leche. Se presentan, a modo de ejemplo, los

valores limite establecidos por el CAA para 2 tipos de leche (Figura 8.5).
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Figura 8.5
Exigencias de la composicién microbiolégica de la leche establecidas por el Cédigo Alimentario
Argentino
Entera Entera Seleccionada
Pasteurizada’ Pasteurizada?
Recuento total en placa g, 404 yrcy ome < 2.5 x 10 UFClcm?
(abril-septiembre) '
Recuento total en placa 4, 405 yrc/ em? < 3.5 x 104 UFC/cm?
(octubre-marzo) '
Bacterias coliformes <50/ cm?® <10/cm?
Ausencia de Escherichia 1 em? 1 om?
colien:
Prueba de la fosfatasa Negativo Negativo

'Res MSyAS N° 047, 28.01.98 y 2Res MSyAS N° 047, 28.01.98

Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las BAL son un grupo diverso de bacterias que se caracterizan por producir 4cido lactico a
partir de la fermentacion de carbohidratos. Estos microorganismos son cocos o bacilos Gram (+),
inmoviles, que no forman esporas, catalasa y oxidasa negativos. Suelen tener requerimientos
nutricionales complejos, la mayoria de las especies desarrollan en medios de cultivos
suplementados con aminodacidos y vitaminas del grupo B.

Estas bacterias se agrupan en homo y heterofermentativas lo que esta relacionado con los
productos que genera su actividad metabdlica. Las homofermentativas generan como principal
producto acido lactico, por ejemplo, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus y
algunas especies de Lactobacillus. Las bacterias heterofermentativas generan, ademas de acido
lactico, diéxido de carbono, etanol y/o acido acético. Son ejemplos algunas especies del género
Lactobacillus (L. ramnosus, L. casei, L. paracasei, L. brevis).

Ademas, las BAL, mediante fermentacién de hidratos de carbono, protedlisis y lipdlisis,
pueden producir una amplia gama de metabolitos, tales como acidos organicos, péptidos, acidos
grasos libres, y compuestos volatiles y no volatiles de bajo peso molecular. Con frecuencia
también producen compuestos antimicrobianos, exopolisacaridos, péptidos bioactivos, vitaminas
y enzimas.

Las modificaciones que ocasionan en los alimentos contribuyen a extender su vida Uutil,
mejorar su textura, propiedades nutritivas y aromas, haciéndolos mas agradables para los
consumidores. Por este motivo se utilizan en la elaboracion de diversos productos en la industria.

En la industria lactea se emplean para agregar valor a la leche y sus subproductos.
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Aplicaciones de las bacterias acido lacticas

Ensilado

El ensilado consiste en la preservacion del forraje fresco destinado para el consumo animal,
que se genera a través de un proceso de fermentacion lactica bajo condiciones anaerdbicas.

La elaboracion de silos permite obtener un alimento de alta calidad nutricional y mayor
palatabilidad con un costo relativamente bajo. También estabiliza la oferta de nutrientes durante
todo el afio, especialmente en invierno, cuando con frecuencia no es posible el pastoreo a campo
debido al menor crecimiento de las pasturas y a las precipitaciones.

Los cultivos destinados al ensilado son principalmente gramineas como maiz, trigo, cebada,
sorgo, avena, que tienen un alto contenido de carbohidratos hidrosolubles. Estos constituyen el
sustrato de fermentacién de las bacterias lacticas, que generan acido lactico y en menor cantidad
acido acético, que ocasionan un descenso del pH e inhiben la actividad de microorganismos
causantes de putrefaccion.

La practica del ensilado consiste en el corte y picado fino del forraje, su compactaciéon para
lograr un ambiente anaerdbico y finalmente el sellado del mismo. Posteriormente el silo se
estabiliza permitiendo la conservacion del forraje a través del tiempo (Figura 8.6).

Podemos resumir el proceso de ensilado en 4 etapas:

1 - Fase aerdbica. Es una fase que dura pocas horas, donde el oxigeno presente en el forraje
picado disminuye rapidamente debido a la respiracién de los materiales vegetales y de los
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, como las levaduras y las enterobacterias.
En esta etapa también actuan varias enzimas vegetales como las proteasas y carbohidrasas. En
cuanto a los aspectos practicos se recomienda compactar rapidamente el material para evitar las
pérdidas de nutrientes que podria provocar la respiracion aerobica.

2 - Fase de fermentacion. En esta etapa se produce una disminucion de la tensién de oxigeno,
que favorece la actividad de los microorganismos anaerobicos. La extensién de la misma
depende de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones en que se realizé la
practica, si éstas fueron adecuadas, las bacterias lacticas seran la poblacion predominante, y la
produccioén de acido lactico generado por fermentacion producira una disminucion del pH.

3 - Fase de estabilizacion. En esta etapa las condiciones de baja tension de oxigeno y de bajo
pH se extienden a todo el silo, donde desarrollan preferentemente bacterias lacticas y se reduce,
en gran parte, la presencia de otras poblaciones de microorganismos. De manera que sélo se
encuentran en esta etapa del silo algunas enzimas y microorganismos que toleran la acidez,
como Lactobacillus buchneri.

4 - Fase de apertura del silo. En esta etapa el material se abre para el consumo quedando
mas propenso al deterioro por estar expuesto al aire. En estas condiciones se degradan los
acidos organicos (responsables de la conservacion del ensilaje) debido a una mayor actividad

microbiana, generando un aumento del pH y de la temperatura. La tasa de deterioro depende de
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la concentracion y de la actividad de los microorganismos que la producen. Para reducir las

pérdidas se han desarrollado diversos métodos de entrega del material a los animales.

Figura 8.6

Variacién del oxigeno, pH y acido lactico en las fases del ensilado
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La microbiota de la filésfera de las plantas contiene, entre otras comunidades microbianas, a
las bacterias lacticas. Si bien la fermentacion lactica puede tener lugar de manera espontanea,
también puede inducirse mediante el empleo de inoculantes para silos, y algunos productos que
aceleran el metabolismo de las bacterias lacticas. Existen inoculantes comerciales para silos,
formulados principalmente con lactobacilos, lograndose asi beneficios en la productividad y
rentabilidad econdmica en comparacién con la fermentacion espontanea.

Los inoculantes de silo son suspensiones de bacterias que pueden ser homo y/o
heterofermentativas estabilizadas, que se utilizan con el fin de acelerar el proceso metabdlico
fermentativo de manera de reducir las pérdidas en nutrientes y materia seca que suelen ocurrir
debido a fermentaciones secundarias.

Las bacterias heterofermentativas, con que se formulan los inoculantes acidifican en forma
rapida el medio inhibiendo el crecimiento de microorganismos indeseables y de este modo,
mejoran la estabilidad del silo.

Son ejemplos de BAL homofermentativas que se emplean en ensilado Lactobacillus
acidificans, Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Lactococcus lactis ssp.lactis.
Entre las heterofermentativas encontramos a Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum y
Lactobacillus casei.

Ambas cumplen roles complementarios en la fermentacion del silo, se han desarrollado
inoculantes que combinan ambos tipos de bacterias. El empleo apropiado de estos productos
permite controlar y dirigir la fermentacién microbiana favoreciendo la rapida disminucién del pH,
evitando la proliferacion de levaduras, de clostridios que generan &acido butirico, de
enterobacterias, de Listeria spp., y de hongos que generan micotoxinas.

En la Figura 8.7 se presentan las caracteristicas adecuadas que debe presentar el material

ensilado.
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Figura 8.7
Caracteristicas 6ptimas del material ensilado

Quimicas pH3,5-4 Acido lactico mas de 3%
Acido acético menos de 0,5%
Acido butirico ausente

Organolépticas Color amarillo verdoso a marrén verdoso
Olor avinagrado suave
Textura firme

Leches fermentadas

En la fermentacion de la leche, ciertos microorganismos, naturalmente presentes en el
sustrato o agregados intencionalmente, utilizaran parte de los nutrientes de la misma para
multiplicarse y producir acidos organicos, alcoholes, compuestos volatiles de aroma,
exopolisacéridos, péptidos bioactivos, bacteriocinas y/o sustancias antimicrobianas, entre otros
metabolitos. Los productos lacteos fermentados son conocidos desde épocas milenarias por sus
beneficios sobre la salud de los consumidores. A partir de alli surge el concepto de probiodtico:
son microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, ejercen un
efecto benéfico para la salud del consumidor, segun la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS).

Los probiéticos por lo general se agregan a la leche o productos lacteos, en la concentracion
final deseada (aproximadamente 1072 UFC/ml). Entre los beneficios que aportan se pueden citar
la reduccion de los riesgos de contraer enfermedades, la mejora de la digestibilidad de la lactosa,
la estimulacion del sistema inmune y la mejora del balance de la microbiota intestinal, entre otros.

Si a la leche se le incorporan bacterias como Streptococcus salivarius ssp. termophilus y
Lactobacillus delbruekii ssp. bulgaricus, el producto de esta fermentacion es el que se conoce
como yogur (Figura 8.8). Entre las dos bacterias que producen el yogur, se establece una
simbiosis donde una bacteria produce metabolitos que son aprovechados por la otra. El
lactobacilo estimula el desarrollo del estreptococo por liberacién de aminoacidos a partir de la
caseina de la leche, por otra parte, el estreptococo produce acido féormico que estimula el
desarrollo del lactobacilo. De esta manera, cuando la leche se coloca a 42-43°C durante un
periodo de incubacién de 2 a 3 horas se modifican las caracteristicas de la leche, por la liberacién
de acido lactico y de otros acidos organicos, que generan el descenso del pH hasta valores de
4,6-4,9, que se corresponde con el punto isoeléctrico de la caseina, en el que se produce la
coagulacion de la leche y se detiene el proceso, dando como resultado un producto espeso con
sabor levemente acido.

Esta leche fermentada presenta caracteristicas que la hacen beneficiosa para la salud. En las
leches fermentadas aparecen como resultado de la actividad fermentativa de las bacterias

numerosos metabolitos microbianos que no se encuentran presentes en la leche.
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Figura 8.8
In6culos utilizados en la elaboracion de leches fermentadas
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Streptococcus thermophilus L. delbrueckii subsp. bulgaricus Granulos de kefir

El menor contenido de lactosa en el yogur respecto de la leche permite su consumo a
personas intolerantes a este azlcar, la presencia de péptidos potencialmente bioactivos,
derivados de la accion hidrolitica de las bacterias lacticas sobre la caseina, le otorgan la cualidad
de ser mas digestible; la presencia de exopolisacaridos ejercen un efecto positivo sobre la
mucosa intestinal; el calcio se vuelve biodisponible, y ejerce un fortalecimiento del sistema
inmune y un efecto antiinflamatorio. Ademas, durante la fermentacion de la leche se pueden
originar galactooligosacaridos con propiedades prebioticas. Los prebidticos son compuestos
presentes en los alimentos, no digeribles, que estimulan la actividad de la microbiota intestinal.

El kefir también es una leche fermentada, de consistencia viscosa, sabor acido, levemente
efervescente, que se produce inoculando la leche con granulos de kefir (Figura 8.8). Estos son
masas gelatinosas, irregulares, de color blanco o ligeramente amarillento, de forma semejante a
las inflorescencias de coliflor y de tamafo variable oscilando desde pocos milimetros a 2 6 3
centimetros de diametro (Figura 8.9).

La composicidon microbiologica del kefir es compleja y se han aislado a partir del mismo una
gran variedad de microorganismos. Los granulos de kefir contienen bacterias acido-lacticas (108-
10° UFC/g), levaduras (107-108 UFC/g) y bacterias acido-acéticas (105-10% UFC/g).

Cuando los granulos son adicionados a la leche, parte de los microorganismos pasan a ella
donde se multiplican y producen metabolitos que otorgardan a la leche fermentada sus

caracteristicas quimicas y fisicas particulares.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES | UNLP 154



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Figura 8.9

Composicion de los granulos de kefir

;Qué son los granulos de Kefir?

El consumo regular de leche fermentada con granulos de kefir ha sido asociado a propiedades
benéficas para la salud. Estas propiedades se atribuyen a la presencia de una microbiota
compleja y a sus productos metabdlicos, entre los que podemos mencionar: acidos organicos,
vitaminas (fundamentalmente del grupo B), proteinas de superficie de algunos microorganismos
que se liberan al medio (capa S), y un exopolisacarido soluble en agua que constituye un 25%
del peso seco de los granulos, llamado kefiran.

En la Figura 8.10 se describen comparativamente el yogur y el kefir.

