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MnOx: 6xidos de Mn

MOB: “manganese oxidizing bacteria”: bacteria oxidante de Mn(ll)
NaCl: cloruro de sodio

Na2MoOa4: molibdato de sodio(ll)

ng: hanogramos

(NH4)2SOa: sulfato de amonio

O2: oxigeno molecular

OD: oxigeno disuelto

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida

pb: pares de bases

PC: medio de cultivo para seleccion de bacterias oxidantes de Mn(ll)
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PF: pre-filtro
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Anglicismos

Batch: Método de cultivo simple en el que el microorganismo crece a partir de
una limitada cantidad de medio hasta que se agota un nutriente esencial o se
acumulan productos téxicos hasta niveles que inhiben el crecimiento.

Biofilm: ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o varios tipos
de microorganismos asociados a una superficie viva o inerte.

Buffer: solucion reguladora, amortiguadora o tampon. Es una mezcla de un acido
débil y su base conjugada, y tienen la propiedad de mantener estable el pH de
una solucion frente a la adicion de otras sustancias.

In vitro: término utilizado para referirse a técnicas o experimentos llevados a cabo
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Quorum sensing: deteccion de guérum o autoinduccion, es un mecanismo por el
cual un conjunto de células independientes, bajo la generacion de sefiales
extracelulares, desarrolla comportamientos sociales coordinados.

Score: Puntaje que se le asigna a algunos analisis bioinformaticos gue indican la
posibilidad de que dos parametros sean los mismos.
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Introduccion

1 “Caracterizacion de Bacterias Utilizables en Procesos de

Biorremediacion de Aguas”

1.1Introduccion

1.1.1 Manganeso

El manganeso (Mn) comprende aproximadamente el 0,1 % de la masa total
de la Tierra (Tebo et al., 2004), es el quinto metal de transicibn mas abundante
y es el segundo metal traza mas comun después del hierro (Fe) (Francis et al.,
2001; Francis y Tebo, 2001). El Mn se parece al Fe en varios aspectos de su
geoquimica y este parecido se debe en parte al hecho de que estos metales se
producen en multiples estados de valencia en el medio ambiente y son
micronutrientes esenciales para la mayoria de los organismos. Entre los diversos
estados de oxidacion del Mn, el +II, +lll y +IV son los més prevalentes en la

naturaleza (Figura 1.1.).

Alto pH, O,

Mn (Il Mn(lll) "2 Mn (IV)
baja [Mn(ll)]

Bajo pH, O,

Figura 1.1. El ciclo de estados de oxidacion del Mn encontrado en la
naturaleza. El Mn(ll) es termodinamicamente estable en ausencia de Oz y a un
pH bajo, mientras que en presencia de Oz y a pH alcalino se favorecen los 6xidos
de Mn que se producen principalmente como 6xidos insolubles de Mn. Adaptado
de (Tebo et al., 2004).



Introduccion

En ambientes acuaticos, el Mn existe en dos formas principales: Mn(ll) y
Mn(IV) (Tebo et al., 2004). En general, el Mn(ll) se favorece termodinamicamente
en ausencia de oxigeno y a pH bajo, mientras que el Mn(lll) y el Mn(lV) se
favorecen en presencia de oxigeno y a pH alto (Figura 1.1). EI Mn(lll), es
termodinamicamente inestable, en medios acuosos produce Mn(ll) + Mn(IV) y
persiste solo en ciertos complejos organicos solubles (Klewicki y Morgan, 1999;
Kostka et al., 1995) y en algunos minerales (Lanson et al., 2000)

La oxidacion homogénea abidtica del Mn(ll) por el oxigeno es muy lenta a
de pH<9 (Morgan, 2000; Stumm y Morgan, 1996 ), por lo que a los valores
usuales de pH encontrados en la mayoria de las aguas naturales (entre 6 y 8) el
Mn(ll) es oxidado en muy baja proporcién. Una explicacion que se ha propuesto
para esta resistencia de los iones Mn(ll) a la oxidacibn homogénea por Oz es el
requisito de la alta energia de activacion de la reaccion (Nealson, 2006). Otra
explicacion propuesta es que el Mn(ll) puede formar complejos vy, por lo tanto,
estabilizarse con iones inorganicos tales como el cloruro, el sulfato y el
bicarbonato o por compuestos organicos como los aminoacidos y los acidos
humicos (Tebo et al., 2005).

Una amplia variedad de microorganismos (bacterias, hongos y algas) son
capaces de oxidar el Mn(ll) a 6xidos de Mn(lll / IV) y aceleran en gran medida la
velocidad de la reaccion. Las bacterias y los hongos se consideran los principales
grupos de organismos oxidantes de Mn, mientras que las algas generalmente
oxidan este metal en combinacién con las bacterias (Stuet et al., 1996). La
oxidacion del Mn(ll) puede ocurrir a través de procesos enzimaticos o no
enzimaticos. El proceso de oxidacién de Mn(ll) no enzimatico implica la oxidacién
quimica directa de Mn(ll) o la oxidacion por productos finales metabdlicos
(Linhardt, 1997). Los microorganismos realizan el proceso enzimético de
diferente manera y se clasifican en: (i) los que oxidan el Mn(ll) disuelto, (i) los
gue oxidan el Mn(lIl) que esta pre-unido a solidos y (iii) los organismos que oxidan
el Mn(ll) disuelto por el metabolito H20:2 utilizando la enzima catalasa.

A pesar del hecho de que diversos microorganismos tienen la capacidad
de oxidar Mn(ll), la funcién fisiolégica de la oxidacién de dicho metal ain es

desconocida.

14



Introduccion

1.1.2 El Fe y Mn en las Aguas de Consumo Humano

El Fe y el Mn poseen propiedades comunes y se hallan con frecuencia
asociados en la naturaleza (Sommerfeld, 1999). Cuando ambos metales estan
presentes en el agua, ésta adquiere coloraciones que producen rechazo del
consumidor al afectar la calidad estética de la misma. El Fe produce una
coloracién marrén rojiza y el Mn una coloracién gris a negra. El sabor del agua
es algo astringente y metalico, muy notable si el contenido de Fe es mayor a 1
mg L1, y se producen manchas en artefactos sanitarios en contacto con el agua,
especialmente cuando hay pérdidas, y en la ropa lavada (Dimitrakos Michalakos
et al., 1997). De esta manera, la presencia de concentraciones elevadas de Fe
y Mn altera procesos industriales que requieren agua de fabricacién clara e
incolora, en especial, en la industria textil, industria lechera, de bebidas,
papeleras, etc. (Pacini et al., 2005).

Una de las principales desventajas de la presencia de iones ferrosos y
manganosos en el agua de consumo es que, en el proceso de desinfeccion por
cloracion, se produce la inmediata oxidacion de dichos iones a la forma férrica 'y
manganica y, hasta que no se completa dicha reaccion, el cloro no puede iniciar
su accion bactericida. De esta forma, se exponen estas aguas a una condicion
no segura desde el punto de vista microbiol6gico al consumirse quimicamente el
cloro. Esto puede inducir ademds a que se prescinda de una correcta
desinfeccién con el fin de evitar la formacion de los molestos precipitados de
color marrén o negro (Sly et al., 1990).

Los ambientes acuaticos con Fe y Mn suelen contener bacterias que oxidan
estos metales y los depositan sobre su superficie celular (Gariboglio, 1996).
Estas bacterias se multiplican tanto en el interior de los pozos de bombeo como
en la red de distribucién de abastecimiento de agua potable, por lo que son
consideradas importantes agentes de deterioro de la calidad del agua. Por otra
parte, estas bacterias son reconocidas como agentes indirectos de corrosion e
incrustacion en tuberias y filtros de pozos de bombeo. Esto se debe a su
capacidad de formacion de biofilms, es decir, comunidades compuestas de
células bacterianas que se adhieren a entidades inertes o activas (Douterelo et
al., 2014; Hamilton, 2003). Algunas de estas bacterias con fuerte capacidad de
formacion de biofilm se agregan a otros microorganismos y, dado que consumen

oxigeno, crean nichos microaerébicos que estan colonizados por bacterias
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reductoras de sulfato que participan activamente en la corrosion de las
superficies metalicas (Gariboglio y Smith, 1993; Hamilton, 2003). Esto produce
una acumulacion de grandes cantidades de 6xidos junto con el material biolégico
y la reduccion de la capacidad de transporte del agua en las redes de
distribucion. Ademas, estos materiales suelen desprenderse ante una variacion
de la presion, produciendo turbiedades muy elevadas y los correspondientes
reclamos de los consumidores. Otra consecuencia de la formacion de biofilms
en las redes de distribucibn es que éstos pueden alojar microorganismos
patégenos y ofrecer una barrera que los protege de los agentes desinfectantes,
afectando de esta forma la calidad microbioldgica del agua de consumo (Pacini
et al., 2005).

En la Tabla 1.1. se muestran los valores maximos de concentraciones de
Fe y Mn establecidos en el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) y los valores
maximos obligatorios y recomendados, fijados en las Normas de Calidad de
Agua Potable, Ley 11220, que estan vigentes en la Provincia de Santa Fe desde
enero de 1996 (ENRESS, 1996). Asimismo, se incluyen los valores guia fijados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Tabla 1.1. Concentraciones méaximas de Fe y Mn en distintas normativas.

Parametro OMS CAA Sta Fe
Ley 11220
(mg L") Valor guia Limite Max. Limite Limite
(aceptabilidad) Obligatorio | Recomendado
Fe Total 0,30 0,30 0,20 0,10
Mn Total 0,10 0,10 0,05 0,05

Los limites adoptados (Tabla 1.1.) son fijados para paliar los inconvenientes
organolépticos causados por la presencia de estos metales. Cuando las
concentraciones de Fe y Mn exceden estos nivel recomendados en los sistemas
de agua surgen los problemas descriptos previamente. Por lo tanto, ambos
compuestos deben eliminarse del agua de consumo humano.

El Fe y el Mn se encuentran tanto en aguas superficiales como
subterraneas. Cuando las aguas superficiales contienen concentraciones de Fe

y Mn, éstos se encuentran generalmente en sus estados oxidado y precipitado y
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se eliminan mediante los tratamientos convencionales de clarificacion. Por el
contrario, las aguas subterraneas, desprovistas de oxigeno y con contenidos de
Fe y Mn disueltos, son las que necesitan de tratamientos especiales para su
potabilizacion (ENOHSA, 1998).

1.1.3 Tratamientos de Remocion de Fe y Mn

Para eliminar el Mn y el Fe de aguas subterraneas se emplean tanto
métodos bioldgicos como fisico-quimicos (Mamchenko et al., 2009). El proceso
de eliminacion fisico-quimico implica el agregado de reactivos quimicos para
aumentar el potencial de oxidorreduccion del agua para que el Fe y el Mn
presentes se conviertan en sus formas oxidadas insolubles (Pacini et al., 2014).
En este tipo de tratamientos, los resultados suelen considerarse insostenibles
(Burger et al., 2008). Esto se debe principalmente al aumento en el costo de
operacion, como resultado de los costosos productos quimicos para el
tratamiento, y los impactos secundarios que surgen de la formacion de residuos
y subproductos (Gallard y von, 2002).