Figura 8.10
Comparacién entre yogur y kefir
Yogur Kefir
Inéculo Cultivos liofilizados de Granulos de kefir (5% p/v)

Streptococcus thermophilus y
L. delbrueckii subsp.

bulgaricus
(10" UFC/g)
Materia prima Leche de buena calidad, Leche de buena calidad,
pasteurizada pasteurizada
T de incubacion 42-43°C. 20°C
Otros Antes de la fermentacion: Después del proceso de
agregados leche en polvo para elevar el fermentacion, previo a su
contenido de sélidos totales, consumo: azucar,
también azucares, almidon, edulcorantes, frutas,
gelatina, edulcorantes, frutas. semillas.
Proceso Industrial Artesanal

Quesos
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Los quesos son productos frescos 0 madurados que se obtienen por la separacion del suero
de la leche, coagulada por la accién fisica del cuajo. El cuajo es un fermento que contiene
enzimas peptidasas que rompen la estructura cuaternaria de la caseina. Durante la elaboracion
del queso se realiza el agregado de fermentos constituidos por bacterias lacticas, que aportan
cualidades de sabor y aroma caracteristicos para cada tipo de queso. Sus diferentes variedades
dependen del origen de la leche empleada, de los métodos de elaboracion seguidos y del grado
de madurez alcanzada.

Los quesos frescos son los que se consumen en un periodo de tiempo inmediato posterior a
su elaboracién, mientras que el queso madurado es el que, luego del proceso de elaboracion, es
almacenado en determinadas condiciones y tiempo durante el cual ocurren cambios bioquimicos

y fisicos necesarios que resultan en las caracteristicas tipicas de la variedad de queso.

Vegetales fermentados

Pepinos: en la fermentacion de estos frutos interviene una secuencia de microorganismos
que se suceden en funcién de su tolerancia a la salinidad y a la acidez del medio y permiten la
conservacion de los mismos a través del tiempo. Estos producen COz2, aldehidos y ésteres, que
son los responsables del aroma. La fermentacién se realiza en presencia de 5-7% de cloruro de
sodio, que inhibe el crecimiento de microorganismos no deseables y la actividad de enzimas que
modifican la textura firme del pepino, pero permite el desarrollo de las bacterias lacticas
tolerantes a la salinidad. Entre las bacterias responsables en este proceso podemos mencionar
a Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Pediococcus spp.

Chucrut: es otro producto cuyo sustrato son las hojas de Brassica oleracea (repollo blanco)
que son picadas, suplementadas con cloruro de sodio y fermentadas por bacterias lacticas. Al
igual que en el caso anterior la adicion de sal inhibe el crecimiento de microorganismos no
deseables y frena la actividad de enzimas que ablandan los tejidos. Esta fermentacion
espontanea es iniciada por L. mesenteroides, seguida por L. plantarum.

Aceitunas: también son el producto obtenido por la fermentacion lactica de los frutos de las
distintas variedades del olivo (Olea europaea), que se envasan en una solucién de cloruro de
sodio; con o sin la adiciéon de acidos. Este tratamiento de las aceitunas tiene como objetivo
hidrolizar la oleuropeina que da sabor amargo e inhibe el desarrollo de las bacterias lacticas. El
proceso sintéticamente consiste en lavar las aceitunas con agua, luego agregar sal en cantidad
suficiente para generar una salmuera de 5-8% a la que ademas se le adicionan azucares
fermentables. El proceso fermentativo es llevado a cabo por L. plantarum y tiene una duracion
de varias semanas, el producto final alcanza un pH de 3,8-4,2 y una concentracion de sal que

varia entre 4 a 8% (p/v).
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Usos de las bacterias lacticas en otros sustratos alimenticios

Los productos carnicos fermentados son muy populares en Europa, donde existe una
importante variedad y constituyen el grupo de alimentos listos para el consumo directo sin
necesidad de coccion u otro tipo de transformacion. Estos productos poseen propiedades
organolépticas unicas y forman parte del acervo cultural de los pueblos que los consumen de
forma habitual. Los embutidos fermentados poseen una microbiota particular, y constituyen una
importante reserva de biodiversidad, que impacta positivamente en el microbioma intestinal de
sus consumidores. Durante la fermentacion y maduracion se generan barreras especificas que
impiden el crecimiento de ciertos microorganismos y favorecen la proliferacion de bacterias
lacticas y de bacterias nitrato reductoras que garantizan la fermentacion y estandarizan la
produccién. En la actualidad se utilizan cultivos iniciadores autdctonos, aislados de la propia
matriz a fermentar, por la capacidad de conferir una impronta uUnica a productos regionales. Los
embutidos fermentados son productos elaborados con una mezcla de carne y grasa picadas,
cloruro de sodio, agentes de curado (nitrato y nitrito), azlcares, especias y aditivos autorizados,
introducidos en una tripa (natural o artificial) a manera de relleno, luego de lo cual experimentan
un proceso de fermentacion-maduracion acompafiado de una etapa de secado y/o de ahumado,
segun sea la tecnologia aplicada. La estabilidad y el bajo riesgo sanitario de este tipo de
productos se basan en: a- el descenso de los valores de pH por la fermentacion de los hidratos
de carbono que inhiben el crecimiento de microorganismos patdégenos y de deterioro; b- la
reduccion de la actividad acuosa a causa de los solutos afiadidos; c- la deshidratacion progresiva
durante la maduracién; y d- la adicion de nitratos y nitritos y especias con actividad
antimicrobiana.

Las caracteristicas organolépticas (textura, aroma y sabor) Unicas de las carnes fermentadas son
consecuencia de una serie de transformaciones bioquimicas y fisicoquimicas que ocurren
durante la fermentacién y la maduracion El acido producido también contribuye a la textura y
sabor caracteristicos de estos productos carnicos. Por otra parte, se produce la oxidacion de los
acidos grasos y las interacciones entre la mioglobina con el 6xido nitrico proveniente de los
nitritos y nitratos adicionados, que por accién de la microbiota generan el desarrollo del color de
estos embutidos fermentados. Asimismo, la transformacién de las proteinas carnicas es uno de
los procesos complejos que ocurren durante la fermentacion y maduracion, catalizado por
enzimas musculares y microbianas cuyos productos de hidrodlisis (péptidos de bajo peso
molecular y aminoacidos libres) impactaran sobre el sabor, aroma y textura. La interaccion entre
multiples factores como tipo de carne, grasa, microorganismos y procesos tecnolégicos aplicados

generan una amplia variedad de productos carnicos fermentados.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES | UNLP 157




LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Bacterias en agua

El agua potable de uso domiciliario es el agua proveniente de un suministro publico, de un
pozo o de otra fuente, ubicada en los recipientes domiciliarios. EI Cédigo Alimentario Argentino
en el Art. 982 establece que el agua potable apta para la alimentacion y uso doméstico no debera
contener sustancias o cuerpos extrafios de origen biolégico, organico, inorganico o radiactivo en
tenores tales que la hagan peligrosa para la salud. Esta debera presentar un sabor agradable y
ser practicamente incolora, inodora, limpida y transparente.

Las aguas contaminadas son aquellas que contienen organismos o sustancias no deseadas.
En este caso nos ocuparemos de la contaminacion microbiologica del agua que suele producirse
por el ingreso a los cursos de agua de materia organica, que es la fuente de nutricion de los
microorganismos que la contaminan.

En la Figura 8.11 se observa como el incremento de sustancias organicas vertidas en el agua
incide aumentando la demanda biolégica de oxigeno (DBO), que expresa el consumo de oxigeno
que los microorganismos emplean para degradar esa materia organica. Los efluentes que
contaminan el agua generan un incremento de los microorganismos presentes y la aparicion de
ciertos grupos microbianos como por ejemplo los coliformes, cuya importancia en el control de la

calidad del agua potable veremos mas adelante.

Figura 8.11
Actividades antropicas que causan contaminacion del recurso agua y algunos parametros que

se modifican

600

\ Agricola Urbana Industrial

0BO 3 mg/l O, DBO 100 mg/1 0,

CT 0/100 ml CT 5000/100 ml
Nota. DBO: demanda biolégica de oxigeno, CT: bacterias coliformes totales.

Los contaminantes biolégicos que puede contener el agua son bacterias, virus, hongos y/o
parasitos todos los cuales estan relacionados con la actividad humana. Entre los

microorganismos patdgenos que pueden estar mas frecuentemente presentes en las aguas
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contaminadas se incluyen Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae,
Leptospiray Campylobacter. El agua puede ademas contener enterovirus, entre los que se puede
mencionar a los Rotavirus, Norovirus, virus de la Hepatitis A y protozoarios parasitos humanos
como Cryptosporidium. Todos estos desarrollan en el intestino, por lo que pueden estar
presentes en las heces, y ser la fuente de contaminacion de los suministros de agua y provocar
asi epidemias, en las que el agente etioldgico se dispersa por las redes de distribucién o fuentes
de agua. Las vias de transmisién de estos patdgenos a los humanos son por ingesta, inhalacion

de aerosoles y por contacto dérmico o de otras mucosas (Figura 8.12).

Figura 8.12
Vias de transmisién de microorganismos patégenos presentes en el agua de consumo
Via de transmisién Microorganismos patégenos
1 Ingesta Shigella spp.

Salmonella spp.
Vibrio cholerae

2 Inhalacién (aerosoles) Legionella pneumophila
Micobacterias (no tuberculosas)
Adenovirus

3 Contacto (mucosas, piel) Aeromonas spp.

Pseudomonas aeruginosa

Organismos indicadores

El monitoreo de la calidad del agua tiene como fin evitar la dispersion de patégenos en esta
para asi contribuir a la sanidad humana. La deteccion de contaminaciones es critica para
asegurar la calidad microbiolégica del agua.

La calidad bacteriolégica del agua se evalia mediante la utilizacion de "organismos
indicadores" que son aquellos que comparten los mismos ambientes que las bacterias patégenas
y por ello su presencia indica que el agua pudo haber estado o esta en contacto con una fuente
de contaminacion.

Los organismos indicadores se caracterizan por cumplir los siguientes requisitos:

e Forman parte habitualmente de la flora intestinal de individuos sanos

¢ No suelen multiplicarse fuera del ambiente entérico (el intestino de los animales),

e Tienen un tiempo de supervivencia igual o superior al de las bacterias patégenas de los

animales,

e Deben ser viables o detectables durante un tiempo mas prolongado que los

microorganismos patdgenos;

e Deben estar en mayor numero que los organismos patégenos.

e Deben ser faciles de aislar y desarrollan en un periodo corto en el laboratorio.

e Deben ser seguros de medir para los trabajadores de campo y laboratorio, y no causar

enfermedades humanas graves.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 159



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Las metodologias que se utilizan para detectar a los organismos indicadores deben poder
aplicarse a distintos tipos de muestras de aguas (aguas tratadas y no tratadas), las técnicas de
identificacion deben ser simples y de caracteristicas definidas para dar mayor exactitud.

La fuente mas riesgosa de patdgenos son las heces humanas, por lo que los indicadores de
contaminacion fecal son empleados como criterio de deteccidén de aguas no aptas para consumo.
En este sentido, siguen existiendo desafios importantes en cuanto a la evaluaciéon y
caracterizacion del riesgo por contaminacion fecal y es necesario realizar investigaciones
adicionales para mejorar aun mas los indicadores ya empleados. Un solo indicador fecal es poco
probable que prediga todos los patégenos o enfermedades; por lo tanto, se recomiendan utilizar
multiples indicadores en combinacion para evaluar la calidad del agua y los riesgos para la salud
en todo momento. Algunos paises en los ultimos afios han incorporado en sus estandares de
calidad de agua potable la deteccidn de protozoos patdogenos (en USA y Australia) y de virus (en
Francia) ademas de los métodos bacterianos. Algunos ejemplos de indicadores de

contaminacion fecal se resumen en la Figura 8.13.

Figura 8.13
Organismos Indicadores de contaminacién fecal empleados para evaluar la calidad del agua
Grupo microbiano Ejemplos de indicadores
1 Bacterias Gram negativo

Bacterias Coliformes
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Gram positivo
Enterococcus faecalis,
Clostridium perfringens
2 Virus Bacteriéfagos
Colifagos (somaticos C y F+ especificos)
3 Parasitos Helmintos
Schistosoma mansoni
Protozoos
Giardia spp.
Criptosporidium spp.