Por otro lado, la purificacion de aguas contaminadas utilizando sistemas de
biofiltracion es uno de los procesos vistos actualmente como ejemplo de
biotecnologia ambiental sostenible, ya que emplea comunidades microbianas
que eliminan contaminantes del agua y proveen agua potable limpia a la
sociedad. Se puede definir como un biofiltro a cualquier tipo de filtro que
contenga una biomasa adjunta en el medio filtrante (Logsdon et al., 2002). En
este tipo de sistemas estan implicadas reacciones de oxidacién y reduccién que
son beneficiosas tanto para el microorganismo como para el hombre (Rittmann,
2010). El objetivo de estas tecnologias es optimizar el rendimiento de los
sistemas mediante la caracterizacion de las comunidades microbianas en
términos de: (i) los tipos de microorganismos presentes, (i) las funciones
metabdlicas que desempefian estos microorganismos y (iii) su interaccion entre
si y con el ambiente (Rittmann, 2010).

Hace varios afios se utilizan biofiltros para la eliminacion de Fe y Mn de
aguas en Europa (Cameron, 1998), especialmente en Francia, y en otros paises
en desarrollo como los de América del Sur y la India (Marsidi et al., 2018).
También se han instalado sistemas de biofiltracion en Canada y ha ganado

aceptacion como una opcion de tratamiento rentable para la eliminacion metales
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del agua (Burger et al., 2008). Algunos de estos sistemas de filtracion biologica
rapida estan protegidos por patentes (Mouchet, 2000) y generalmente consisten
en una o mas etapas de filtros, combinados de distinta forma segun el agua
contenga solo Fe, s6lo Mn, o ambos metales en forma conjunta (Bourgine et al.,
1994; Czekalla et al., 1985; Gislette y Mouchet, 1997; Mouchet, 1992). Durante
el tratamiento, el agua cruda conteniendo Fe y Mn se pasa a través de un medio
filtrante granular que inmoviliza bacterias oxidantes de estos metales (Burger et
al., 2008). Las bacterias se mantienen en el sistema formando biofiims y
oxidando los metales presentes en el agua. Los 6xidos insolubles generados se
acumulan sobre la superficie celular y sobre el biofilm bacteriano. Antes del filtro,
suele haber un paso previo de oxigenacién para garantizar que los
microorganismos heterétrofos responsables de la oxidacién tengan suficiente
oxigeno para funcionar normalmente (Burger et al., 2008).

La purificacion del agua contaminada con Fe en estos sistemas no es
compleja, dado que el Fe suele eliminarse en la etapa de aireacion, ya que se
oxida rapidamente en presencia de oxigeno y el producto de la oxidacién de Fe
sirve ademéas como catalizador para la oxidacion del Mn (Pacini et al., 2005).
Posteriormente, el Mn se elimina en otra etapa de filtracion (Pacini et al., 2005).
Luego, los productos de la oxidacién del Mn y del Fe acumulados se eliminan del
filtro mediante un lavado a contracorriente y algunos de los productos restantes
se depositan en la matriz del filtro, lo que sirve como un catalizador para que se
produzca una oxidacion adicional (Mamchenko et al., 2009).

La presencia de Mn en el agua suele complicar el proceso, ya que es mas
estable que el Fe en condiciones aerdbicas (Mamchenko et al., 2009). Para que
se dé la oxidacion completa del Mn(ll) es necesaria la presencia de
microorganismos que la catalicen (Tebo et al., 2004). Los tiempos de maduracion
para los filtros biolégicos de remocion de Mn(ll) pueden variar de semanas a
meses y estos periodos pueden diferir mucho entre dos plantas de tratamiento,
aun con la misma calidad de agua cruda (Mouchet, 1992). Probablemente, el
lapso que transcurre antes que comience activamente la remocion de Mn
depende, principalmente de la calidad bacteriol6gica y parcialmente de la calidad

fisico-quimica del agua cruda (Seppéanen, 1988).
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En la Figura 1.2. se representa esquematicamente el funcionamiento de los
sistemas de filtracién biolégicos de aguas conteniendo Mn para una mejor

visualizacion de los mismos.

Agua
Tratada

Figura 1.2. Esquemadel tratamiento de remocion biolégica de Mn de aguas
subterraneas. Se grafica un filtro de arena donde se puede visualizar como las
bacterias son retenidas en el sistema al formar biofilms sobre la arena. Las
bacterias capaces de oxidar el Mn llevan a cabo la reaccién, acumulando los
MnOx sobre los biofilms. De este modo, el agua sale del sistema de filtros libre
de metales.
114 Experiencia Argentina en la Remocién Biolégica de Fe y Mn
La presencia de Fe y Mn en las aguas subterraneas para consumo humano
es un problema ampliamente distribuido en la Republica Argentina y esta
resuelto en un porcentaje muy reducido. Se ha detectado la presencia de Fe y
Mn en aguas subterrdneas que son fuente de abastecimiento para una gran
cantidad de poblaciones de las provincias de Santa Fe, Entre Rios y Chaco, en
una amplia franja a ambos lados del Rio Parana, con concentraciones en general
menores a 2 mg L para ambos metales. Ademas se conoce la existencia de Fe
y Mn en las provincias de Salta, Corrientes, Misiones, Buenos Aires, entre otras.
En esta ultima provincia se detectaron, en acuiferos del Partido de la Costa,
concentraciones de Fe que pueden llegar a 12 mg L. En la provincia de Santa
Fe, se conoce gue mas de 30 localidades pequefias y medianas presentan Fe y
Mn en el agua de abastecimiento en concentraciones que superan la normativa
vigente (Pacini et al., 2014). Dado que muchas de estas poblaciones no tienen

acceso a otro tipo de suministro de aguas potables, se han aplicado métodos de
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filtracion bioldgica para eliminar estos metales tales como el proceso BioCIS-

UNR® que se describe a continuacion.

1.1.4.1 Proceso BioCIS-UNR®

El Proceso de remocion biolégica de Fe y Mn BioCIS-UNR® fue
desarrollado en el Centro de Ingenieria Sanitaria (CIS), perteneciente a la
Facultad de Ciencias Exactas, Ingenieria y Agrimensura de la Universidad
Nacional de Rosario. Este proceso demostré ser una tecnologia apropiada
debido a los excelentes resultados obtenidos en extensas pruebas en planta
piloto con distintas calidades de agua cruda. Las ventajas de este sistema son
muy importantes cuando se lo compara con los procesos fisico-quimicos
convencionales de remocion de Fe y Mn, como se puede observar en la Tabla
1.2.

Tabla 1.2.: Comparacion entre el proceso BioCIS-UNR® y los tratamientos
fisico-quimicos convencionales

Proceso BioCIS-UNR® Tratamientos fisico-quimicos
convencionales
No se utilizan productos quimicos. | Se utilizan entre dos y tres productos

Debido a que intervienen quimicos. Esto encarece los costos
mecanismos de remocion bioldgica, de instalacion, operaciéon y
no requiere la manipulacion de mantenimiento debido a la
productos quimicos y por este incorporacion de bombas
motivo es un proceso natural y dosificadoras, almacenamiento de
seguro. productos quimicos, personal

especializado, etc.
Se pueden utilizar velocidades de Las velocidades de filtracién no son

filtracién mas elevadas por lo que elevadas, por lo que las plantas
las plantas resultan mas compactas resultan de mayor magnitud. Esto
y con menores superficies filtrantes. repercute en los costos de
instalacion.
No requiere mano de obra Se requiere mano de obra
especializada para su operaciéon especializada para su operacion
debido a que el sistema es de muy | debido a la complejidad del proceso
sencilla operacion. de tratamiento.
Los barros que se generan luego de Los barros que se generan son de
lavar el sistema de filtros son mas mayor volumen y distinta
faciles de tratar debido a la no composicion quimica, por lo que el
incorporacion de productos tratamiento es mas engorroso, de
guimicos, lo que produce un menor mayor costo e impacto ambiental
impacto ambiental. negativo.
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Costo de instalacién un 50 % inferior Altos costos de instalacion. La
comparado con un tratamiento necesidad de incorporacion de
fisico-quimico. productos quimicos involucra la

instalacion de bombas dosificadoras
y demas equipos electromecanicos.
Costos operativos y de Altos costos operativos y de
mantenimiento 80 % inferior a los mantenimiento.
tratamientos fisico-quimicos.

En el Proceso BioCIS-UNR®, el Fe y Mn contenido en el agua subterranea
son oxidados y precipitados mediante la actividad de bacterias ambientales que
generalmente estan presentes en forma natural en pozos de agua, cisternas y
redes de distribucion en contacto con aguas a tratar. Dependiendo de la
ocurrencia simultanea o no de Fe y Mn, la linea de tratamiento puede estar
formada por las siguientes operaciones basicas: aeracion, pre-filtracién gruesa y
filtracion rapida (Figura 1.3.). En funcion de las concentraciones de ingreso, las
concentraciones de Fe en el agua filtrada que se pueden alcanzar pueden ser
menores a 0,05 mg L* y las concentraciones de Mn menores a 0,03 mg L.
Dichas concentraciones estan dentro de los limites exigidos por la normativa
vigente (Tabla 1.1.).

Aereacion

PreFiltracion Filtracion

tratada

Agua cruda

barros

Figura 1.3. Esquemadel sistema BioCIS-UNR® para el tratamiento de aguas
con contenido de Fe y Mn. El agua se somete a un paso de aeracién, donde
precipita la mayor parte de Fe(ll), que luego es retenido en el pre-filtro
ascendente. El agua continda hacia un filtro descendente donde se da
principalmente la remocion biolégica del Mn(ll).
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1.14.2 Problemas Detectados durante la Implementacion del

Proceso BioCIS-UNR®

El proceso BioCIS-UNR® requiere de un periodo de puesta en régimen en
el cual las bacterias presentes en el agua colonizan completamente los mantos
filtrantes formando biofilms que oxidan y retienen el Fe y el Mn y, en ese punto,
alcanza la eficiencia maxima de remocion de estos metales. Durante la
implementacion del proceso en diferentes regiones de nuestro pais se ha
observado que, tal como se describié en una gran variedad de sistemas, el Fe
se oxida rgpidamente con alta eficiencia por aereacion y posteriormente queda
retenido en el sistema de filtracion (Pacini et al., 2014; Pacini et al., 2005), pero
los tiempos de maduracion de los filtros para la eliminacién de Mn son muy lentos
y/o la eliminacién de este metal es poco eficaz (Pacini et al., 2014). Si las aguas
a tratar contienen bacterias oxidantes de Mn (MOB), quienes pueden aumentar
en gran medida la tasa de oxidacion de Mn(ll) (Bai et al., 2013; Katsoyiannis y
Zouboulis, 2004), el periodo de puesta en régimen abarca desde 4 a 8 semanas.
Sin embargo, muchas veces se requieren extensos tiempos debido a la falta de
tales microorganismos especificos capaces de ser retenidos en los filtros y de
llevar a cabo la oxidacion del Mn(ll). Por otro lado, en muchos casos se logran
eficiencias de eliminacion insatisfactorias debido a la pérdida de los
microorganismos oxidantes, que son constantemente lavados del sistema. La
empresa IDEAR S.A ha instalado en Argentina a la fecha mas de diez plantas
basadas en el proceso BioCIS-UNR® con distintos grados de dificultad en lo que
respecta al tiempo de puesta en régimen para la filtraciéon del Mn(ll). En las
experiencias realizadas por esta empresa, tanto a escala piloto como en plantas
a escala real (Pacini et al., 2014; Pacini et al., 2005) se observaron durante la
puesta en marcha periodos de maduracion que variaron entre 8 semanas y 6
meses, tal como como ha ocurrido en otros sistemas de filtrado similares (Hope
y Bott, 2004; Mouchet, 1992; Seppanen, 1988).

1.15 Bioaumentacion
La bioaumentacién consiste en el agregado de microorganismos para
"reforzar" las poblaciones de bacterias presentes en el lugar a tratar, de manera
gue puedan reducir efectivamente la carga de contaminantes al transformarla en

compuestos menos peligrosos. En un proceso de bioaumento, las condiciones
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ambientales y la competencia con las poblaciones naturales del agua determinan
en gran medida la supervivencia y la actividad de los microorganismos
introducidos (van Veen et al., 1997; Vogel, 1996). La actividad de la/s cepal/s
introducida/s en el biofiltro va a estar influenciada principalmente por factores
tales como: la competencia con la microbiota indigena, la presencia de
bacteriéfagos o la falta de aclimatacion a las condiciones ambientales, etc. Es
deseable que los microorganismos introducidos colonicen los sistemas y
muestren predominio de la poblacion en un contexto tan dinamico que esté sujeto
a condiciones cambiantes, como periodos de inanicién, pH o variaciones de
carga y bajas temperaturas. La inoculacion con microorganismos autoctonos de
la zona podria superar estas limitaciones del bioaumento (Herrero y Stuckey,
2015).

1.1.5.1 Criterio de Seleccién de Bacterias para Utilizar en Procesos
de Bioaumentacion

Se ha demostrado que diferentes opciones de bioaumentacién resultaron
Utiles en la practica, las cuales van desde el uso de productos comerciales,
colecciones de cepas exogenas/indigenas, hasta consorcios de bacterias
autoctonas. Sin embargo, se ha detectado que entre una de las posibles razones
de los fallos de la bioaumentacion, se destaca la falta de aclimatacion, es decir,
mecanismos de adaptacion fisioldgicos que permiten que los microorganismos
sobrevivan y permanezcan activos en condiciones ambientales adversas
(Stephenson y Stephenson, 1992).

Los microorganismos utilizados en las estrategias de bioaumentacion
deben cumplir con al menos tres criterios: en primer lugar, ser catabélicamente
capaces de degradar el contaminante, incluso en presencia de otros
contaminantes potencialmente inhibidores; en segundo lugar, deben persistir y
ser competitivos después de su introduccion en el biosistema; y en tercer lugar,
deben ser compatibles con las comunidades indigenas presentes (Yu y Mohn,
2002). Por lo tanto, los candidatos deben ser seleccionados cuidadosamente, ya
gue solo unos pocos organismos son aptos para la bioaumentacion. Un punto
importante adicional es que, por razones obvias, los candidatos no deben estar

estrechamente relacionados con patdégenos humanos (del mismo género y
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especie, como lo ejemplifican algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa)
cuando se usan en la implementacion a campo (Singer et al., 2005).

La seleccidn de cepas para la bioaumentacion es claramente un tema clave
para poder lograr avances sustanciales en la remocién de contaminantes del

medio ambiente.

1.15.2 Experiencias de Bioaumentacion en Sistemas de Filtracion
de Mn(ll) de Aguas

Diversos estudios han mostrado que la bioaumentacién con bacterias
especificas en los sistemas de filtrado ha resultado ser de gran utilidad para
acelerar los tiempos de maduracion de los biofiltros y de remocién de Mn de
aguas. Se demostré que los biofiltros puedieron ser inoculados exitosamente con
cultivos de Leptothrix discophora, producidos en el laboratorio, y que la
aplicacion de esta técnica a escala real redujo los tiempos de maduracion del
filtro de meses a dias (Hope y Bott, 2004). Por otro lado, se demostré que tanto
la inoculacion en columnas de filtracion experimentales con bacterias indigenas
provenientes de biofilms de una planta de biofiltracion de Mn(ll), como con una
suspension de cultivo puro de L. discophora aceler6 los procesos de remocién
de Mn(ll) (Burger et al., 2008). Recientemente, se utilizd la estrategia del
bioaumento con la cepa oxidante de Mn(ll), Pseudomonas sp. QJX-1, para el
tratamiento de aguas subterrdneas que contienen Fe(ll), Mn(ll), As(IIl) y Sb(lll),
y se demostré que la cepa inoculada aceleré la formacion de 6xidos de Fe-Mn,
lo que resultd ademas en una mejora en la eliminacion de As(lll) y Sb(lll) en
filtros de arena (Bai et al., 2016).

Ademas, se ha sugerido la inmovilizacion de microorganismos con la
capacidad de oxidar Mn(ll) en un sistema de tratamiento de aguas subterrdneas
como una estrategia para disminuir el lavado de las bacterias (Li et al., 2016). Se
han desarrollado diferentes métodos para inmovilizar los microorganismos para
mejorar la efectividad del tratamiento del agua (Cruz et al., 2013). Sin embargo,
algunos de estos métodos pueden tener un costo muy alto y/o requerir una
ejecucion compleja. EI método de biofilm proporciona una forma econémica y
sencilla de inmovilizar microorganismos en sistemas de tratamiento de aguas (Li
et al., 2013). Algunas bacterias con una fuerte capacidad de formacién de biofilm

se agregan junto con otros microorganismos los cuales pueden retenerse en el
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biofilm. En este estilo de vida, todos los microorganismos estan protegidos
efectivamente de sustancias toxicas o nocivas y del estrés ambiental, mejorando
la adaptabilidad de los microorganismos al medio ambiente (Rickard et al., 2004).
Por lo tanto, la inoculacion simultdnea de cepas que oxidan Mn(ll) y de bacterias
formadoras de biofilms en un biofiltro es un método eficaz para eliminar los iones
de Mn en las aguas subterraneas dado que las bacterias formadoras de biofilms
promueven la inmovilizacion de bacterias oxidantes de Fe(ll) y Mn(ll) en sistemas
de filtros, mejorando la eliminacién de tales iones de las aguas subterraneas (Li
et al., 2016).

A escala real, la reduccién del tiempo de puesta en marcha de los biofiltros
se ha logrado mediante la inoculacion de biomasa microbiana proveniente del
lavado de los filtros de una planta de tratamiento con un proceso bien establecido
de eliminacién bioldgica de Fe(ll) y Mn(Il) y amonio (Stembal T. et al., 2005).
Ademas, se ha informado que la aceleracién de los tiempos de maduracion en
plantas nuevas puede lograrse agregando arena proveniente de una planta en
funcionamiento, cuyos granos estan recubiertos de biofilms y de éxidos de Mn
(MnOx), al medio filtrante (Burger et al., 2008).

Las técnicas de inoculacion han mostrado ser una solucion a la
problematica encontrada en la implementacién del proceso BioCIS-UNR®. En
diversas plantas a escala real tales como las denominadas: Planta de
Penitenciaria, Corrientes; Planta Noroeste de Aguas Santafesinas, Planta para
Bidones de Las Garzas, entre otras, donde la puesta en marcha para la remocion
de Mn(ll) era muy lenta, se logré que comenzaran a remover Mn(ll) luego de la
inoculacién con arena madura, que presentaba MnOx y biofilms bacterianos, y
con barros de lavado provenientes de plantas que funcionan desde hace afios
removiendo Mn(ll) eficientemente. Sin embargo, se observé que esta técnica de
inoculacién no puede ser aplicada habitualmente ya que implica tener que parar
el funcionamiento de las plantas para poder extraer las arenas y, ademas,
algunas plantas son inaccesibles. Asimismo, las particularidades de cada planta
hacen que estas metodologias presenten un alto grado de riesgo, debido a que

no se cuenta con una base metodoldgica para su implementacion.
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2 Objetivos:

2.1 Objetivo General:
Generar nuevos conocimientos en relacion a las comunidades microbianas
involucradas en la remocién biologica de Mn de aguas de consumo humano, a
fin de optimizar la implementacion de los procesos biolégicos existentes y

extrapolarlos a nuevos procesos de biorremediacion.

2.2 Objetivos Particulares:
1) Conocer la comunidad bacteriana que participa en la remocion de Mn(ll)
en plantas de tratamiento de aguas de la provincia de Santa Fe. Aislar y
seleccionar MOB y caracterizarlas a fin de obtener MOB con alta capacidad de
oxidacion Mn(ll) y de formacién de biofilms y adaptables a distintas condiciones

ambientales.

2) Caracterizar microscopicamente relaciones entre los procesos de
oxidacion de Mn(ll) y de formacion de biofilms de las MOB aisladas que resulten

de interés.
3) Con las MOB seleccionadas, realizar un ensayo de bioaumentacion a

escala de laboratorio para evaluar si mejoran la eficiencia de remocién de Mn de

aguas subterraneas.
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3 Estudio y Caracterizaciéon de Comunidades Bacterianas
Oxidantes de Mn(ll) Presentes en Plantas de Tratamiento de

Aguas de la Provincia de Santa Fe

3.1Introduccion

3.1.1 Bacterias Oxidantes de Mn(ll)

La oxidacion de Mn(ll) es llevada a cabo por una variedad de
microorganismos. En particular, las MOB pertenecen a varios filos bacterianos,
incluidos Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Proteobacteria. Dentro de
estos filos, algunos aislados caracterizados incluyen Aurantimonas
manganoxydans SI85-9A1, Erythrobacter sp. SD-21, Leptothrix discophora SS-
1, Pedomicrobium sp. ACM 3067, Escherichia coli, Hyphomicrobium sp., cepas
MnB1 y GB-1 de Pseudomonas putida, Roseobacter sp. AzwK-3b, Bacillus sp.
SG-1, Ralstonia sp., Variovorax sp., Rhodobacter sp., Marinobacter sp.,
Albidiferax sp. TB-2, Crenothrix sp., Hydrogenophaga sp., Cupriavidus sp. y
Rhizobium sp. (Hansel y Learman, 2016; Tebo et al., 2005).