Microorganismos coliformes

Uno de los indicadores de contaminacion del agua mas utilizado es el grupo de las bacterias
coliformes, esto se refiere a los bacilos Gram (-), no esporulados, que desarrollan en presencia
de sales biliares, que fermentan la lactosa con produccion de acido, gas y aldehido a 35 6 37°C
en un periodo de 24 a 48 horas.

Agrupan ciertas especies bacterianas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y forman
parte de este grupo varios géneros: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter.
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Dentro del grupo de coliformes hay un subgrupo, conocido como “coliformes fecales”, que
tienen algunas caracteristicas distintivas: son termotolerantes, desarrollan a una temperatura de
44 a 45°C en 24 horas. Es claro que estas bacterias son bacterias coliformes de origen fecal y
por lo tanto sugieren la presencia de una fuente de contaminacion con heces.

La especie clave de este grupo de coliformes fecales es Escherichia coli (Figura 8.14). La
presencia de esta especie nos indica una contaminacion fecal cercana en el tiempo y por lo tanto
un riesgo mayor de la presencia de una gran diversidad de otros patégenos. Este microorganismo

indicador debe estar ausente en todos los estandares de calidad de agua potable a nivel mundial.

Figura 8.14
Relacién entre los coliformes totales y Escherichia coli

Fam Enterobacteriaceae

Coliformes Totales

Coliformes Fecales

\

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Esta bacteria indicadora tiene forma de bastén, es Gram (-), patdégena oportunista, pudiendo
infectar los pulmones, las vias respiratorias, las vias urinarias o heridas en la piel de individuos
immunosuprimidos. Se caracteriza por desarrollar en bajas concentraciones de compuestos
carbonados y cuando lo hace forma biopeliculas. Ademas, tolera un amplio rango de condiciones
ambientales y es resistente a diversos compuestos quimicos y es por esto que se suele utilizar
para evaluar la eficiencia de los sistemas de potabilizacion. Su resistencia al cloro es superior a

la de otros microorganismos aislados del agua.

Otros indicadores

Los clostridios que reducen sulfitos constituyen otro ejemplo de indicador. Clostridium
perfringens es una bacteria Gram (+), anaerobica, esporulada. Sus esporas resisten los procesos
de desinfeccidén y sobreviven en el agua durante un periodo de tiempo mas extenso que las

bacterias coliformes, como E. coli. La incapacidad de multiplicarse en ambientes no entéricos y
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la viabilidad ambiental prolongada de sus esporas hacen que se seleccione como indicador de
la contaminacion fecal a largo plazo. La norma ISO 14189 especifica un método para el recuento
de C. perfringens.

Los enterococos, como Enterococcus faecalis, E. faecium, E. duransy E. hirae, se encuentran
con frecuencia en las heces de humanos y animales homeotérmicos por ello suelen también ser
utilizados como organismos indicadores, sin embargo, es importante destacar que algunos
enterococos presentes en las aguas pueden proceder de habitats no relacionados a desechos
humanos o animales. Como enterococos intestinales se consideran aquellos microorganismos
capaces de reducir el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y de hidrolizar la bilis-esculina en
ciertas condiciones y medios de cultivo especificos. La norma ISO 7899-2 describe un método
de prueba para la deteccién y enumeracion de enterococos intestinales en agua mediante
filtracién por membrana.

Los colifagos son bacteriéfagos (virus) que infectan especificamente coliformes. Existen dos
grupos de bacteriéfagos que infectan a E. coli, los colifagos somaticos C y los F+ especificos que
han sido reportados como indicadores. Las técnicas de estudios en el laboratorio se basan
principalmente en la visualizacion de la lisis de las células huésped bacterianas a las que infectan
(ISO 10705-1, ISO 10705-2).

Bacterias mesofilas

El recuento de las “bacterias mesodfilas” incluye todas las bacterias heterétrofas, aerobias o
anaerobias facultativas, mesofilas que desarrollan en medio de cultivo agar nutritivo a 37°C. La
presencia de microorganismos en el agua sugiere que la misma tiene contacto con una fuente
proveedora de microorganismos y para agua potabilizada este test es Util para evaluar la eficacia
de este proceso. Ademas, permite valorar el estado de contaminacién microbiolégica de los
sistemas de distribucidon. En zonas rurales el valor del recuento de bacterias mesdfilas puede

variar segun el periodo de lluvias y la permeabilidad de los suelos.

Calidad del agua potable en Argentina

En Argentina, segun el Cédigo Alimentario Argentino el analisis de una muestra de agua para
evaluar su potabilidad debe incluir las determinaciones de los siguientes indicadores
microbiolégicos: bacterias coliformes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y recuento de
bacterias mesdfilas. En la dltima actualizacion del afio 2021 se acordd la incorporacion de las
técnicas ISO y las técnicas del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA), Edicién 23, como Metodologias Oficiales de referencia. En la Figura 8.15 se mencionan
los parametros elegidos, su criterio de aceptacion y las metodologias de referencia que deben
ser empleadas. Para algunos parametros se puede elegir una de las dos metodologias
equivalentes, es necesario sefalar que cuando se realiza un procedimiento de control y/o

monitoreo se debe utilizar una Unica metodologia para que los resultados sean comparables.
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Figura 8.15
Parametros microbiolégicos y Metodologias de Referencia segtn el Cédigo Alimentario
Argentino (CAA)

Parametro Criterio de Metodologia de Referencia (1)
aceptacion

Opcion 1 Bacterias Ausencia ISO 9308-1, ISO 9308-2, APHA 9222

coliformes /100 ml (Filtro B, APHA 9222 J, APHA 9222 K,

de Membrana) APHA 9221 B, APHA 9221 D, APHA
9223 B

Opcioén 2 Bacterias m<1,1 ISO 9308-2, APHA 9221 B, APHA

coliformes NMP/100 ml 9223 B

Escherichia coli /100 ml Ausencia ISO 9308-1, ISO 9308-2, APHA 9222
J

APHA 9222 K, APHA 9222 H, APHA
9222 |, APHA 9221 F, APHA 9223 B

Opcion 1 Pseudomonas  Ausencia ISO 16266, ISO 16266-2, APHA 9213
aeruginosa /100ml E
Opcidén 2 Pseudomonas m<1.8 ISO 16266-2, APHA 9213 F

aeruginosa NMP/ 100 ml

Bacterias mesodfilas m=500 ISO 6222, APHA 9215 B
(microorganismos
cultivables) UFC/ml

Nota. Fuente: https://www.boletinoficial.gob.ar/#!DetalleNorma/248217/20210817

Referencias

ADA: Autoridad del Agua. (2006). Resolucion ADA 42/2006: Criterios de Calidad de Agua para
la Franja de Jurisdiccion Exclusiva Argentina del Rio de la Plata y su Frente Maritimo. Disponible
en http://www.gob.gba.gov.ar /legislacion/legislacion/ada-06-42.html.

AWWA, APHA, WEF. (2012). Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.

22th edition. American Public Health Association, American Water Works Association, and

Water Environment Federation; Washington, D.C.

Cimmino F, Catapano A, Villano |, Di Maio G, Petrella L, Traina G, Pizzella A, Tudisco R,
Cavaliere G. (2023). Invited review: Human, cow, and donkey milk comparison: Focus on
metabolic effects. J Dairy Sci.; 106(5):3072-3085. doi: 10.3168/jds.2022-22465.

CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO. Capitulo XII. Bebidas hidricas, agua y agua gasificada.

Disponible: https://alimentosargentinos.magyp.gob.ar/

contenido/marco/CAA/Capitulo_12.php, consulta: mayo de 2023.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 163



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

Driehuis, F., Oude Elferink, S.J.W.H., & Spoelstra, S.F. (1999). Anaerobic lactic acid degradation
in maize silage inoculated with Lactobacillus buchneri inhibits yeast growth and improves
aerobic stability. J. Appl. Microbiol., 87: 583-594

FAO (2004). Cdédigo de Practicas de Higiene para la Leche y Productos Lacteos. CAC/RCP 57-
2004.

Ferrari, Alejandro (2020). Alimentos fermentados: microbiologia, nutricién, salud y cultura. 1a ed
Ciudad Auténoma de Buenos Aires: Instituto Danone del Cono Sur. Libro digital, PDF Archivo
Digital: descarga ISBN 978-987-25312-2-5

Garrote, G. L., Abraham, A. G., & De Antoni, G. L. (2010). Microbial Interactions in Kefir: A natural
probiotic drink. Biotechnology of lactic acid bacteria: novel applications, 327.

Holcomb, D. A., & Stewart, J. R. (2020). Microbial indicators of fecal pollution: recent progress
and challenges in assessing water quality. Current environmental health reports, 7, 311-324.

Li, E., Saleem, F., Edge, T. A., & Schellhorn, H. E. (2021). Biological indicators for fecal pollution
detection and source tracking: A review. Processes, 9(11), 2058.

Martin NH, Evanowski RL, Wiedmann M. (2023). Invited review: Redefining raw milk quality-
Evaluation of raw milk microbiological parameters to ensure high-quality processed dairy
products. J Dairy Sci. Mar; 106(3):1502-1517. doi: 10.3168/jds.2022-22416.

Owusu-Kwarteng J, Akabanda F, Agyei D, Jespersen L. (2020). Microbial Safety of Milk
Production and Fermented Dairy Products in Africa. Microorganisms. 17;8(5):752. doi:
10.3390/microorganisms8050752.

Wen, X., Chen, F., Lin, Y., Zhu, H., Yuan, F., Kuang, D. & Yuan, Z. (2020). Microbial indicators

and their use for monitoring drinking water quality. A review. Sustainability, 12(6), 2249.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES UNLP 164



LOS MICROORGANISMOS Y SU ROL EN LA PRODUCCION AGRICOLA — P.A. BALTTI — M.C.N. SAPARRAT (COORDINADORES)

CAPITULO 9
Hongos que impactan en la produccioén agro-
forestal

Mario Saparrat

Hongos promotores del crecimiento vegetal

La rizésfera es la porcion de suelo que rodea a las raices de las plantas, en donde ocurren
relaciones complejas entre la planta, los microorganismos asociados y el sistema suelo. También
se la suele definir como el volumen de suelo que rodea y esta en contacto con las raices y en el
que se producen diversos fendmenos de interaccién quimica, fisica, bioquimica y bioldgica entre
los componentes bibticos y abidticos del suelo.

La microbiota asociada a la rizdsfera tiene una constitucion compleja que incluye bacterias,
hongos y virus, donde los hongos cumplen varios roles claves asociandose a diferentes plantas
de importancia econdémica. Existe un amplio rango de especies de hongos de la rizésfera que
promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como su sanidad, que pertenecen a
grandes grupos funcionales (Figura 9.1):

1) Hongos saprétrofos de los phyla Ascomycota y Mucoromycota que degradan la materia
organica, participan en la formacion del humus y liberan o dinamizan nutrientes claves para el
crecimiento de las plantas. Ademas, ellos pueden sintetizar diferentes metabolitos como
sideroforos u otros compuestos que actdan en la movilizacion del P y/o en la detoxificacion de
compuestos xenobioticos y otros fitotdxicos. Un ejemplo es Penicillium bilaii que es agente
solubilizador de fésforo y ademas promueve la proliferacion de pelos radiculares. Otro ejemplo
es el hongo endofitico Lewia sp. (Pleosporaceae) que vive en la rizésfera de Festuca
arundinacea, cumpliendo un rol en la rizorremediacién de hidrocarburos.

2) Hongos antagonistas de fitopatégenos. Este grupo incluye a hongos del género
Trichoderma que suelen utilizarse como agentes de biocontrol, ya que parasitan hongos vy
oomicetes fitopatdgenos. Los mecanismos antagdnicos que utilizan las especies de Trichoderma
incluyen estrategias de competencia por nutrientes, por oxigeno o por espacio, antibiosis
mediante la produccioén de un amplio espectro de metabolitos, incluyendo solubles y volatiles, y
micoparasitismo directo con produccién de enzimas extracelulares o metabolitos secundarios,
sin ser estos mecanismos mutuamente excluyentes. Ademas, las especies de Trichoderma
pueden generar promocion directa del crecimiento vegetal e induccién de resistencia en la planta

huésped.
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3) Hongos patégenos de insectos y de animales como los hongos entomopatdégenos y
nematéfagos. Mientras que los hongos entomopatégenos producen patogénesis letal o severa
en insectos y aracnidos tales como los representantes del género Cordyceps, los hongos
nematofagos son aquellos con capacidad de atacar, matar y digerir nematodos (adultos, juveniles
y huevos). Estos dos grupos de hongos tienen aplicacion para el control biolégico de plagas
fitopatdégenas.