Durante la reaccion, las bacterias convierten el Mn(ll) a 6xido de Mn(lll) o
Mn(1V) a través de las oxidasas de Mn(ll) (Tebo et al., 2004; Zhang et al., 2015).
Entre las oxidasas de Mn(ll) conocidas se incluyen las multicobre-oxidasas
(MCO) y la hemo-peroxidasas (Anderson et al., 2009a; Geszvain et al., 2016).
Las MCO son una clase de proteinas con cuatro &tomos de cobre como cofactor
de la enzima. Las MCO mas estudiadas son MnxG (cepa SG-1 de Bacillus sp.)
(Dick et al., 2008), CumA (cepa GB-1 de Pseudomonas putida) (Francis y Tebo,
2001), MoxA (cepa ACM 3067 de Pedomicrobium sp.)(Ridge et al., 2007), MofA
(cepa SS-1 de Leptothrix discophora) (Corstjens et al., 1992) y CotA (cepa WH4
de Bacillus pumilus) (Su et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado que CueO,
la MCO de E. coli, oxida Mn(ll) in vitro, y una cepa que sobreexpresa CueO posee
la capacidad de eliminar Mn(ll) (Su, J., et al., 2014).

Por otro lado, se han identificado peroxidasas de Mn(ll) en las
alfaproteobacterias Aurantimonas manganoxydans, en la cepa SD-21 de
Erythrobacter sp. (Anderson et al., 2009b), y en la cepa Azwk-3b de Roseobacter
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sp. (Andeer et al., 2015). Recientemente se mostré que la cepa GB-1 de P.
putida, puede oxidar Mn(ll) usando MCO, y que también contiene una peroxidasa
de Mn(ll) que puede catalizar la oxidacion de Mn(ll) (Geszvain et al., 2016). Esta
fue la primera observacion de una bacteria oxidante Mn(ll) que utiliza ambos
tipos de enzimas (Geszvain et al., 2016).

Se ha confirmado que la cepa productora de capsula de L. discophora SP-
6 secreta la oxidasa de Mn(ll) (Emerson y Ghiorse, 1992), y con P. putida GB-1,
Erythrobacter sp. SD-21 (Johnson y Tebo, 2008) y A. manganoxydans SI85-9A1
(Anderson et al., 2009a; Anderson et al., 2009b) la oxidasa de Mn(ll) ha sido
identificada como una proteina soluble que reside en el periplasma o esta
asociada libremente con la superficie de la célula.

En la formacion de esporas de Bacillus sp. SG-1, se descubrié que la
oxidasa de Mn(ll) se localiza en el exosporio, que es la capa mas externa de la
espora (Francis et al., 2002). El intento de identificar la oxidasa de Mn(ll)
especifica no tuvo éxito con la SG-1, pero si en otras dos especies de Bacillus
oxidantes de Mn(ll), PL-12 y MB-7, y se confirmé que estaban localizadas en el
exosporio (Dick et al., 2008) . Cuando se intentd purificar la oxidasa de Mn(ll) de
Erythrobacter sp. SD-21, el EPS impidio la purificacion completa de la proteina
(Johnson y Tebo, 2008). De esta manera, solo tres oxidasas de Mn(ll) han sido
exitosamente caracterizadas hasta el momento (Su et al., 2013; Su et al., 2014;
Zhang et al., 2015).

Algunas de las funciones biologicas de la oxidacion de Mn(ll) propuestas
son: proteccion contra metales pesados toxicos, especies reactivas del oxigeno
o luz UV (Ghiorse, 1984); almacenamiento de un aceptor de electrones para su
uso posterior en la respiracién anaerébica (Tebo, 1983); o la descomposicion de
la materia organica refractaria en sustratos utilizables (Sunda y Kieber, 1994).
Esto ultimo se debe a la alta capacidad oxidante que tienen los 6xidos de Mn,
por lo cual facilitarian los pasos previos de oxidacion y utilizacion de la materia
organica compleja. También existen evidencias que sugieren que las bacterias
pueden aprovechar y utilizar la energia de la reaccion de oxidacién de Mn(ll) a
Mn (I, IV) (Kepkay y Nealson, 1987) porque es termodinAmicamente favorable.
Sin embargo, se necesitan mas trabajos de investigacion para resolver todas

estas hipotesis.
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3.1.2 Habitats de MOB

Las MOB son ubicuas en la naturaleza; se pueden aislar de casi cualquier
lugar. Los habitats que contienen altos niveles de Mn y aquellos en los que el
ciclo de Mn es un proceso activo generalmente tienden a tener un alto nimero
de estas bacterias (Gottfreund y Schweisfurth, 1983; Schuett y Ottow, 1977).

Se conocen algunos casos donde una gran cantidad de microorganismos
similares resultan visibles y estrechamente asociados con los 6xidos de Mn, vy,
en tales condiciones, es mas facil concluir que los organismos observados
participaron en la formacion de los precipitados metalicos. Tal es el caso de
depdsitos de ferromanganeso en tuberias hidroeléctricas a partir de los cuales
se recuperaron especies de Hyphomicrobium (Tyler y Marshall, 1967).
Asimismo, Ghiorse y colaboradores (Ghiorse, 1984) observaron y aislaron
especies de Leptothrix como el agente causante de las peliculas superficiales de
Mn en un lago de poca profundidad. En otros casos, es posible aislar facilmente
MOB de algun material, aunque éstas no son tan abundantes ni tan obviamente
responsables de los precipitados observados. Ademas, el aislamiento de una
MOB indica el "potencial" para la oxidacién de Mn en lugar de la "demostracion”
de la participacion directa con la precipitacién de metales en la naturaleza. Dado
gue tantos organismos son capaces de oxidar Mn (y por tantos mecanismos
diferentes), se debe tener precaucién en la interpretaciéon de reportes de alto
namero de oxidantes de Mn. Otro punto importante es que los métodos quimicos
utilizados para identificar los 6xidos de Mn son muy sensibles, y puede ser que
muchos organismos que se identifican como oxidantes de Mn en el cultivo nunca

acumulen tales precipitados en la naturaleza (Nealson, 2006).

3.1.3 Cultivo de MOB
Las MOB pueden obtenerse facilmente en cultivos puros y crecer bien en
medios liquidos o sélidos, siempre que se evite la toxicidad del Mn(ll). A
continuacion, se discuten algunos de los principios generales que deben
considerarse para el crecimiento de los oxidantes de Mn.
-Fuente de carbono: las fuentes de carbono simples (acetato, succinato,
glicerol, etc.) se usan generalmente para aislar MOB; para muchos de estos
organismos, la oxidacion de Mn en el cultivo se produce en la fase estacionaria

de crecimiento. Ademas, algunas fuentes de carbono disminuyen el pH del medio
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o reprimen la capacidad de oxidacion de Mn (Nealson, 2006). Muchos de los
medios utilizan niveles muy bajos de carbono, y en algunos medios los
aminoacidos sirven como la unica fuente de carbono organico. Con los
organismos recién aislados, se suele probar de forma rutinaria varias fuentes de
carbono para determinar la capacidad que poseen los mismos de crecer y oxidar
Mn.

-pH: dado que la oxidacion de Mn es fuertemente dependiente del pH, es
importante controlar el pH del medio. Mediante la adicion de un buffer que regule
cerca de la neutralidad, se puede evitar la oxidacion indirecta del Mn debido a
los cambios de pH. Rutinariamente se suele agregar 10—100 mM de buffer Hepes
aun pHde 7,0 -8,0.

-Vitaminas: En general, las MOB no son dificiles de cultivar, aunque muchos
medios de cultivo contienen un suplemento vitaminico o pequefias cantidades
de extracto de levadura al medio.

-Fuente de Mn: el tipo de sal de Mn(ll) utilizada (por ejemplo, acetato,
carbonato, cloruro, sulfato, etc.) es indistinto. Sin embargo, es recomendable
filtrar y esterilizar la solucion de Mn(ll) y agregarla al medio después del
autoclave. El autoclave puede conducir a la oxidacién parcial y la formacién de
particulas de 6xido de Mn que luego pueden unirse al Mn(ll) y catalizar su
oxidacion abidtica. En medios ricos, se puede agregar Mn en concentraciones
relativamente altas (es decir, milimolar) sin causar toxicidad. Sin embargo, a
medida que el medio se vuelve menos rico y hay menos compuestos organicos
para quelar el Mn(ll), se debe disminuir la concentracion de Mn para evitar la
inhibicién del crecimiento. Con organismos recién aislados, se realizan pruebas

rutinarias de crecimiento en medios con Mn en concentraciones de 10 - 100 pM.

El objetivo de este trabajo fue encontrar MOB cultivables autéctonas y
nuevas cuyo ultimo fin sea el desarrollo de un inéculo bacteriano aplicable para
acelerar y mejorar la eliminacion de Mn en plantas de tratamiento de aguas
subterraneas. Virtualmente, todos aquellos sistemas de filtracion biolégica que
se han expuesto a aguas con diferentes concentraciones de Mn y que
actualmente funcionan removiendo eficientemente este metal, contienen MOB y,
como hipoétesis de trabajo, se considero efectivo recuperar tales bacterias

nativas. Por lo tanto, se evaluaron los microbiomas de dos plantas de tratamiento
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biolégico de aguas subterraneas de nuestra regién que actualmente eliminan
Mn(ll) con alta eficiencia, una ubicada en Las Toscas (LT) y la otra en Villa
Ocampo (VO). En ambas plantas, la linea de tratamiento comprende una etapa
de aireacion, seguida por dos etapas de filtracion: una en un pre-filtro ascendente
(PF) compuesto por un lecho de grava y otra en un filtro rdpido convencional de
lecho de arena (Pacini et al., 2014). Ademas, se seleccionaron y aislaron MOB
que luego fueron evaluadas en funcion de sus capacidades de oxidacion de
Mn(ll) y de formacién de biofilm. Posteriormente, mediante el andlisis de la
capacidad para oxidar Mn(ll) de manera adaptativa en un entorno cambiante y
en aguas subterraneas, se determind la versatilidad de las distintas MOB
caracterizadas, algunas de las cuales tendrian la capacidad de sobrevivir bajo
condiciones adversas y evitar los problemas a los que se enfrentaria un
microorganismo exdgeno cuando es inoculado por bioaumentacion. En general,
estos estudios permitieron la seleccion de candidatos bacterianos
potencialmente aplicables para el desarrollo de futuras estrategias para la

optimizacién de los procesos de eliminacion de Mn(ll) de aguas subterraneas.