4) Hongos simbiontes con las raices de las plantas representados por los hongos formadores
de micorrizas (micorrizas arbusculares (MA), micorrizas ericoides, orquidioides y ectomicorrizas
(ECM).

5) Hongos enddfitos mutualistas como los septados negros, que son un grupo de hongos de
suelo muy comunes en diferentes ambientes, pertenecientes al phylum Ascomycota, distribuidos
en mas de 80 géneros y que estan caracterizados por la presencia de hifas septadas
pigmentadas y de microesclerocios en raiz, lo que les brinda a las plantas con las que interactuan

la capacidad de tolerar condiciones ambientales extremas o toxicas.

Figura 9.1
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Nota. Hongos como promotores del crecimiento vegetal. Diversos mecanismos involucrados.

Por lo tanto, muchos hongos del suelo que establecen interacciones mutualistas con las
plantas (incluyendo unas de tipo simbidtica como otras asociaciones simples que no son
estrictas) pueden actuar como agentes promotores del crecimiento vegetal. Estos hongos
involucran diferentes mecanismos que aumentan la disponibilidad de los nutrientes y el agua a
las raices y/o incrementan el crecimiento vegetal o su sanidad en forma indirecta reduciendo a
través de interacciones antagonicas la incidencia de fitopatdgenos. Esto tiene potencial en el
desarrollo de estrategias sustentables en la produccion vegetal a través de la formulacion de
biofertilizantes a base de diferentes estructuras de propagacion, supervivencia y/o dispersion de

los mencionados hongos que suelen ser eficientes en la colonizacion del suelo y/o la rizosfera.
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Los hongos, sus esporomas y las producciones forestales

Los hongos que colonizan diferentes sustratos en los ecosistemas forestales son un recurso
forestal importante. Ellos cumplen diferentes roles que deben tenerse en cuenta al momento de
decidir sobre la explotacion y el manejo forestal de un area de bosque nativo y plantacién. Entre
éstos, encontramos:

1. Distintas especies de hongos de suelo que establecen asociaciones simbidticas con las raices
de los arboles. Estos hongos que son micorricicos forman simbiosis mutualistas aumentando de
esta manera la capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes inorganicos a cambio de
carbono organico.

2. Muchos hongos que se encuentran en el ambiente de los bosques son agentes etiolégicos de
enfermedades de los arboles, estos patégenos conducen a la muerte de especies forestales,
conduciendo a la generacion de claros en el dosel del bosque, lo que altera la diversidad de
plantas en el ecosistema, pero también al ambiente en cuanto a las condiciones fisicoquimicas
que se generan debido a la acumulacion de madera muerta y otros restos de materia organica.
En este sentido, los hongos patégenos a su vez alteran la comunidad de hongos que colonizan
los nuevos sustratos organicos acumulados que sufren procesos de descomposicion. Otros
hongos que se encuentran en el bosque son los xil6fagos que atacan el duramen de los arboles,
que, aunque no los matan, contribuyen con el reciclado de la materia organica y a los ciclos de
otros nutrientes, asi como también promueven el desarrollo de nuevos habitats en donde ademas
pueden proliferar otras especies que impactan en el bosque como es el caso de los pajaros
carpinteros.

3. Agentes saprotrofos involucrados en el proceso de descomposicion: Hongos que degradan y
mineralizan la madera y la hojarasca del bosque reciclando el carbono y ademas otros nutrientes
para el desarrollo de otros organismos, proceso que ademas impacta en las propiedades
fisicoquimicas del suelo forestal. Muchos esporomas macroscopicos de estos hongos que
colonizan sustratos organicos son un destino fuerte de nitrégeno, fésforo y potasio que provienen
de la degradacion de las plantas, particularmente en las primeras etapas de la descomposicion.
4. Fuente de alimento para otros componentes del ecosistema: Los hongos proporcionan una
importante fuente de alimento para muchas especies heterétrofas, incluyendo microorganismos,
artrépodos, nematodos y mamiferos.

5. Fuentes de alimento y metabolitos para el hombre: La existencia de diferentes especies de
hongos que crecen en el bosque y/o en diferentes plantaciones, ya sea como saprotrofos o
simbiontes asociados a las plantas, que diferencian bajo ciertas condiciones esporomas
comestibles o medicinales. Esto conduce a practicas de cosecha de setas (por ejemplo, el hongo
ectomicorricico comestible Suillus luteus, asociado a plantaciones de Pinus spp.). Aunque esto
puede ser aprovechado como una alternativa laboral o como una recoleccion recreativa
vinculado a actividades de ecoturismo, puede conducir a problemas de micetismo por consumo

de hongos toxicos y venenosos.
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Hongos formadores de micorrizas

Las micorrizas representan a una asociacion simbiotica entre hongos del suelo y las raices (o
rizoides) de las plantas. Los dos componentes de la interaccién micorrizica mutualista se
benefician, conduciendo generalmente al movimiento de la energia y el carbono reducido de la
planta al hongo y los recursos inorganicos del hongo a la planta. Los hongos son organismos
heterétrofos que utilizan los hidratos de carbono sintetizados por la planta. A su vez, éstos toman
nutrientes del suelo y los transfieren a las raices de las plantas (principalmente fosforo y
nitrégeno) pero ademas protegen a las plantas de los patégenos y de condiciones hidricas
desfavorables.

Ademas de mejorar la nutriciéon y con ello el crecimiento de las plantas, la simbiosis micorricica
ofrece otros beneficios, como la proteccién ante el ataque de parasitos, hongos patégenos y
nematodos, asi como también al aumento de la resistencia a la herbivoria, ya que influyen en la
produccion de sustancias defensivas por parte de la misma planta, la limitacién de la absorcion
de metales pesados como el zinc y el cadmio, que son retenidos en las hifas del hongo, y ademas
aumentan el volumen de suelo explorado por la raiz, de manera que acceden a mas agua.
Ademas, la biomasa fungica, asi como la actividad metabdlica de los hongos simbiontes mejoran
las propiedades fisicoquimicas del suelo que se enriquece de materia organica y, en el caso
especifico de los hongos MA, se estimula la agregaciéon de las particulas del suelo que se
mezclan con los exudados de glicoproteinas hidrofobicas, denominadas glomalinas. Esto mejora
la estructura y estabilidad al suelo, reduciendo su erosion y aumentando su capacidad de
retencion de agua.

El 90% de las plantas de diversos ambientes en la Tierra estan micorrizadas, lo que resulta
fundamental para la supervivencia de muchos taxones de plantas, incluyendo las de interés
agroforestal. La distribucion mundial de las asociaciones micorricicas hace que éstas se
consideren cosmopolitas y generalistas, lo que resulta de la co-evolucion convergente de hongos
y plantas en diferentes ambientes y momentos de la historia de la vida en la Tierra. Se considera
que los hongos micorricicos fueron cruciales para que las plantas simbiontes prosperen en
ciertos ambientes de la Tierra y se adapten a condiciones estresantes y/o cambiantes.

Las micorrizas no son simplemente interacciones entre la raiz de una planta y una especie de
hongo, sino que constituyen una comunidad compleja formada por diferentes especies fungicas
y los sistemas radiculares asociados con ellas. Existen estudios que reportan que la micorriza
genera una extensa red de micelio externo que explora el suelo en la busqueda de recursos e
interconecta a las raices de plantas de la misma especie o de especies diferentes que comparten

su habitat.
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Las micorrizas y sus tipos

Las micorrizas se clasifican en base a las caracteristicas morfolégicas del hongo simbionte,
como el tipo de hifas que diferencia, el nivel de penetracion en la raiz o tejido, asi como el grupo
taxondmico al cual pertenecen los organismos que forman parte de la interaccién. Los dos tipos
de micorrizas mas relevantes que se distinguen son las ECM y las endomicorrizas, que se
definen en base a la penetracion y/o interaccion de las hifas con las células de la raiz (Figura
9.2). También se han descrito otros tipos que responden a interacciones que se podrian
considerar intermedias de los dos grandes tipos ya mencionados, que se conocen como
ectendomicorrizas.

Las ECM diferencian un manto pseudoparenquimatico formado por agregados de hifas
alrededor de la rizodermis, en conexion al micelio que el hongo diferencia intercelularmente en
el tejido cortical conformando asi la red de Hartig. En cambio, las ectendomicorrizas se
caracterizan por presentar también un manto hifal, una red de Hartig, pero ademas hay también
una penetracion de la hifa en el lumen de las células corticales de la raiz.

El grupo de las endomicorrizas esta formado por subtipos como monotropoide, ericoide,
orquideoide y MA. Mientras que en las primeras tres no se observan estructuras particulares, las

MA presentan vesiculas y arbusculos que son estructuras tipicas de este subgrupo.

Ectomicorrizas (ECM)

Las ECM tienen un caracter que las distingue y es la formacién de un manto hifal alrededor
de las raices de la planta simbionte. Las hifas no penetran las células de la planta hospedante,
sino que crecen uUnicamente intercelularmente, invadiendo la via de transporte del agua que es
el apoplasto radical. De esta manera, las hifas se disponen entre las primeras células del tejido
radical formando una red que toma el nombre del investigador que las describid “Red de Hartig”.
La red de hifas que conforma el manto fungico puede representar hasta un 40% de la masa
alrededor de las raices, cuyas hifas se extienden a nivel extraradicular aumentando el volumen
de exploracién del suelo rizosférico y los pelos radiculares suelen estar ausentes o totalmente

cubiertos.
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Figura 9.2

Nota. Representacion esquematica de una ectomicorriza (a) y una micorriza arbuscular (b).

Los hongos formadores de ECM corresponden mayoritariamente a representantes de los
phyla Ascomycota y Basidiomycota, con unos pocos ejemplos que pertenecen a Endogonales
(Mucoromycota). Los simbiontes incluyen grupos de plantas de porte arbéreo o arbustivo, tales
como representantes de Pinaceae, Araucariaceae, Cupressaceae, Gnetaceae, Polygonaceae,
Nyctaginaceae, Myrtaceae, Salicaceae y Fabaceae. Asi también, algunas hepaticas foliosas
pueden formar este tipo de asociaciones. Es importante destacar que el porcentaje de plantas
estableciendo una asociacion de ECM es menor comparado a las plantas que forman MA, siendo
considerado que esto es debido al limite de distribucion biogeografica (climatica) que tienen las
plantas hospedantes que establecen ECM que naturalmente esta restringida a regiones
templadas vy frias.

Se estima que mas de 6000 especies de hongos formadores de setas son, a su vez,
formadores de ECM. Entre algunas especies comestibles podemos nombrar a Lactarius
deliciosus (niscalo, robellén), Amanita caesarea (oronja o huevo de Rey) y Tuber melanosporum
(trufa negra), ademas de otras especies toxicas y carentes de interés culinario. También existen
especies con diferentes grados de especificidad, es decir que crecen sélo asociadas con ciertas

familias, géneros o especies de plantas.

Hongos ectomicorricicos del género Tuber como fuente de alimento en
complemento a la produccion forestal

Muchos hongos ectomicorricicos, ademas de contribuir a la promocion del
crecimiento vegetal, son una alternativa para generar productos con valor de
mercado, ya que generan esporomas (cuerpos fructiferos, carpéforos)

comestibles. Un ejemplo de este tipo dual de aprovechamiento se encuentra en
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diferentes especies del género Tuber, cuyos esporomas llamados vulgarmente
“trufas” tienen un valor que ronda en los 2.000 délares por kilo.

El género Tuber pertenece a la familia Tuberaceae, orden Pezizales, phylum
Ascomycota y es un hongo ectomicorricico que diferencia esporomas hipogeos,
como producto de su reproduccion sexual, en asociacion con las raices con las
cuales establece la simbiosis.

La simbiosis micorricica entre los hongos del género Tuber y sus plantas
hospedantes se origina con la germinacion de las ascosporas diferenciadas en el
interior de los esporomas y con ella se inicia el ciclo biolégico de las “trufas”. Por
medio de la dispersion provocada por el viento, por factores bidticos o por
intervencién humana a través de la inoculacién per se, las esporas de las “trufas”
acceden al suelo rizosférico de su futuro simbionte y con temperaturas
aproximadas a 20°C y humedad adecuada, en primavera, germinan emitiendo
una hifa que forma un micelio que coloniza a la raiz simbionte. Luego en la raiz
de la planta ocurren una serie de transformaciones morfolégicas y funcionales
que finalmente conducen a la formacién de la ectomicorriza, caracterizada por la
diferenciacion de un manto miceliar en torno a la raiz. Del manto parten hifas
hacia otras raicillas que promueven la colonizacién y amplian la micorrizacion. A
medida que el arbol crece, se generan nuevos apices radicales, cuyos tejidos son
colonizados por las hifas cercanas del hongo. A partir de este momento comienza
una fase que tiene una duracion de cinco a nueve afios, en los que el hongo se
limita a colonizar raices hasta adquirir una densidad micorrizica importante. Estos
hongos micorricicos son heterotalicos, por ello necesitan de dos micelios
compatibles para que se lleve a cabo la reproduccion sexual y la consecuente
diferenciacion de fructificaciones.