3.2 Materiales y Métodos:

3.2.1 Recoleccién de Muestras

Se tomaron muestras de dos plantas de filtracion biologica a gran escala
ubicadas en las localidades de VO (28° 29' 20,8" Sur; 59° 20' 29,5" Oeste) y LT
(28° 21' 28,2" Sur; 59° 15' 48,2" Oeste), en la provincia de Santa Fe, Argentina.
La planta de tratamiento de VO ha estado en funcionamiento desde el afio 2011
y la planta de LT desde el 2013 y ambos sistemas fueron construidos usando la
tecnologia BioCIS-UNR® (Figura 3.1.). En ambas plantas, el tratamiento
comprende una etapa de aireacion, seguida de dos pasos de filtracién: uno en
un pre-filtro (PF) compuesto por un lecho de grava y luego en un filtro rapido
convencional de lecho de arena (F) (Pacini et al., 2014).

Las muestras de agua subterranea se recolectaron de la cisterna principal
gue contiene el agua de entrada antes de la unidad de aireacion. Los datos de
calidad del agua subterranea y de los efluentes del agua tratada se obtuvieron a

través de una colaboracion con las comunas de las plantas de VO y LT:
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Cooperativa de Servicios Las Toscas (CODELSELT) y Cooperativa Telefonica
Villa Ocampo Ltda. (COTELVO), y del CIS, utilizando métodos estandar (Rice et
al., 2017). Las muestras de biofilms y precipitados de Mn acumulados sobre el
material filtrante, la grava (20 a 30 mm) de los pre-filtros y la arena (0,9 a 1,0
mm) de los filtros, se recolectaron en botellas de polietileno estériles. Los
materiales recolectados utilizados para cultivar y aislar bacterias se pusieron
inmediatamente en hielo y luego se conservaron a 4 °C hasta su uso. Parte del
material se utilizo para extracciones de ADN; y en este caso, las muestras se
congelaron inmediatamente en Nitrogeno liquido y se mantuvieron congeladas
hasta su uso.

A B)

Figura 3.1. Plantas de tratamiento de remocién biolégica de Mn de aguas.
A) Planta de tratamiento de Villa Ocampo. El proceso de tratamiento
consiste en un paso de aereacion seguido de una doble filtracion biol6gica
(Proceso BioCIS-UNR®). Se inaugurd en el afio 2013. Caudal Tratado: 120 m3
h-1. Abastece a una poblacion de 22.000 habitantes.

B) Planta de tratamiento de Las Toscas. El proceso de tratamiento
consiste en un paso de aereacion seguido de una doble filtracion biol6gica
(Proceso BioCIS-UNR®). Se inauguré en el afio 2011. Caudal Tratado: 100 - 150
m? hl. Abastece a una poblacién de 14.000 habitantes

3.2.2 Procesamiento de las Muestras

3.22.1 Extraccion de ADN de Muestras de Arena
Se utilizaron 10 g de arena por muestra para la extraccion de ADN
genodmico microbiano que se realizo con el kit PowerMax Soil DNA® (MOBIO
Lab., Inc., Cat: 12888-50), siguiendo las indicaciones del fabricante. La calidad

del material extraido fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa
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0,8 %. Para la cuantificacion se realizé el ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA

Assay Kit (Invitrogen, Cat: P7589), segun el protocolo del fabricante.

3.2.2.2 Preparacion de la Biblioteca de Genes 16S ARNr

La biblioteca de genes 16S ARNTr se realiz6 segun el procedimiento descrito
en la Guia de preparacion de muestras 16S de lllumina. Brevemente, para la
preparacion de la biblioteca, se amplifico la region V3 y V4 del gen 16S ARNr a
partir de 12,5 ng de ADN. Esta region del gen 16S ARNr se amplific6 mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (95 °C durante 3 min, seguido de
25 ciclos a 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, seguido
de una extension final a 72 °C durante 5 min) usando los cebadores universales:
341F (5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGG
CWGCAG-3") y 805R: (5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3)).

Las PCR se realizaron por triplicado, lo que significa que cada muestra se
amplifico en 3 réplicas de reacciones de PCR de 25 L que contenian 2,5 pL de
ADN (5 ng pLt), 5 yL de cada cebador (1 uM) y 12,5 pyL de 2X KAPA HiFi
HotStart ReadyMix. Las tres muestras amplificadas se agruparon en un solo
volumen (75 pL) y se purificaron con perlas magnéticas utilizando el kit AMPure
XP (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, EE. UU.) siguiendo las
instrucciones del manual de uso.

A continuacién, se usaron 5 uL de ADN purificado para la segunda PCR
con los cebadores de los indices Nextera XT (N7xx y S5XX). El programa para
esta PCR es el mismo que para la PCR del 16S ARNr, con la salvedad de que
solo se realizan 8 ciclos de amplificacion. La mezcla de 50 pyL de PCR contenia,
ademas del ADN purificado, 5 uL de cada cebador (1 uM), 25 uL de 2 KAPA HiFi
HotStart ReadyMix y 10 yL de agua de calidad PCR. Se realiz6 una segunda
purificacion con el kit AMPure XP (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis,
EE. UU.) para purificar el ADN resultante. Se cuantificé la concentracion de la
biblioteca utilizando el kit de ensayo Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EE. UU.) segun el protocolo del fabricante y se
desnaturaliz6 con NaOH antes de la secuenciacién en la plataforma Illumina

MiSeq (lllumina, Inc.).
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3.2.2.3  Secuenciacién y Asignhacién Taxonémica

El procesamiento previo de los datos de secuencias, la clasificacion y la
asignacion taxondémica se realizaron como se describié anteriormente (Pifiero et
al., 2017). Brevemente, el control de calidad de las lecturas se realizd con
FastQC v0.11.5 5 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y
multiQC (http://multigc.info/). La unién de las lecturas se realizé utilizando el
software PEAR (http://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/). El filtrado de las
lecturas por calidad y longitud se realizé con los programas FASTQX-Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) y BBMap
(https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Las secuencias FASTQ concatenadas
y filtradas se convirtieron al formato FASTA y se eliminaron las secuencias que
contienen "N". Para eliminar las secuencias identificadas como quimeras, se
utilizé el software VSEARCH (https://github.com/torognes/vsearch) tomando
como referencia la base de datos del Proyecto Ribosome Database (RDP;
https://rdp.cme.msu.edu/). Las secuencias restantes se agruparon en unidades
taxonomicas operativas (OTU) a un nivel de similitud del 97 % con una estrategia
de referencia abierta implementada en QIIME (http://giime.org/), utilizando
SortMeRNA (http://bioinfo.lifl.fr/RNA/sortmerna/) para la seleccién de referencia
contra la base de datos SILVA  (v119) y SUMACLUST
(https://git. metabarcoding.org/obitools/sumatra/wikis’home) para la seleccion del
OTU. La clasificacion taxondémica se implementd utilizando la taxonomia
asignada por el script incluido en QIIME. Esto fue realizado por el servicio del

Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (https://www.indear.com/). Las

secuencias de lllumina se depositaron en la base de datos SRA que esta
disponible en NCBI con el siguiente acceso: PRINA514808.

3.2.3 Seleccién y Aislamiento de MOB

Se tomaron porciones representativas de material filtrante (5 g), se
resuspendieron en 50 mL de solucion isotonica estéril de NaCl 15 mM y se
vortexearon vigorosamente para disgregar los biofilms bacterianos.
Posteriormente, se prepararon diluciones adecuadas de estas suspensiones
(101 a 10 y se plaguearon 0,1 mL de cada dilucién en tres medios de cultivo
diferentes. Los medios de cultivo utilizados para el proceso de seleccion y
aislamiento se describen en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Medios de cultivo para la seleccion y aislamiento de MOB.

Medio de Composicién Referencia
Cultivo
Medio-PC Extracto de levadura 0,05 g L (Tyler y Marshall,
1967)

Medio-Mn FeS04.7H20 3,7 uM; peptona 2,0 g L?;

extracto de levadura 0,5 g L1; buffer (Stein et al., 2001)

Hepesl0 mM pH=7,5

Medio-Lept Extracto de levadura 0,5 g L%, (Boogerd y de
casaminoacidos 0,5 g L%; glucosa 5 Vrind, 1987)
mM; CaCl2 0,48 mM; MgS04 0,83 mM;

FeS04.7H20 3,7 uM; Hepes 10 mM
pH=7,5; ZnS040,15 yM; CoCl2 0,08 uM;
NazMo0O4 0,06 uM).

Los medios de cultivo para el aislamiento de bacterias provenientes de las
muestras de VO se prepararon utilizando agua subterranea de VO y los medios
para el aislado de bacterias a partir de muestras de LT se prepararon con agua
subterrdnea de LT, en lugar de agua destilada. Se tuvo en cuenta que el agua
subterranea de LT contiene 8 uM de Mn(ll) (~ 0,43 mg L) y el agua de VO
contiene 6 uM de Mn(ll) (~ 0,33 mg L) (Tabla 3.3.), y se suplementd con MnSO4
para alcanzar una concentracion final de 100 uM. Las placas se incubaron a 28
°C y se examinaron periddicamente hasta observar la aparicién de colonias con
centros o bordes oscuros como se evidencian los depdsitos de 6xidos de Mn.
Las colonias oscuras identificadas fueron aisladas y plagueadas en el mismo
medio, suplementado o sin suplementar con MNSO4 100 uM, para confirmar que
en ausencia de Mn las colonias de MOB perdian tal coloracion. Posteriormente
se tifleron las colonias oscuras con el colorante azul de Leucoberbelina
(Leucoberbelin Blue, LBB), preparada en 45 mM de acido acético en una
concentracion 0,04 % p/v. En presencia de Mn(lll) o Mn(1V), la LBB es oxidada
produciendo un color azul (Krumbein y Altmann, 1973; Tebo et al., 2007b) y este
test se utilizdé para confirmar que el color oscuro de las colonias correspondia

especificamente a 6xidos de Mn (Figura 3.4.).

3.2.3.1  Conservacion de Cepas
Cultivos en medio LB liquido (Bertani, 1951) de colonias individuales de
cada aislamiento seleccionado fueron guardadas mediante crioconservacion. Se

vertieron 800 uL de tales cultivos en tubos tipo eppendorf estériles de 1,5 mL de
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capacidad y se adicionaron finalmente 200 uL de glicerol estéril en cada tubo,
como agente crioprotector. Cada tubo se identific correctamente y se deposito
en una caja de carton, dividida en compartimentos internos para ser
almacenados en freezer a -70° C. La construccion de este cepario se realizo para
permitir la utilizaciéon de las MOB en futuras investigaciones, adquiriendo un
especial interés los estudios vinculados con la formulacion de in6culos para

ensayos de remocién de Mn de aguas.

3.2.3.2 Identificacién Molecular de las MOB Cultivadas
Se picaron colonias aisladas de las cepas seleccionadas y se
resuspendieron en 30 YL de agua destilada estéril para luego ser calentadas
durante 8 min a 94 °C. Se tomaron alicuotas de 5 yL como templado para realizar
la amplificacion por PCR del gen 16S ARNr usando el par de oligonucleétidos
universales FD1 y RP1 (Clarridge, 2004). Las secuencias de oligonucleétidos
utilizadas para la identificacion molecular de los aislados obtenidos durante este

trabajo de tesis se detallan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Oligonucledtidos para la identificacion de MOB.

Nombre Secuencia 53’ Referencia

fD1 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Clarridge,
2004)

rP1 cccgggatccaagcttACGGTTACCTTGTTACGACTT (Clarridge,
2004)

Los productos de amplificacion (1500 pb) se purificaron con el kit Wizard®
SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega) y se secuenciaron mediante la
secuenciacion Sanger en la Universidad de Maine, Estados Unidos. Se
obtuvieron las secuencias de ambas hebras del gen 16S ARNr y se utiliz6 el
modulo Seq-Builder del paquete de software Lasergene 7 DNASTAR (Burland,
2000) para convertir las secuencias reversas en secuencias reversas
complementarias. Las mismas se alinearon con las secuencias Forward
utilizando el moédulo MegAlign del mismo paquete (Burland, 2000). Las
secuencias de nucleotidos consenso obtenidas luego del alineamiento se
compararon con las secuencias del gen 16S ARNr depositadas en la base de

datos SILVA para determinar las identidades de las bacterias.
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3.2.3.3  Andlisis por MALDI-TOF MS

Se realizé la identificacion bacteriana a nivel de especie basada en la
espectrometria de masas, especificamente en el MALDI-TOF MS, por su sigla
en inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer (Dingle y Butler-Wu, 2013; Welker y Moore, 2011). Este ensayo se
realiz6 en colaboracion con el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Especialidades Médicas Ambulatorias de Rosario (CEMAR). El equipamiento
MALDI-TOF se utiliza para la identificacion rapida, segura y confiable de
microorganismos aislados de muestras clinicas. La identificacién se realizé a
partir de una colonia aislada de los microorganismos de interés, las cuales se
extendieron con un palillo de forma separada sobre una placa de metal pulido
re-utilizable. Esta placa permite la aplicacién de 96 muestras para ser analizadas
en una misma corrida. Sobre cada colonia se aplicé 1 uL de acido formico al 70
% para lisar las bacterias y luego se afiadié 0,5 uL de una solucion de matriz
MALDI (70/30 de acetonitrilo/agua), la cual se cristalizé dejandose secar a
temperatura ambiente. Esta matriz cumple dos roles fundamentales; primero
expone las proteinas intracelulares mediante la ruptura de la membrana celular
y segundo, facilita la vaporizacion y la ionizacién de las proteinas mediante un
haz de laser pulsante. Una vez ionizadas estas proteinas viajan por una camara
de vacio siendo detectadas al final (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
Dependiendo de la relacion masa/carga de cada fragmento sera el tiempo que
ésta demore en llegar al final. Este "tiempo de vuelo" es utilizado para construir
el espectro especifico de las masas. Dado que un microorganismo analizado en
el MALDI-TOF MS entregara siempre el mismo espectro de masas, se han
disefiado archivos con los espectros de masas de la fragmentacion de péptidos
y proteinas que presentan los distintos microorganismos para una misma
emision del laser y una misma distancia de migracion.

Los espectros generados fueron analizados utilizando el software
FlexControl (version 3.4) para realizar la identificacion. Los espectros se
analizaron con el software BioTyper (version 471 3.1.66; Bruker) y la base de
datos MBT DB-5627 provista por el fabricante. Para la identificacién por MALDI-

TOF MS a nivel de especie, se consideraron aquellos con un score = 2.0.
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3.24 Caracterizacion de las MOB Seleccionadas

3.24.1 Ensayos de Oxidacion de Mn(ll)

Se cuantificé la oxidacion de Mn(ll) en medio sélido, usando el colorante
LBB, tal como se describié previamente (Geszvain et al.,, 2011; Krumbein y
Altmann, 1973; Tebo et al., 2007a) con las siguientes modificaciones. Se
crecieron las bacterias en medio LB liquido con agitaciéon hasta crecimiento
exponencial y luego se realizaron diluciones hasta una densidad Optica de 0,1 a
600nm (DOe00=0,1) en el mismo medio. Gotas de 20 uL de las diluciones de cada
cultivo se plaquearon en el medio apropiado conteniendo MNnSO4 100 uM. Como
control, se usaron placas sin Mn(ll) en el medio de cultivo. A diferentes tiempos
(dias), las células provenientes de una gota fueron removidas con un ansa y
resuspendidas en 1 mL de buffer Hepes 10 mM (pH=7,5). Para cuantificar los
oxidos de Mn producidos, se agregaron 500 pL de una solucién de LBB 0,04 %
(p/v) en 45 mM de &cido acético. Las muestras se vortexearon durante 30 sy se
centrifugaron 5 min a 6000 g para remover las células. Luego, se midi6 la
absorbancia a 618 nm de los sobrenadantes usando un Synergy Reader, BioTek.

Para relativizar las medidas entre las diferentes bacterias, cada pellet
celular fue lavado con buffer Hepes 10 mM (pH=7,5), resuspendido en 1 mL del
mismo buffer conteniendo PMSF 1 mM, sonicado, y las proteinas totales fueron
medidas por el método Bradford (Bradford, 1976). La capacidad de oxidacién de
Mn se calculé como ODsisnm/concentracion de proteinas totales (mg mL). Se
realizaron cuatro experimentos independientes y en las figuras se observan los
valores promedios y desvios estandar (DS). Los datos se analizaron
estadisticamente haciendo ANOVA (p <0,05). Estos ensayos se realizaron a
diferentes temperaturas de crecimiento (18 °C, 28 °C y 37 °C) y variando la
concentracion inicial de Mn(ll) (100 pM, 150 uM y 200 uM). Ademas se evalud la
cuantificacion de la oxidacion de Mn(ll) en presencia del ion metalico Fe(ll)
suplementado al medio de cultivo estandar (Mn(ll) 100 uM) en concentraciones
5 uM, 10 uM, 25 uM y 100 uM.
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3.2.4.2 Crecimiento Bacteriano

Se crecieron las bacterias como se describe previamente (ensayos de
oxidacion de Mn(ll)) en el medio apropiado conteniendo MnSO4 100 uM. Como
control, se usaron placas con medio de cultivo sin Mn(ll). A diferentes tiempos
(dias) se removieron las células provenientes de una gota con un ansa y se
resuspendieron en 1 mL de NaCl 15mM, se realizaron diluciones seriadas, y se
plaquearon en placas de medio PC solido. Se eligio este medio de cultivo porque
las colonias alcanzan un menor tamafio y crecen de forma mas definida,
facilitando el recuento de las mismas. Se realizaron recuentos de colonias a
diferentes tiempos de incubacion a 28 °C, y los resultados se presentan como
log UFC mL™1.

3.2.4.3 Ensayos de Formacion de Biofilm

Para los ensayos de formacién de biofilm, los cultivos de bacterias crecidas
en medio LB con agitacién hasta fase de crecimiento exponencial fueron diluidos
1:10 en el mismo medio de cultivo. Se colocé un total de 2 mL de solucion
bacteriana diluida, con o sin MnCl2 100 uM, en tubos de ensayo y se incubaron
estaticamente a 28 °C. A diferentes tiempos, se cuantificaron los biofilms por
tincion con cristal violeta (CV) como se describié previamente (Zimaro et al.,
2014). Todos los ensayos fueron realizados al menos por triplicado para ambas
condiciones, con y sin Mn. Los valores expresados representan el promedio de
tres tubos para cada cepa; los datos fueron analizados estadisticamente usando
ANOVA (p <0,05).

3.2.4.4 Ensayos de Interaccion en el Crecimiento entre MOB
Se estudiaron interacciones en el crecimiento entre diferentes cepas como
se describe previamente (Li et al., 2016). Brevemente, 100 pyL de un cultivo en
fase estacionaria de cada cepa fue plaqueado en medio LB agar. Se dejaron
secar los cultivos sobre el agar y por encima se colocaron gotas de cultivos en
fase estacionaria del resto de las cepas bacterianas. Se incubaron estaticamente
a 28 °C por 24 — 48 h. La inhibicién del crecimiento de una bacteria por otra fue

determinanda por el diametro del halo de inhibicion alrededor de cada gota.
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3.2.45 Cuantificacién de la Oxidacion de Mn(Il) en Agua Efectuada

por MOB Inmovilizadas en Arena

Se crecieron las bacterias hasta fase de crecimiento estacionaria en medio
LB. Las mismas fueron centrifugadas y resuspendidas en el mismo medio.
Posteriormente, se incubaron 50 mL de cada una de estas suspensiones
bacterianas en presencia de 80 g de arena estéril de un tamafio de 0,9-1,0 mm
(similar a la arena usada en los sistemas de filtracion biologicos de agua BioCIS-
UNR®) en frascos Erlenmeyer de 1 L por 5 d. Luego, se removio el LB, las arenas
se lavaron cuatro veces con agua estéril y se agregaron 50 mL de agua cruda
de VO estéril, suplementada con MnCl2 hasta una concentracion final igual a 100
MM. Al cabo de 7 d de incubacién se midio la oxidacion de Mn(ll) por el ensayo
con LBB a 30 °C. Se utilizaron como control muestras de arena estéril sin
inocular. La concentracion de MnOx se determind usando una curva de
calibracion que fue generada con distintas concentraciones conocidas de Mn(1V)
(KMnO4) a las cuales se les adicion6 un volumen constante de LBB y
posteriormente se determind su absorbancia a 618nm.
Se realizaron tres experimentos independientes. Se analizaron los datos
estadisticamente usando ANOVA (p <0,05).

3.3 Resultados

3.3.1 Andlisis Fisico-quimico de las Aguas de Las Toscas y Villa
Ocampo

Los sistemas de filtracion biolégica de Fe y Mn de LT y VO actualmente
funcionan eficientemente para la remocién de ambos metales utilizando los
microorganismos que naturalmente estan presentes en las respectivas aguas
subterraneas, constituyendo buenos sistemas para asilar MOB.