Las condiciones del suelo que deben tener las zonas truferas son suelos calizos,
con pH 7,7 — 8,7; con un 63-87 % de fraccién con arena, que permita un correcto
drenaje de agua para cubrir las necesidades de ambos simbiontes; los suelos
franco-arenosos son los ideales. El clima debe ser mediterraneo-continental, con
precipitaciones por encima de los 400 mm/afo, con inviernos frios y veranos lo
mas frescos posible. Estas condiciones pueden variar segun la especie de Tuber.
Por ejemplo, en el caso de la “Trufa negra” (Tuber melanosporum) el pH optimo
es cercano a 8.

Se conocen 86 especies del género Tuber en el mundo. Entre ellas podemos
nombrar a: Tuber melanosporum, Tuber aestivum (Trufa negra de verano), Tuber
brumale (Trufa negra de otofio), Tuber albidum (Trufa Bianchetti), Tuber borchii
(Trufa bianchetto), Tuber lyonii (Trufa del Pecan), entre otras. Muchas de ellas
son de consumo humano, pero solo algunas son de importancia econémica.
Tuber melanosporum o Trufa negra de Périgord, es la especie mas importante a

nivel mundial. Los esporomas de este hongo presentan un gran valor por la forma
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en que se obtienen y por su gran difusion como producto gastronémico. Si bien
los rendimientos por hectarea no son muy altos, un promedio de 30-50 kg es
rentable debido al alto costo por kilo. La zona de produccion natural de trufas esta
delimitada en el sur de Europa por Espafa, Francia e Italia. Sin embargo, se
producen trufas en lugares como Oceania (Australia y Nueva Zelanda) y América
(Chile, Argentina y EE.UU.). En este caso, plantaciones de distintas especies
arbdéreas son inoculadas con el hongo que desarrolla las trufas (estructuras
reproductivas) en condiciones ambientales predisponentes. Las especies
arbdreas con las que establece simbiosis son: Quercus ilex L. subsp. ilex (encina),
Quercus ilex subsp. ballota (carrasca), Quercus faginea Lam. subsp. faginea
(quejigo), Quercus pubescens Willd. (roble pubescente), Quercus cerrioides WK
et Costa (roble cerrioide), Quercus coccifera L. (coscoja), Quercus robur L. (roble
europeo), Corylus avellana L. (avellano europeo), entre otras. Ademas, se asocia
con otras especies arboéreas, pero con las que no se llega a tener una produccion
estable de esporomas, como Fagus sp., Populus sp., Salix sp., Ostrya sp.,
Carpinus sp., Alnus sp., Betula sp., Castanea sp., Tilia sp., Cistus sp., Eucalyptus
sp., Pinus sp. y Abies sp. Una de las caracteristicas que presenta la produccion
con esta especie de hongos es que se produce el “quemado”, lo que consiste en
la inhibicion del crecimiento de otras especies vegetales en torno a su huésped,
lo que proporciona mejores condiciones para el arbol ante sequia y aumenta la
disponibilidad de nutrientes, ya que no cuenta con competidores.

Al igual que Tuber melanosporum, Tuber magnatum o “trufa blanca” también se
desarrolla naturalmente al sur de Europa, principalmente en la region del
Piamonte en ltalia. Es llamada también “oro blanco” por su alto valor
gastrondmico y porque solo se obtiene naturalmente en ese lugar. Se asocia con
especies arbdreas similares a las que se asocia Tuber melanosporum, como el
avellano europeo (Corylus avellana), encinas y robles (Quercus sp.).

Hasta el momento no hay referencias acerca de la produccion a gran escala de
indculo de hongos del género Tuber. Sin embargo, se han hecho algunos ensayos
para la obtencién in vitro de micelio en cultivo puro, tanto a partir de los cuerpos
fructiferos como de secciones de raicillas de plantas micorrizadas, incluyendo
aislamientos de la especie Tuber melanosporum. Mas alla de esto, hoy en dia,
tanto en Espafia como en Francia e incluso en producciones forestales en
Argentina, se puede obtener inéculo de Tuber melanosporum, ya que se
comercializa.

La truficultura, hoy en dia, es una actividad econémica que se encuentra en
continua expansién y crecimiento, ademas de estar atravesando un proceso de
tecnificacion, lo que revela el potencial aprovechamiento de los esporomas
(fructificaciones) de estos hongos ectomicorricicos del género Tuber como fuente

de alimento en complemento a la produccién forestal.
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Endomicorrizas y Micorrizas Arbusculares

En el caso de las endomicorrizas, las hifas de los hongos crecen en los espacios intercelulares
de la corteza radical y ademas desarrollan en el lumen de sus células, siempre utilizando la via
apoplastica, en donde el hongo coloniza las células de la corteza, pero no alcanza la endodermis.

El grupo mas grande y frecuente de endomicorrizas que se encuentran en la mayoria de las
plantas de interés agricola es el de las MA, siendo los arbusculos, las estructuras tipicas y criticas
para la simbiosis. Los arbusculos son las estructuras donde se realiza el intercambio de carbono
y fésforo entre el hongo y la planta. Algunos hongos micorricicos arbusculares también forman
vesiculas en el micelio intraradicular, las cuales son estructuras de reserva del hongo.

Los hongos que se asocian para formar las MA pertenecen al Phylum Glomeromycota y se
caracterizan por sus hifas cenociticas que no presentan septos y ademas porque son hongos
biotrofos obligados. A nivel reproductivo, ellos pueden diferenciar esporas asexuales en el
micelio extraradicular, cuyos rasgos morfolégicos tienen utilidad para la identificacion de
diferentes géneros y morfoespecies.

Su temprana aparicion en el registro fosil sugiere que esta asociacion representa el tipo mas
ancestral de micorrizas en las plantas terrestres. Esto explicaria su presencia en la mayoria de
las especies vegetales y su amplia distribucién cosmopolita, que permite encontrarlas tanto en
ambientes naturales como en casi todos los cultivos agricolas.

A continuacién, se muestra un cuadro comparativo de diferentes caracteristicas entre las ECM
y las MA (Tabla 9.1).

Tabla 9.1

Cuadro comparativo de aspectos generales entre ECM y MA

ECTOMICORRIZAS
Regiones frias a templadas
Arboles y arbustos

+ de 6000 especies principalmente

Basidiomycota
Cambia la morfologia de la raiz
La planta es simbionte obligado

El hongo es simbionte facultativo
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MICORRIZAS ARBUSCULARES
Amplia distribucién geografica
Todos los tipos de vegetacion

Cerca de 200 especies de

Glomeromycota
La morfologia de la raiz no cambia
La planta es simbionte facultativo

El hongo es simbionte obligado
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CAPITULO 10
Ecologia microbiana y biotecnologia ambiental

Sabrina Festa y Virginia Martinez Alcantara

La ecologia microbiana

La microbiologia ambiental es un area de la microbiologia que estudia la fisiologia, la genética,
las interacciones y las funciones de los microorganismos en el ambiente y pone en continua
evidencia la importancia de conocer la interaccion de los microorganismos con los parametros
ambientales.

La microbiologia ambiental reside en la interfase de dos disciplinas: las ciencias ambientales
y la ecologia microbiana. El objeto de estudio de ambas son sistemas muy complejos y poco
explorados.

La ecologia microbiana estudia las relaciones entre los microorganismos y sus entornos
bidticos y abidticos. Esta disciplina demostré que algunos de los conceptos generales de ecologia
son también aplicables a los microorganismos (como el concepto de diversidad, estabilidad,
competencia, redundancia). Esta area de la ciencia tuvo sus comienzos de la mano de Martinus
W. Beijerinck y Sergei N. Winogradski quienes generaron un cambio de paradigma: los
microorganismos estan presentes en todas partes en los ambientes naturales, a menudo
asociados a un huésped. Por primera vez informaron que los microorganismos tenian efectos
beneficiosos para sus huéspedes. Durante el ultimo siglo se demostré que la gran mayoria de
los microorganismos son esenciales para el funcionamiento del ecosistema y que solo una
pequefa proporcion estan asociados con enfermedades o patogenicidad. A su vez, gracias a
este nuevo paradigma surgié el concepto de que los microorganismos no se encuentran como
células individuales, sino que se encuentran dentro de conjuntos complejos, de una comunidad.
Una comunidad microbiana consiste en un conjunto de poblaciones de diferentes especies que
cohabitan en un mismo entorno e interactian entre si. Comunidades microbianas complejas se
encuentran en todos los ecosistemas incluyendo el suelo, las plantas y las aguas superficiales y
subterraneas.

En la actualidad, continua siendo dificil comprender el vinculo de lo que sucede a nivel de la
fisiologia y el comportamiento de cada microorganismo individual y las propiedades emergentes
de una comunidad, que son aquellas que no se aprecian en los individuos sino en el conjunto,
estas pueden ser: la estabilidad, la diversidad, la productividad y la resiliencia, conceptos que

abordaremos mas adelante en este capitulo.
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Parte del interés de la ecologia microbiana es conocer la diversidad microbiana taxonémica y
funcional. La diversidad taxonémica es una funciéon del nimero de especies presentes y la
uniformidad con la que los individuos se distribuyen entre estas especies, es decir la
equitatividad. El otro componente de la diversidad de una comunidad es la diversidad funcional,
que refleja lo que pueden hacer o lo que estan haciendo los microorganismos en sus habitats en
relacién con los procesos que ocurren, como la transformacién de nutrientes, la descomposicion,
la promocién o supresion del crecimiento de las plantas, la modificacion de los procesos fisicos
de un suelo y como sus actividades contribuyen a los ciclos biogeoquimicos. Se pone cada vez
mas atencion en clasificar las especies en funcion de su actividad (de su funcién) dentro de un
ecosistema, en lugar de su genotipo. Esto es muy relevante para la ecologia microbiana, dado
que en ocasiones las especies de microorganismos son dificiles de definir por la alta tasa de
transferencia horizontal de genes. Es un desafio comprender como la pertenencia de un
microorganismo a una comunidad microbiana, compleja y dindmica se relaciona con la funcién

de esa comunidad.

Problematica de la contaminacion ambiental

El aumento de la poblacién a nivel mundial demandé un incremento en la produccion agricola
que, junto con la actividad industrial y la urbanizaciéon fueron las principales fuentes de
contaminacion ambiental durante el siglo XX. La contaminacion se define como la introduccién
de elementos, compuestos o0 energia en el ambiente a concentraciones que impactan en las
funciones bioldgicas y que presentan un riesgo para la salud de los ecosistemas y la salud
humana. Muchos compuestos contaminantes suelen ser recalcitrantes y persisten en el
ambiente. En la actualidad, la sociedad se enfrenta a las consecuencias ambientales de la
liberacion diaria de compuestos contaminantes por encima de los limites maximos permitidos
(incluso estos limites maximos se desconocen para muchos compuestos nocivos).

Al ser considerado el suelo como el soporte de nuestro ecosistema (la biosfera), se intenta
comprender su respuesta a los disturbios. Los disturbios pueden ser ocasionados por las
actividades humanas, como el uso del suelo, la contaminacion, pero también pueden ser eventos
naturales como incendios o congelamiento. La respuesta del ecosistema del suelo frente a un
disturbio tiene dos componentes: la resistencia y la resiliencia. Mientras que el primero es la
capacidad del sistema para tolerar un disturbio, la resiliencia es la capacidad de recuperacion
después del disturbio; ambos componentes pueden ser cuantificados cémo medida de
estabilidad del ecosistema. Es mas probable que los sistemas que presenten redundancia
funcional, es decir que contienen diversas especies que pueden cumplir la misma funcién,
retengan una funcién después de un estrés ambiental. Esto podria deberse a la probabilidad de

que una especie residente de esa comunidad sea mas resistente al estrés.
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Figura 10.1
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Indicadores bioldgicos de la calidad del suelo

La salud del suelo puede definirse como la capacidad del suelo para sostener la productividad,
la diversidad y los servicios ambientales de los ecosistemas terrestres. Los suelos saludables
mantienen una comunidad diversa de organismos que, a través de varios procesos, sostienen la
productividad de los agroecosistemas. Si bien los microorganismos del suelo son numerosos y
diversos, no solo es importante su nimero y la diversidad, sino también sus actividades o
funciones.