Se recolectaron muestras tanto de las aguas subterrdneas como de los
respectivos efluentes primarios de las plantas de tratamiento de LT y VO a fin de
analizar los parametros fisico-quimicos de las mismas. Las caracteristicas
basicas de las dos aguas crudas influentes se listan en la Tabla 3.3. El analisis
mostré que ambas aguas crudas poseian un pH ligeramente &cido, y presencia
de Fe y Mn. El contenido de Fe fue de 1,27 + 0,08 y 1,61 + 0,06 mg L* en el caso
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del agua cruda de LT y VO, respectivamente. Posterior al tratamiento (Efluente
Planta) los valores de Fe son de 0,11 + 0,03y 0,13+ 0,04 mg Lten LT y VO,
respectivamente, valores que estan dentro de los limites de concentraciones de
Fe en aguas permitidos de nuestra provincia (Tabla 1.1.). El contenido de Mn fue
de 0,43 + 0,05y 0,33 + 0,07 mg L* en el caso de agua cruda de LT y VO,
respectivamente. Luego de la filtracion (Efluente Planta) los valores de Mn son
de 0,049 + 0,001 y 0,053 + 0,001 mg L' en LT y VO, respectivamente,
correspondiendo también a valores que estan dentro de los limites de
concentraciones de Mn en agua permitidos de nuestra provincia (Tabla 1.1.).
Las principales diferencias entre ambas calidades de agua subterranea
fueron una mayor concentracion de sulfato, fluoruro y sodio en LT y amonio en
VO (Tabla 3.3.). Actualmente, ambas plantas pueden eliminar con alta eficiencia
el tanto el Mn y el Fe como el amonio presentes en las aguas crudas (Tabla 3.3.).
Los otros parametros fisico-quimicos no mostraron variacion entre el agua
subterranea cruda y las aguas del efluente (Tabla 3.1), pero estan dentro de los
limites aceptables establecidos por la ley Argentina (Ley No. 11,220 Anexo A).
Debido a la alta eficiencia de remocién de Mn(ll), ambas plantas fueron
seleccionadas en este trabajo para el estudio de las comunidades bacterianas

presentes y para el aislamiento de MOB.

Tabla 3.3. Caracteristicas fisico-quimicas del agua cruday de los efluentes
y rendimiento de las plantas de tratamiento de aguas de LTy VO.

Parametro Aguacruda | Efluente | Aguacruda| Efluente
LT Planta LT VO Planta VO
Temperatura (°C) 2610,4 2610,3 2610,3 2610,3
pH 6,6+0,2 6,5+0,2 6,4+0,1 6,60,1
Manganeso*(mg L'!) | 0,43+0,05 | 0,049+0,001 | 0,33+0,07 | 0,053+0,001
Hierro*(mg L) 1,27+0,08 0,11+0,03 1,61+0,06 0,13+0,04
Amonio (mg L?) 0,1+0,03 0,01+0,001 | 0,21+0,01 | 0,02+0,001
Nitrito (mg L) 0,006+0,001 | 0,006+0,001 | 0,006+0,001 | 0,006+0,001
Nitrato (mg L) 1,2+0,1 1,1+0,1 0,9+0,2 0,7+0,2
Sulfato (mg L) 304,0+0,8 302+0,9 49,0+0,9 51+0,9
Bicarbonato (mg L) 3794 37514 312+3 31845
Fluoruro (mg L) 1,104+0,05 0,90+0,05 | 0,200+0,002 | 0,14+0,01
Sodio (ppm) 644+1 644+1 2072 161+2
Cloruro (mg LY) 47612 20247 40545 20017
Calcio (mg L) 856 81+4 131+4 13645
Magnesio (mg L?) 46+1 42+1 17,0+0,8 19+0,7
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*La concentracién de Mn fue igual a 8 uM y 6 uM en el agua subterranea de LT
y VO, respectivamente. La concentracion de Fe fue igual a 23 uM y 28 uM en el
agua subterranea de LT y VO, respectivamente.

3.3.2 Caracterizacion de la Diversidad Bacteriana Asociada a los
Filtros de Remocién Biolégica de Mn(ll) de Las Toscas y Villa Ocampo

En las plantas de tratamiento bioldgico, la eliminacién de Mn(ll) del agua
puede realizarse tanto en el pre-filtro como en el filtro (Pacini et al., 2005) . Es
por ello que se recolectaron muestras de todas las etapas de filtracién de las
plantas de tratamiento de LT y VO y se caracterizaron las comunidades
bacterianas presentes en estas muestras a través de la secuenciacion masiva
del gen 16S ARNr, mediante el sistema MiSeq de lllumina.

En este enfoque, las unidades taxondmicas operacionales (Operational
Taxonomic Units, OTU), se definen como agrupaciones de variantes de
secuencia similares de la secuencia del gen marcador 16S ARNr y cada uno de
estos grupos pretende representar una unidad taxondmica de una especie o
género de bacterias en funciébn del umbral de similitud de secuencia.
Normalmente, el OTU se define por un umbral de identidad del 97 % de las
secuencias del gen 16S ARNTr para distinguir las bacterias a nivel de género.

Las curvas de rarefaccion de todos los microbiomas tendieron a una
asintota, indicando que la profundidad de la secuenciacion fue suficiente para
una exploracion exhaustiva de las comunidades bacterianas presentes en estas
fracciones. El pre-filtro de LT, el filtro de LT y el pre-filtro de VO tuvieron la mayor
riqgueza de especies, y las muestras del filtro de VO tuvieron la menor riqueza de
especies de todas las comunidades bacterianas analizadas (Figura 3.2.A). El
indice de Shannon revel6 que la diversidad y la riqueza de la comunidad
bacteriana resultaron ser filtro de LT > pre-filtro de LT > pre-filtro de VO > filtro
de VO (Figura 3.2.B).
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Figura 3.2. a-diversidad derivada de la secuenciacion masiva del gen 16S
ARNr de bacterias asociadas a muestras de las plantas de remocién de
Mn(ll) de LT y VO.

Aquellas secuencias con similitud >97 % se trataron como unidades taxonémicas
operativas y fueron consideradas como especies "estrechamente relacionadas".
(A) Numero de OTUs observados para el PF y F a partir de los microbiomas
obtenidos de las Plantas de LT y VO (denominados PF-LT, F-LT, PF-VO y F-
VO).

(B) La diversidad y riqueza bacteriana de cada muestra de LT y VO, estimadas
por el indice de diversidad de Shannon a partir de los datos de OTU, fue mas
alta para las muestras de F-LT seguidas de PF-LT, PF-VO y el valor mas bajo
se observaron en F-VO.

Las OTU identificadas representaron a 27 filos bacterianos diferentes cuyas
abundancias se pueden ver detalladas en la Figura 3.3 y en la Tabla 3.4. Tanto
en LT como en VO, los grupos dominantes estuvieron afiliados con cuatro
subclases de Proteobacterias: Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria y Deltaproteobacteria (Figura 3.3. y Tabla 3.4.). Ademas, en
ambas plantas, Nitrospirae fue el segundo grupo mas abundante. Los otros
grupos encontrados estaban afiliados con los filos Acidobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Planctomycetes, Cyanobacteria y Bacteroidetes. Por otro lado, los
filos Verrucomicrobia y Chlamydiae fueron abundantes en las muestras del filtro
de VO (Figura 3.3. y Tabla 3.4.).
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Figura 3.3. Composicién taxondmica de bacterias del pre-filtro de LT (PF-
LT), filtro de LT (F-LT), pre-filtro de VO (PF-VO) y filtro de VO (F-VO). La
abundancia relativa de los diferentes filos se representa a lo largo del eje vertical

con diferentes colores.

Los resultados que se describen en esta Figura, se realizaron en colaboracion
con la Lic. Lucila Ciancio, estudiante de Doctorado en Ciencias Bioldgicas.

Tabla 3.4. Abundancia y distribucion de todos los filos bacterianos
encontrados en las muestras de PF-LT, F-LT, PF-VO y F-VO mediante la
secuenciacion masiva del gen 16S ARNr.

Taxonomia %PFLT | % FLT | % PFVO | %F VO
Sin asignacion 2,3 3,8 1,1 1,2
Acidobacteria 2,8 1,6 6,7 4.8
Armatimonadetes 0,5 0,2 0,0 0,0
Bacteroidetes 4,2 4.6 2,8 2,0
Chlamydiae 0,0 0,0 1,1 2,8
Chloroflexi 1,4 0,3 3,3 0,0
Cyanobacteria 1,6 4,0 54 0,2
Elusimicrobia 0,2 0,1 0,0 0,0
Firmicutes 0,1 3,1 0,0 0,0
Fusobacteria 0,1 1,5 0,0 0,0
GNO2 0,3 0,6 0,0 0,0
GNO0O4 0,0 0,1 0,3 0,0
Gemmatimonadetes 0,1 0,2 0,0 0,0
NKB19 0,1 0,1 0,2 0,2
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Nitrospirae 7,6 5,8 24,9 25,4
OD1 0,0 0,0 0,2 0,0
OP3 0,1 0,1 0,0 0,0
Planctomycetes 2,6 2,5 5,4 3,1
Proteobacteria (Alpha) 11,6 7,8 7,0 9,7
Proteobacteria (Beta) 34,1 43,4 25,2 11,1
Proteobacteria (Delta) 2,2 7,0 4,6 9,9
Proteobacteria (Epsilon) 15 0,4 0,1 0,0
Proteobacteria (Gamma) 25,1 9,4 9,6 5,5
Proteobacteria (Zeta) 0,0 0,0 0,5 0,0
SBR1093 0,0 0,0 0,1 0,0
T™M7 0,0 0,0 0,2 0,0
Verrucomicrobia 14 3,5 0,9 24,1
WS3 0,0 0,1 0,1 0,0

El analisis basado en los perfiles de la comunidad bacteriana a nivel del
género se detalla en la Tabla 3.5. Se revel6 que una gran cantidad de OTUSs,
tanto de la planta de LT como de VO, correspondian a géneros bacterianos que
previamente han sido descriptos en la literatura como MOB tales como:
Pseudomonas (Cerrato et al., 2010; Geszvain et al., 2016), Crenothrix (Cheng et
al., 2017), Hydrogenophaga (Marcus et al., 2017), Leptothrix (Burger et al., 2008;
Hope y Bott, 2004), Erythrobacter (Francis y Tebo, 2001), Hyphomicrobium
(Northup et al., 2003), Variovorax (Stein et al., 2001), Rhodobacter (Templeton
et al., 2005), Sphingomonas (Francis y Tebo, 2001), Flavobacterium (Akob et al.,
2014), Acinetobacter (Beukes y Schmidt, 2012; Tsuiji et al., 2017) y Acidovorax
(Tsuji et al., 2017). Ademas, bacterias conocidas que oxidan el Fe tales como
Gallionella y Rheinheimera (Chen et al., 2013; Fleming et al., 2014; Yang et al.,
2014), estuvieron presentes tanto en LT como en VO, en consonancia con la

presencia de Fe(ll) en ambas aguas subterraneas (Tabla 3.5.).

Tabla 3.5. Abundancia y distribucion de todos los géneros bacterianos
encontrados en las muestras de PF-LT, F-LT, PF-VO y F-VO mediante la
secuenciacion masiva del gen 16S ARNr.