A través del concepto de salud del suelo (o calidad del suelo), los suelos son considerados
como muy dinamicos, diversos y como sistemas vivos con procesos especificos, que garantizan
su continua capacidad para funcionar. La salud del suelo se puede dividir en tres categorias:
quimica, fisica y biologica, cada una de ellas de igual importancia y cuya interaccion es la que

finalmente define la salud del suelo (Figura 10.2).
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Figura 10.2
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Las comunidades microbianas se adaptan rapidamente a los cambios en las condiciones
ambientales, y debido a ello los cambios en las comunidades y actividades microbianas pueden
funcionar como un excelente indicador para monitorear la calidad del suelo o la respuesta del
suelo a un disturbio. Se desprende entonces que las comunidades microbianas no son estaticas
en el tiempo, sino que fluctian continuamente y con ellas sus funciones. En la naturaleza, las
comunidades de un ecosistema estan moldeadas por los factores ambientales. Algunas de las
fuentes mas importantes de estrés ambiental pueden ser cambios en la disponibilidad de agua,
el pH, la radiacién, la temperatura, la salinidad, la presencia de un contaminante, entre otras.
Cuando se dan estos cambios en los factores ambientales la sucesion ecoldgica ocurre.

La sucesion ecoldgica comienza con la colonizacion o invasion de un habitat por poblaciones
microbianas. Si el habitat no fue previamente colonizado el proceso se conoce como sucesion
primaria, Cuando la sucesiéon ocurre en hdabitats con una historia previa de colonizaciéon o
sucesion se llama sucesion secundaria. En particular, esta ultima es una secuencia en la que
una comunidad es reemplazada por otra dentro de un mismo habitat hasta que se establece la
mejor adaptada. En una comunidad microbiana, cada una de las poblaciones ocupan un nicho
ecoldgico, es decir tienen un rol funcional en esa comunidad (se encargan de una serie de
procesos). Sin embargo, con el tiempo o a causa de un disturbio algunas poblaciones son
reemplazadas por otras que se adaptan mejor a dicha perturbacion y ocupan ese nicho ecoldgico.
En particular, la sucesion secundaria puede estar impulsada por la disponibilidad de recursos
limitantes y la capacidad de las poblaciones para utilizar estos recursos. Este concepto refleja la
seleccion de estrategias de vida de los microorganismos, los estrategas r versus los K. Los

estrategas r tienen altas tasas de reproduccion y son quienes primero colonizan un hébitat,
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mientras que los estrategas K tienen tasas mas bajas de reproduccion y tienden a sobrevivir en
situaciones donde los recursos son limitados. La sucesion terminaria cuando se logra un
ensamblado de poblaciones relativamente estable.

Se busca constantemente microorganismos indicadores asociados con la calidad del suelo.
Se puede hacer referencia a microorganismos indicadores especificos que dependen de la zona
geografica, el clima, el tipo de suelo y la historia de uso del suelo. Sin embargo, es necesario
adoptar un enfoque mas integrador (a nivel de comunidad) mas alla de los microorganismos
individuales. Sumado a que la relacion entre las especies y un proceso comun en el suelo es
dificil de identificar, frecuentemente los microorganismos del suelo son asignados a grupos
funcionales de microorganismos. Un grupo funcional son todos los microorganismos que
comparten una funcién, por lo que incluye distintos taxones, es decir son todos los
microorganismos que directamente contribuyen a un proceso particular en un ecosistema. Por
ejemplo, diferentes especies de microorganismos pueden participar de la misma funcién de
descomposicion de la materia organica, lo que lleva a su identificacion como grupo funcional. En
la Tabla 10.1 se muestran los grupos funcionales asociados a los ciclos del carbono y del

nitrégeno.

Tabla 10.1

Grupos funcionales de microorganismos asociados al ciclo del Cy N

Grupos Funcionales de los Proceso
microorganismos del suelo

Microorganismos celuloliticos Degradacion de celulosa

Microorganismos amonificadores Degradacion de compuestos
organicos y produccion de amonio

Bacterias oxidantes del amonio Nitrificacion

Bacterias oxidantes del nitrito Nitrificacion

Bacterias desnitrificadoras Desnitrificacion

Bacterias fijadoras de nitrégeno Fijacion bioldgica del nitrégeno

La salud del suelo se puede abordar a través del estudio de indicadores de calidad del suelo,
incluyendo una gama de caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo.

Entre los indicadores bioldgicos (Tabla 10.2), que estan conectados con las funciones del
suelo, suelen incluirse mediciones de la diversidad microbiana, de las actividades o funciones de
los microorganismos y de la biomasa microbiana. También pueden incluirse analisis de procesos
metabdlicos, como la evolucion de diéxido de carbono (COyz), utilizada como una medida de la
actividad microbiana relacionada a la descomposicion de la materia organica del suelo y, los
grupos funcionales que permiten poner en evidencia organismos que realizan un proceso

metabdlico o funcion. Otros indicadores bioldégicos ampliamente estudiados son los productos
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metabdlicos de los microorganismos y algunas enzimas tales como celulasas, arilsulfatasa,
fosfatasas, relacionadas con las funciones especificas de degradacién de sustratos o a la
mineralizacién de compuestos organicos del N, S o P del suelo. También pueden servir como
indicadores biologicos de la calidad del suelo, las tasas de descomposicion de residuos de

plantas.

Tabla 10.2

Indicadores biolégicos de la calidad del suelo

Indicador Método

Actividad biologica Actividad enzimatica microbiana

Actividad respiratoria microbiana

Grupos funcionales Numero Mas Probable (NMP)
(amonificadores, celuloliticos,
nitritadores, nitratadores,

diazotrofos, otros)

Carbono de biomasa microbiana | Proporcién del carbono organico total que

esta como biomasa

Diversidad microbiana Utilizacién de sustratos (perfil catabdlico de

la comunidad microbiana)

Analisis de los componentes celulares
mediante metodologias moleculares
independientes de cultivo (se aborda mas

adelante en este capitulo).

Biotecnologia ambiental

La biotecnologia es toda aplicacion tecnoldgica que utiliza organismos vivos o componentes
celulares para la produccion de bienes y servicios. Una de las ramas de la biotecnologia, es la
biotecnologia ambiental que gestiona comunidades microbianas para brindar servicios a la
sociedad, incluyendo no sdélo la eliminacion de contaminantes del agua, aguas residuales, lodos,
sedimentos o suelo sino también la captacion de productos valiosos como nutrientes o metales
a partir de recursos renovables, como puede ser la biomasa. Es un campo de la ciencia que
avanza rapidamente y tiene una promesa casi ilimitada para abordar muchos de los desafios

ambientales emergentes de la sociedad.
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Estrategias biologicas para el tratamiento de matrices contaminadas

La contaminacion tiene un impacto directo en el funcionamiento y la salud del ecosistema. La
necesidad de remediacion de ambientes contaminados se volvié imprescindible. Si bien existen
diferentes métodos para la eliminacién de estos contaminantes (quimicos, fisicos y biolégicos),
los métodos biologicos representan una opcion mas econdmica y amigable con el medio
ambiente.

La biorremediacion es una biotecnologia ambiental que busca resolver los problemas de
contaminacion en ambientes impactados o perturbados por la actividad productiva. Es una
tecnologia sostenible que busca la atenuacidon o transformacién de los compuestos
contaminantes mediante el uso de las comunidades microbianas (hongos o bacterias), plantas o
ambos. Distintas estrategias de biorremediacion se pueden aplicar a distintas matrices como
suelos, sedimentos y agua o para el tratamiento de efluentes liquidos como las aguas residuales
domésticas e industriales y el tratamiento de barros o lodos producidos en sistemas de
tratamiento de aguas residuales, previo a su disposicion final.

La aplicacion de una estrategia de biorremediacion u otra (se describiran mas adelante en
este capitulo), dependera del tipo de contaminante presente en un ambiente (organicos -
hidrocarburos aromaticos, aromaticos policlorados, solventes organicos, hidrocarburos alifaticos
- 0 inorganicos -metales pesados, elementos radiactivos y sales-). Los contaminantes organicos
se pueden biodegradar, es decir pueden sufrir procesos de oxidacién microbiana. En el mejor de
los casos se alcanza una mineralizacion y metabolizacion completa del contaminante, donde los
productos principales son CO2, H20 y biomasa. La ausencia de biodegradacion en un sitio
contaminado se podria deber a condiciones ambientales fisicas y/o biolégicas desfavorables,
limitando parcial o totalmente la degradacioén de los contaminantes. La aplicacion de estrategias
de biorremediacioén en sitios contaminados contribuiria a que los procesos de biodegradacion
ocurran mas rapido, es decir mas eficientemente.

Se desprende entonces, que los microorganismos son actores clave en la descontaminacion
del ambiente porque son nutricionalmente flexibles y tienen la habilidad de adaptarse a
condiciones ambientales extremas. También poseen numerosas enzimas intracelulares vy
extracelulares que pueden actuar sobre los contaminantes complejos y convertirlos finalmente
en fuentes de carbono y energia.

Para poder hacer uso de las comunidades microbianas y obtener el servicio deseado (la
remocion del contaminante en este caso) es esencial comprenderlas; es decir es necesario
conocer qué microorganismos estan presentes en la comunidad, qué funciones podrian llevar a
cabo, cuales de ellas estan realmente realizando y cédmo se relacionan con otros miembros de
la comunidad y con el ambiente. Por lo expuesto previamente se entiende que es la ecologia
microbiana la que nos brinda esa comprension.

Existen diferentes estrategias para explotar el potencial de biodegradacion de las
comunidades microbianas y convertir a los contaminantes en productos inocuos para la salud

ambiental y humana. Para que sean efectivas es necesario generar las condiciones ambientales
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que permitan el crecimiento y actividad de los microorganismos. Algunas de las estrategias de

biorremediacion, que pueden usarse solas o algunas de ellas de forma combinadas, son:

1-

atenuacién natural monitoreada: Es un proceso de biodegradacion de contaminantes que
ocurre in situ, llevado a cabo por los microorganismos autdctonos o indigenas, bajo
condiciones favorables, sin intervencion humana, solo se realiza un monitoreo. Durante la
atenuacion natural los contaminantes pueden ser transformados a formas menos téxicas
o inmovilizados en el suelo. El tiempo requerido para la atenuaciéon natural varia
considerablemente segun las condiciones del sitio. Es probable que muchos sitios
contaminados no requieran otra estrategia de remediacion y la atenuacion resulte eficiente
y rentable.

bioestimulacién: busca estimular a las comunidades microbianas del sitio contaminado
para permitir su maxima actividad degradadora, manipulando las condiciones del sitio
mediante aireacion, adicién de nutrientes, aceptores de electrones o surfactantes
(compuestos que aumentan la solubilidad, y posterior disponibilidad, de los contaminantes
mas hidrofdbicos);

bioaumento: busca mejorar la capacidad de un suelo (u otra matriz) de eliminar un
contaminante mediante la inoculacion de microorganismos capaces de degradar el
contaminante presente en el sitio. Como inoculantes se pueden utilizar microorganismos
autoctonos del sitio contaminado o aléctonos, aislados de otros ambientes con un
problema similar de contaminacion. Estos inoculantes pueden ser cepas puras o
consorcios microbianos. Un consorcio microbiano es una asociacion natural de dos o mas
poblaciones microbianas que actian conjuntamente como una unidad, donde todos se
benefician de las actividades de los demas. En estas comunidades coordinadas, la
biodegradacion involucra la transferencia de sustratos y productos, un proceso conocido
como cooperacion metabdlica. Es por esta cooperacion metabdlica que se postula que los
consorcios podrian ser inoculantes mas efectivos para establecerse en nuevo ambiente
gue una cepa pura.

compostaje: esta estrategia se puede realizar de dos maneras ya sea mediante el
compostaje del material a tratar o bien mediante el anadido de compost maduro a dicho
material. Ambas pueden ser herramientas poderosas para establecer y mejorar la
actividad microbiana y la degradacion de contaminantes organicos de suelos
contaminados. Debido a la enorme diversidad metabdlica de microorganismos que se
desarrollan en sucesion ecoldgica durante los procesos de compostaje, se puede esperar
una diversidad metabdlica muy compleja. Por lo tanto, la adicion de compost puede
considerarse como una especie de bioaumento de suelos contaminados con una mezcla
natural compleja de microorganismos degradadores con potencial metabdlico muy diverso,
alta redundancia funcional y una amplia gama de posibles cooperaciones metabdlicas.
Esto se combina con una bioestimulacién por los nutrientes y los diversos sustratos

organicos adicionados, contenidos en el material de compost, asi como por los efectos
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positivos sobre las propiedades fisicas del suelo, principalmente sobre la retencion y
disponibilidad de agua.

Fitorremediacion: este término es utilizado para hacer referencia al conjunto de
tecnologias que emplean plantas para eliminar contaminantes. Es el uso de plantas para
remover, estabilizar o transformar contaminantes del ambiente (suelos y cuerpos de agua)
y en la que también los microorganismos contribuyen. En estas tecnologias se incluyen
dos sistemas, (a) las raices de las plantas y las poblaciones de microorganismos
asociados y (b) la planta en si misma. Se basa en varios procesos fisioldgicos de las
plantas y los microorganismos, como la fotosintesis, la asimilacion de minerales, la
transpiracion y el metabolismo. Las plantas extienden sus raices en el agua, sedimentos
y suelo y absorben compuestos o fijan sustancias en sus superficies exteriores mientras
interactuan los microorganismos. La interaccion entre las plantas y los microorganismos
en el suelo promueve la eficiencia de la biodegradacion. La selecciéon de especies de
plantas es un factor critico para el éxito de la fitorremediacién, idealmente deben tener
ciertas caracteristicas: crecimiento rapido, raices extensas y profundas, alta tasa de

produccién de biomasa, tolerar un amplio rango de elementos nocivos en sus raices y

tener capacidad de acumularlos.

Mecanismos de fitorremediacion

Fitoextraccion/fitoacumulaciéon: en este proceso, ciertas plantas tienen la
capacidad para captar, a través de las raices, cantidades significativas de
contaminantes del suelo o el agua, como los metales pesados, traslocarlos y
almacenarlos. La hiperacumulacién es la clave de este mecanismo. Una planta
hiperacumuladora es una planta capaz de crecer en suelos con grandes
concentraciones de metales pesados, extraer metales del suelo a través de sus
raices y concentrarlos hasta niveles extremadamente altos en sus tejidos. Las
plantas con metales acumulados generalmente son cosechadas y la biomasa es
dispuesta en otro sitio y tratada, en algunos casos puede ser factible la
recuperacion de metales. Las plantas acumuladoras tienen interés por su
potencial para ser utilizadas en la recuperacion de metales (fitomineria).
Fitovolatilizaciéon: algunos contaminantes que son fitoextraidos pueden ser
volatilizados desde los tejidos de las plantas, por el mecanismo de transpiracion.
Fitoestabilizacién/fitoinmovilizaciéon: las plantas junto con los
microorganismos son utilizadas para estabilizar contaminantes en el suelo y
reducir su movilidad y biodisponibilidad, es decir que los contaminantes
permanecen en el suelo. Las plantas inmovilizan los contaminantes por adsorcion
0 absorcion en la raiz y precipitacion en la rizosfera. Algunos contaminantes o los
productos de su transformaciéon pueden unirse quimicamente a la materia

organica del suelo o ser incorporados en la materia organica del suelo a través
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de la humificacién o pueden ser atrapados en las fracciones minerales o humicas
del suelo, proceso conocido como secuestro de una sustancia o compuesto.
Rizofiltracién/Fitofiltracion: las plantas acuaticas (flotantes o sumergidas) son
utilizadas para eliminar contaminantes organicos o inorganicos presentes en una
solucién, a través de las raices, concentrandolos y precipitandolos sobre o dentro
de las raices.

Rizodegradacion/fitoestimulacion: se refiere a la degradacion de
contaminantes organicos en el suelo rizosférico por las comunidades microbianas
asociadas a las raices. La accién combinada de la alta actividad metabdlica de
las poblaciones microbianas con enzimas capaces de degradar compuestos
contaminantes.

Fitodegradacion: es la transformacién de compuestos organicos llevada a cabo
dentro de las plantas por sus enzimas. Los contaminantes son transformados en
productos simples e integrados en los tejidos de las plantas para su crecimiento.
Este proceso implica la absorcion directa de contaminantes del suelo o agua y los
metabolitos resultantes que se acumulan dentro de los tejidos pueden ser no

téxicos o menos téxicos que el contaminante original.

Definiciones importantes

Biorremediacion: es una tecnologia sostenible, amigable con el medio ambiente
y econdémica que mediante el uso de comunidades microbianas busca la
atenuacion o transformacion de los compuestos contaminantes. Las estrategias
de biorremediacion generalmente se clasifican como in situ o ex situ. La
biorremediacién in situ involucra el tratamiento del material contaminado en el
sitio, mientras que la ex situ involucra la remocion del material contaminado para
ser tratado en otro lugar. Un proceso de biorremediaciéon puede ser efectivo
cuando las condiciones ambientales permiten el crecimiento y la actividad de los
microorganismos.

Comunidad microbiana: conjunto de poblaciones de diferentes especies que
coexisten en un mismo entorno e interactuan entre si en un entorno contiguo. En
una comunidad microbiana, la diversidad y abundancia de microorganismos esta
controlada por los recursos (alimentos) y por las condiciones ambientales
(temperatura, pH, concentracién de oxigeno, etc.).

Contaminantes emergentes: son compuestos organicos antropogénicos
(hechos por el ser humano) muchos de los cuales tienen riesgo potencial para la
salud humana y de los ecosistemas aun en muy bajas concentraciones.
Ecologia microbiana: el campo de la ciencia que estudia las relaciones entre
los microorganismos y sus entornos bidticos y abidticos. Provee informacion

sobre la dinamica ecoldgica y evolutiva de las comunidades microbianas
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Estructura de una comunidad: es el nimero de partes o elementos dentro de
un sistema, en particular en ecologia microbiana es el nimero de especies
diferentes presentes (riqueza de especies).

Microbioma: El término incluye a la comunidad de microorganismos, y también
a su “teatro de actividad”. Esto Ultimo seria todo el espectro de moléculas
producidas por los microorganismos, incluidos sus elementos estructurales
(acidos nucleicos, proteinas, lipidos, polisacaridos) y metabolitos (moléculas de
sefializacion, toxinas, moléculas organicas e inorganicas) (Figura 10.3).
Microbiota: la coleccion fisica total de microorganismos dentro de un entorno
especifico.

Nicho ecolégico: el rol funcional de un microorganismo en un ecosistema; es la
descripcidon combinada del habitat fisico, el rol funcional y las interacciones de los
microorganismos que ocurren en un lugar dado.

Poblacién microbiana: grupo de células que derivan de una uUnica célula
parental por divisiones celulares sucesivas. Sin embargo, la definicion de
poblacion bacteriana es un tépico complejo porque se conoce que la mayoria de
las poblaciones bacterianas también estan sujetas a complejos procesos de
diversificacion del genoma que implican la transferencia horizontal de material
genético. La heterogeneidad dentro de una poblacién bacteriana puede resultar
de la diversidad genética a nivel de poblacién o de las diferencias fenotipicas
entre células genéticamente idénticas. Esta diversidad dentro de una poblacion
puede beneficiar al grupo como un todo, especialmente cuando se dan cambios
ambientales repentinos, al promover la supervivencia a nivel de poblacion cuando

hay genotipos que presentan una ventaja en esas situaciones frente a otros.

Metodologias para el seguimiento de comunidades

El objetivo principal de un proceso de biorremediacion es eliminar el contaminante y restaurar
la salud del suelo y sus capacidades funcionales. Como se mencion6 previamente, las
comunidades microbianas poseen la capacidad de dar una medida integral de la salud del suelo,
aspecto que es mas dificil obtener con medidas fisicas/quimicas y/o analisis de diversidad de
organismos superiores (son procesos que suelen ocurrir mas lento). Entonces, hacer un
seguimiento de las comunidades microbianas durante un proceso de biorremediaciéon permitiria
conocer qué microorganismos estan involucrados en el proceso. Se podria estudiar el papel de
los microorganismos degradadores de los contaminantes midiendo por ejemplo la tasa de
crecimiento, la nutricién, la respiracién y los cambios que suceden en las comunidades
microbianas a lo largo del proceso de degradacién.

El suelo es uno de los ecosistemas mas dinamicos debido a la inmensa diversidad microbiana

que alberga. Del total de bacterias en un gramo de suelo se estima que sélo menos del 1% de
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estas pueden cultivarse en el laboratorio, es decir existe un 99% de bacterias no cultivables. El
término para hacer referencia a un “microorganismo no cultivable” indica que las técnicas
actuales de cultivo de laboratorio no pueden cultivar una bacteria dada en el laboratorio, y no
significa que “nunca podra ser cultivado”. Mas bien, significa que se carece de informacién critica
sobre su fisiologia como para elaborar un medio de cultivo que satisfaga sus necesidades para
crecer. En este punto entonces, es necesario decidir qué metodologias utilizar para monitorear
a las comunidades microbianas teniendo en cuenta la condicion no cultivable de varios
microorganismos.

Al utilizar metodologias de analisis que son dependientes de cultivo (recuento en placa, por
ejemplo) es necesario hacer un enriquecimiento y/o aislamiento de microorganismos en medios
de cultivo. Si bien, este tipo de metodologias demostraron ser el pilar de la microbiologia durante
mas de un siglo, recuperan una pequefa porcién de la diversidad del suelo por la caracteristica
de no cultivables de muchos de los miembros de las comunidades del suelo. Existen otras
metodologias que son independientes de cultivo, donde el analisis se lleva a cabo directamente
sobre la muestra ambiental, como el estudio de una actividad enziméatica o la respiracién. En la
actualidad diferentes metodologias moleculares independientes de cultivo se utilizan para el
estudio de una comunidad, que se basan en la caracterizacién de componentes celulares como
acidos nucleicos, proteinas y acidos grasos. Las metodologias moleculares independientes de
cultivo revelaron una cantidad inimaginable de diversidad microbiana en suelos. Combinando
metodologias dependientes de cultivo con independientes de cultivo se obtiene una vision menos
sesgada, considerando la importancia ecoldgica de los microorganismos no cultivados en sitios

contaminados.

Metodologias moleculares independientes de cultivo

Hasta principios de 1980 la caracterizacion de una comunidad microbiana se
limitaba al cultivo de microorganismos a partir de muestras ambientales o
medidas de actividades enzimaticas netas. Si bien estas técnicas contindan
siendo muy importantes, en la actualidad, existen metodologias moleculares
modernas que eluden la necesidad de cultivar los microorganismos en el
laboratorio y que se basan en la extraccion y caracterizacién de constituyentes
celulares como acidos nucleicos, proteinas y acidos grasos de toda la comunidad.
De esta manera este tipo de analisis permite estudiar simultaneamente los
microorganismos cultivables y no cultivables, reflejando no solo la composicion
de la comunidad microbiana (¢Quiénes estan?), sino también sus roles
funcionales en el medio ambiente (;Qué pueden hacer? o ;Qué estan
haciendo?).

La aplicacion de herramientas moleculares modernas no se centra solamente en
estudiar macromoléculas individuales, sino permite estudiar vias metabdlicas
completas. Hoy en dia existen las conocidas herramientas émicas que, apoyadas

por los avances bioinformaticos, permiten obtener una imagen mas pulida de las
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comunidades microbianas. El sufijo émica se refiere a una variedad de disciplinas
a menudo agrupadas como un conjunto de herramientas para andlisis de
comunidades microbianas. En estas disciplinas se caracteriza un conjunto de
moléculas bioldgicas para detectar la funcién, la estructura, la fisiologia y los
mecanismos moleculares de un microorganismo o0 un conjunto de
microorganismos. En este segundo escenario, al sufijo dmica se le suma el prefijo
meta-, porque lo que se estudia es el conjunto de moléculas de una comunidad y
no solo solo de un microorganismo.

La caracterizacion del microbioma se puede realizar a distintos niveles, con

distintos enfoques, tal como se muestra en la Figura 10.3 y en la Tabla 10.4.

Figura 10.3

-

£Qué pueden hacer? £Qué estan haciendo?

[ Potencial metabdlico Funcion microbiana ]

J
%0‘::’ AN T A0 AN 1 5 Y .:“% }
E%ccﬂﬂ WGP — ANAAN — % —

%0 L%

Células ADN ARMN Proteinas Metabolitos

\ MICROBIOMA /

Nota. Areas de estudio, comenzando por células completas y terminado en

metabolitos. El enfoque del analisis cambia desde el potencial microbiano
(aprender sobre los microorganismos presentes en un ambiente y su material
genético) hacia el funcionamiento microbiano (conocer nuevas vias
metabdlicas activas).

Al analizar el ADN de toda la comunidad se puede obtener un perfil taxondmico.
En general para estudiar el perfil taxonémico de las comunidades bacterianas se
utiliza el gen 16S rRNA, y su equivalente en eucariotas, el gen 18S rRNA. Se
utilizan estos genes porque estan universalmente distribuidos, son estables en su
funcién y estan conservados (incluso entre especies evolutivamente distantes).
Ademas, estudiar el ADN de una comunidad permite conocer qué genes estan
presentes en los genomas de los microorganismos, es decir conocer posibles
funciones de una comunidad, su potencial metabdlico (metagendmica).
Alternativamente se puede extraer todo el ARN y determinar qué
microorganismos podrian estar activos y qué genes se estan transcribiendo
(metatranscriptémica). El control de la expresion génica es la clave para
adaptarse a los cambios ambientales vy, por lo tanto, para la supervivencia.

Por su parte, las proteinas son el ultimo producto de la regulacién génica y

proveen evidencia directa de la funcion de los genes, indican qué estan haciendo
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los microorganismos en una comunidad. Como las perturbaciones pueden actuar

como desencadenante del ajuste de la respuesta fisioldgica de los
microorganismos, estudiar las proteinas de una comunidad (metaproteémica)
puede ayudar a adquirir una visién detallada de las modificaciones globales
celulares e identificar proteinas especificas relacionadas con la respuesta a la
perturbacion.

Por ultimo, el estudio de los metabolitos, que seria el conjunto de compuestos
quimicos producidos y consumidos por una comunidad como resultado de un
proceso metabdlico (metabolémica), informarian sobre el estado funcional real de
la comunidad. En ambientes contaminados con compuestos organicos, la
metabolémica podria ayudar a entender el proceso de biodegradacion de estos,

porque permitiria identificar qué intermediarios de degradacion se acumulan o no

en un ambiente.

Tabla 10.4
Molécula . S
biolégica Metodologia Target Objetivo
Mapear la taxonomia y
. la diversidad
ADN metabarcoding Un solo gen filogenética de una
comunidad
ADN -
Reconstruir genomas e
Metagenémica Todos los genes identificar las rutas
g de la comunidad | metabdlicas presentes
en una comunidad
Mapear la taxonomia y
Los transcriptos la diversidad
RNA metabarcoding de un solo pen filogenética de las
9 células activas de una
comunidad
Enfoque ARN Cost -
basado en: Odse ;ﬁgi‘;;g SOS Identificar las rutas
PP metabdlicas activas
Metatranscriptomica genes .
conocidas en una
expresados de la comunidad
comunidad
- Un solo grupo de | o o terizar dicha
Proteomica proteinas con un p
. proteina
rasgo comun
Proteinas Todos las Crear un perfil de las
. proteinas proteinas expresadas
MetaproteSmica producidas por por una comunidad en
una comunidad | un momento especifico
Todos los Crear un perfil funcional
. metabolitos del estado fisiolégico de
Metabolitos Metaboldmica producidos por una comunidad en un
una comunidad momento especifico

incluyendo su target y el objetivo del enfoque.

Nota. Metodologias de analisis dirigidos a distintas moléculas bioldgicas,
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Tecnologias ecolégicas para el tratamiento de aguas

residuales. Los humedales construidos

Las aguas residuales pueden ser de distintos tipos: domésticas industriales y de escorrentia
superficial agricola y urbana. Las aguas residuales domésticas, urbanas e industriales se tratan
por diferentes tecnologias convencionales que comprenden distintas etapas: el tratamiento
primario que comprende procesos fisicos como cribado, remocion de arena, trituracion vy
sedimentacion, removiendo materiales grandes y pesados que flotan o se depositan facilmente,
el secundario que reduce los niveles de contaminacién quimica (DQO) y bioldgica (DBO)
mediante procesos quimicos y/o biolégicos y el terciario que mejora la calidad de las aguas
residuales antes de que se descarguen en el ambiente (el suelo o un cuerpo de agua) o se
reutilicen .

Las tecnologias convencionales para la depuracién de aguas residuales suelen ser
ambientalmente no sostenibles y costosas durante su operacién. La biorremediacion demostré
ser una alternativa de depuracion de aguas residuales.

Los humedales artificiales o humedales construidos (HC), son sistemas de tratamiento
que imitan los procesos fisicos, quimicos y biolégicos que ocurren en los humedales naturales y
que estan disefiados y construidos para utilizar los procesos que involucran a las plantas, el suelo
o los sustratos y los microorganismos asociados. En términos generales, el sistema consiste en
el desarrollo de un cultivo de macrdfitas (plantas y algas acuaticas visibles a simple vista),
enraizadas sobre un sustrato impermeabilizado o flotantes libres, a través del cual el agua
residual afluente es depurada progresiva y lentamente.

Los HC son tecnologias verdes asequibles y confiables para el tratamiento de varios tipos de
aguas residuales, se han utilizado para tratar aguas residuales domésticas y urbanas,
industriales (incluyendo la fabricacion de papel, productos quimicos y de la industria de la
alimentacion, refinerias, mataderos, y otras ), efluentes agropecuarios y aguas pluviales, entre
otras y para el tratamiento de lodos o barros de depuradoras convencionales, mediante la
deposicion superficial en humedales de flujo sub superficial donde se deshidratan y mineralizan.

El disefio de estos sistemas requiere del conocimiento de distintos campos de la ciencia como
la ingenieria y la biologia y su beneficio mas atractivo es que constituye una forma ecoldgica,
amigable con el ambiente, de tratar las aguas residuales, con bajos costos operativos y facil
mantenimiento. Debido a estas caracteristicas, los HC han sido reconocidos como una
alternativa al tratamiento convencional de aguas residuales.

Los HC pueden ser clasificados segun el tipo de macréfitas que empleen: los basados en
macrofitas enraizadas emergentes pueden ser de dos tipos, de acuerdo a la circulacién del agua
que se emplee (Figura 10.4): 1) humedales de flujo superficial que son una modificacién del
sistema de lagunas convencionales, cuando el agua circula en forma superficial por entre los
tallos de las plantas y 2) humedales de flujo sub superficial, si el agua circula por debajo de la
superficie del estrato del humedal y estos pueden ser de flujo vertical y de flujo horizontal. En el

primer caso, el agua es aplicada en la parte superior de un extremo, se trata a medida que pasa
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por un medio poroso y es recogida en una red de drenaje (tubos cribados) situada en el fondo
del humedal. Las aguas se infiltran verticalmente a través de un sustrato inerte (arenas, gravas)
de varias capas y se recogen finalmente en un tubo de descarga que recibe la red de tubos. La
aplicacion de agua se efectia de forma intermitente, para preservar y estimular las condiciones
aerobias. La vegetacién emergente se planta en el medio granular. Adicionalmente, para
favorecer las condiciones aerobias del medio poroso, se suele colocar un sistema de aireacion,

que son tuberias con salidas al exterior.

Figura 10.4
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Nota. Esquema de dos humedales construidos con macroéfitas emergentes. Adaptado de David
et al., 2022.

Otros tipos de HC son los de flujo subsuperficial horizontal y los de sistemas hibridos
(combinacién de al menos dos humedales sucesivos). Ademas, en los llamados HC
intensificados 0 aumentados, se han incorporado modificaciones como el agregado de flujos de
aireacion, para aumentar la eficiencia del tratamiento.

Los humedales naturales y los HC, son conocidos por su capacidad de transformar y asimilar
nutrientes y otros compuestos, es decir que son sistemas biogeoquimicos complejos con
mecanismos bidticos y abidticos interrelacionados que se demostraron efectivos para remover
materia organica, sélidos suspendidos, soélidos inorganicos disueltos, nitrégeno, fosforo,
xenobidticos organicos, metales pesados y microorganismos patéogenos. Actualmente, también
tienen interés para su aplicacion en la eliminacién de los contaminantes emergentes (CE). Si
bien las tecnologias de tratamiento avanzado como la ozonizacion, la filtracién por membrana y
la radiacion ultravioleta mostraron ser efectivas para eliminar algunos CE, estas son intensivas
en el consumo de energia y costosas, especialmente para comunidades pequenas.

Los mecanismos bidticos y abidticos de eliminacién de contaminantes de los HC son variados
(Figura 10.5) y ellos estan interrelacionados unos con otros, su relevancia dependera del tipo de

contaminante y del tipo de humedal. La eliminacion se entiende como la disminucion de la
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concentracion de un compuesto en la fase acuosa que engloba la transformacion, la degradacion
o mineralizacion de contaminantes generando productos de transformacion y metabolitos, como
también el secuestro de los compuestos en los diversos compartimentos del humedal (agua,
tejido vegetal o sustrato). El sustrato (medio granular) es responsable directo de la extraccion de

algunas sustancias contaminantes mediante interacciones fisicas y quimicas.

Figura 10.5

@ Mecanismos abiéticos @ =2 Mecanismos biéticos

1 volatilizacién, 2 adsorcién, 3 fotodegradacion, 4 biodegradacién, 5 fitorremediacion

Los circulos indican los compuestos parentales y los rombos los productos de transformacion

Nota. Esquema representativo de algunos mecanismos bidticos y abidticos de eliminacién de
compuestos en humedales naturales y construidos. Adaptado de Overton et al., 2023

La remocion de bacterias patdégenas y virus esta basada en una combinacién de mecanismos
fisicos (sedimentacion, agregacion y la accion de la radiacion ultravioleta), quimicos (adsorcion)
y biolégicos (predacion, exposicidn a toxinas de otros microorganismos y el ataque por
bacteridfagos). La eficiencia de remocion de bacterias coliformes fecales puede llegar al 98% o
99%.

Ademas de los contaminantes quimicos, biolégicos y nutrientes, los CE son una tendencia
creciente en el suelo y cuerpos de agua dulce, aunque se encuentran en concentraciones muy
bajas (en el rango de ng/L) no solo danan la calidad del suelo y las fuentes de agua dulce, sino
que también pueden incorporarse en la cadena alimentaria y afectar la salud humana y animal.
Los suelos sanos y productivos como también la disponibilidad de los recursos de agua dulce
son criticos para la productividad agricola, dado que la agricultura es una de las actividades de
mayor consumo de agua dulce. A pesar de las ventajas de reutilizar las aguas residuales tratadas

por los métodos convencionales, debido a que estas no eliminan o no son eficientes para eliminar
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CE, aun las aguas residuales tratadas terciariamente, se han planteado preocupaciones respecto
de su seguridad para su uso como agua de riego.

El grado de eficiencia en la eliminacién de contaminantes en los HC depende de una
combinacion de condiciones como: la edad del sistema, el patrén de flujo, el tipo de sustrato, la
vegetacion, la profundidad, velocidad y el tiempo de retencién del agua, la forma en que se aporta
el influente al HC (continuo, intermitente) y las caracteristicas fisicoquimicas de los
contaminantes.

En cuanto al mantenimiento, a lo largo de los afios la descomposicion de la vegetacion
acumula precipitados insolubles que junto con alta densidad de raices producen obstrucciones
en el flujo de agua. También puede disminuir la porosidad y la permeabilidad, reduciendo la
eficiencia de los HC. Para evitar la incorporacion de materia organica adicional al agua y el
reciclado de nutrientes absorbidos por las plantas, se cosecha la biomasa vegetal.

Los principales microorganismos presentes en los humedales son: bacterias, hongos y
protozoarios. Las poblaciones de bacterias y hongos utilizan los contaminantes como fuentes de
carbono y energia y resultan favorecidas las que utilizan estos compuestos y que ademas toleran
la potencial toxicidad del compuesto contaminante al cual estan expuestas. En estas
comunidades es importante entender las relaciones metabdlicas entre las poblaciones, ya que la
biodegradacion puede ser el resultado del metabolismo directo o del co-metabolismo,
involucrando microorganismos que no consumen el contaminante de interés directamente. La
biomasa microbiana consume gran parte del carbono y muchos nutrientes como el fosforo y el
nitrdgeno y transforma un gran numero de sustancias organicas e inorganicas en sustancias

inocuas.
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