Taxonomia %PFLT | %FLT | % PFVO | %F VO
Sin asignacion 2,1 3,8 1,1 1,2
Paludibacter 0,0 0,4 0,0 0,0
Blvii28 0,0 0,6 0,0 0,0
Flectobacillus 0,4 0,1 0,0 0,0
Flavobacterium 0,2 0,1 0,0 0,0
Sediminibacterium 0,6 0,2 0,5 0,1
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Haliscomenobacter 0,2 0,3 0,1 0,0
Parachlamydia 0,0 0,0 0,1 0,0
Rhabdochlamydia 0,0 0,0 0,0 2,7
Spirulina 0,1 0,3 0,1 0,0
Phormidium 0,0 0,8 0,0 0,0
Leptolyngbya 0,0 0,0 0,2 0,0
Acidaminobacter 0,0 0,3 0,0 0,0
Fusibacter 0,0 1,3 0,0 0,0
PSB-M-3 0,0 0,7 0,0 0,0
Nitrospira 7,4 5,6 24,5 25,4
GOUTA19 0,1 0,0 0,4 0,0
Gemmata 0,1 0,0 0,1 0,0
Al7 0,0 0,0 0,3 0,2
Pirellula 0,1 0,0 0,8 0,0
Planctomyces 0,9 0,8 0,7 1,3
Phenylobacterium 0,1 0,0 0,0 0,0
Rhodoplanes 0,0 0,0 0,1 0,1
Methylosinus 0,1 0,1 0,4 0,0
Agrobacterium 0,0 0,3 0,0 0,0
Rhodobacter 0,1 0,3 0,0 0,0
Rubellimicrobium 0,1 0,2 0,0 0,0
Kaistobacter 0,2 0,7 0,0 0,0
Novosphingobium 0,1 0,1 0,0 0,0
Sphingomonas 0,2 0,0 0,0 0,9
Sphingopyxis 0,1 0,1 0,0 0,0
Acidovorax 0,6 0,1 0,0 0,0
Comamonas 0,3 0,1 0,1 0,0
Hydrogenophaga 2,1 1,0 1,0 1,3
Leptothrix 0,1 0,1 0,0 0,0
Limnobacter 0,1 0,1 0,6 0,0
Methylibium 0,1 0,0 0,1 0,0
Variovorax 0,1 0,2 0,1 0,0
Cupriavidus 0,3 0,1 0,0 0,0
Gallionella 6,2 8,9 7,2 1,2
Chromobacterium 0,0 0,0 0,0 0,1
Vogesella 0,8 0,1 0,1 0,0
Azoarcus 0,4 4.8 0,0 0,0
Dechloromonas 0,9 1,5 0,0 0,0
Sulfuritalea 0,1 0,3 0,0 0,0
Bdellovibrio 0,5 0,3 0,4 8,4
Geobacter 0,1 3,6 1,5 0,0
Arcobacter 1,5 0,4 0,0 0,0
Sulfuricurvum 0,0 0,0 0,1 0,0
Cellvibrio 5,6 1,2 0,6 0,3
HTCC 0,1 0,0 1,6 0,4
Shewanella 0,1 0,2 0,0 0,0
Rheinheimera 4.7 1,7 1,2 0,1
Erwinia 0,1 0,2 0,0 0,0
Crenothrix 0,5 0,4 1,0 1,9
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Methylomonas 0,2 0,1 0,0 0,0
Acinetobacter 0,8 0,1 0,0 0,0
Perlucidibaca 0,1 0,0 0,9 1,2
Pseudomonas 5,9 1,6 0,3 0,3
Methylophaga 0,8 0,3 0,0 0,0
Mariprofundus 0,0 0,0 0,5 0,0
3.3.3 Seleccién y Aislamiento de Bacterias Oxidantes de Mn

Luego de determinar la diversidad de la comunidad bacteriana presente en
las plantas de tratamiento de aguas de LT y VO y de corroborar que existe una
abundante proporcidén de géneros previamente descriptos en la literatura como
MOB (Tabla 3.5.), se procedi6é al aislamiento de estas bacterias. Se utilizaron
como indculo inicial muestras de arena provenientes del PF y F de ambas plantas
de tratamiento de aguas. El procedimiento utilizado para el reconocimiento de
las bacterias de interés (Materiales y Métodos Seccion 3.2.3.) se representa en
la Figura 3.4., mediante el cual se obtuvieron 202 aislados putativos oxidantes
de Mn(ll). En la Tabla 3.6. se resume el numero de aislados obtenidos con cada

medio de cultivo utilizado para la selecciéon.

A B

Figura 3.4. Crecimiento de bacterias oxidantes de Mn en medio sélido.

A) Se muestra un ejemplo representativo de como fueron identificadas las MOB.
Se puede observar la deteccién de color oscuro debido a los 6xidos depositados
alrededor de las células en medios suplementados con de MnSO4 100uM (placa
de la derecha) y la desaparicion del color oscuro de las bacterias oxidantes de
Mn en ausencia de Mn en el medio de cultivo (placa de la izquierda).

B) Para confirmar que el color marrén corresponde a oxidos de Mn, se realizo
una tincion con el colorante LBB; el color azul indica la presencia de 6xidos de
Mn (las colonias tefiidas se sefialan con un circulo).
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Tabla 3.6. Niamero de aislamientos obtenidos a partir de medios selectivos

conteniendo Mn(ll).

Medio de Cultivo

NUmero de Aislamientos

LT VO
Medio PC 54 34
Medio Mn 3 40
Medio Lept 43 28
Total 100 102

3.3.3.1 Identificacién Molecular de las MOB Seleccionadas
El andlisis de las secuencias del gen 16S ARNr de las 202 MOB

seleccionadas revel6 diferentes perfiles de géneros bacterianos entre las
muestras de VO y LT (Figura 3.5.).

A)

Pre-Filtro Las Toscas

Pre-filtro Villa Ocampo

B Pseudomonas
B Flavobacterium
B Herpetosiphon
[ Streptomyces

1 Cupriavidus

| egionella

W Cryseobacterium

W Pseudomonas
W Sphingomonas
W Flavobacterium
[ Acidovorax

W Rhodobacter
& Ensifer

© Noviherbaspirillum

B Rizobium
W Sphingopyxis
B Terrabacter

Filtro Las Toscas

Filtro Villa Ocampo

Figura 3.5. Proporcion de MOB cultivadas a partir de muestras de plantas

de tratamiento bioldgico de aguas de LTy VO.

A) Abundancia relativa de las 100 MOB aisladas de muestras del PF y F de

la Planta de LT.

B) Abundancia relativa de las 102 MOB aisladas del PF y F de la Planta de
VO. Los resultados se muestran a nivel de géneros bacterianos.
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Se identifico un total de 15 géneros bacterianos diferentes. La mayoria de
las MOB cultivables aisladas pertenecieron al género Pseudomonas, un género
muy estudiado en la oxidacion de Mn(ll) (Geszvain et al., 2012). Ademas, se
obtuvo una proporcion abundante de Flavobacterium spp. en LT; y de
Sphingomonas spp. y Acidovorax spp. en VO. A continuacion, en la Tabla 3.7.,
se detalla el nimero de bacterias pertenecientes a los distintos géneros

identificados en relacion con el lugar de origen, PFy Fde LT,y PFy F de VO.

Tabla 3.7. Identidad de los aislamientos en relacion al origen de la muestra.

Identidad Numero de aislamientos
Género LT VO

Total PF F Total PF F
Pseudomonas 78 9 69 55 32 23
Sphingomonas - - - 18 4 14
Flavobacterium 15 2 13 3 - 3
Acidovorax - - - 11 11 -
Rhodobacter - - - 4 3 1
Ensifer - - - 3 3 -
Noviherbaspirillum - - - 2 2 -
Rhizobium - - - 2 2 -
Sphingopyxis - - - 3 2 1
Herpetosiphon 2 1 1 - - -
Streptomyces 2 1 1 - - -
Terrabacter - - - - 1
Cupriavidus 1 - 1 - - -
Legionella 1 1 - - - -
Chryseobacterium 1 - 1 - - -

A fin de caracterizar cada uno de estos aislados a nivel de especie, se
realizd el ensayo de identificacion de microorganismos por espectrometria de
masas MALDI-TOF MS. Esta técnica, so6lo permitid la definicibn a nivel de
especie en muy pocos aislados. Sin embargo, permitié reconocer con un alto
grado de confianza los aislados patégenos, dado que la base de datos fue
disefiada especificamente para tal fin. En el caso del equipo de Bruker utilizado
para estos ensayos, los resultados son entregados junto a un score. Si éste es
igual o mayor a 2 la identificacion es posible a nivel de género y especie; entre
1,7 y 1,9 la identificacion es solo confiable a nivel de género y menor a 1,7 no se
permite la identificacion. Utilizando esta técnica, varios aislados pertenecientes

a especies de Flavobacterium spp., Legionella spp., Chryseobacterium spp., y
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Pseudomonas spp., se reconocieron como bacterias patégenas y, teniendo en
cuenta su potencial aplicacién en una estrategia de bioaumentacion en sistemas
de tratamientos de aguas, estas bacterias se excluyeron para estudios
posteriores. Con esta misma consideracion, se llevé a cabo un detallado analisis
de los demés aislados bacterianos a fin de determinar cuales valian la pena ser
caracterizados. Para ello, se realiz6 una busqueda bibliografica exhaustiva, a fin
de determinar si alguno de los aislamientos presentaba caracteristicas
indeseables para el proceso. Esto permitié reducir el nimero de aislamientos a
ser estudiados:

- Las bacterias del género Streptomyces producen antibiéticos y una
sustancia conocida como “Geosmina” que causa el tipico olor “a tierra” (Asquith
et al., 2018). La utilizacion de este tipo de bacterias en las plantas tratamientos,
causaria problemas afectando el olor y el sabor del agua potable, por lo cual se
decidio descartar estos aislados del andlisis.

- Algunos aislados identificados como Sphingopyxis spp., Herpetosiphon
spp., Acidovorax spp., Rhodobacter spp., y Cupriavidus spp., que comenzaron a
oxidar Mn(ll) recién después de 30 d de crecimiento, también se descartaron
para otros estudios.

Posteriormente, se consideré que aquellos aislamientos que tengan la
misma secuencia del gen 16S ARNr van a representar una misma OTU en el
andlisis de secuenciacién masiva del gen 16S ARNr realizado previamente. A
los fines de poder realizar un estudio integrativo entre los datos obtenidos por los
métodos independientes de cultivo (Seccion 3.3.2) y los métodos dependientes
de cultivo (Seccion 3.3.3) realizados en este trabajo, se decidié agrupar todos
los aislamientos que comparten la misma identidad de secuencia del gen 16S
ARNry elegir un unico representante de cada grupo para ser caracterizado. Para
la eleccidon del representante se repicaron todos los aislamientos del mismo
grupo (idéntica secuencia del gen 16S ARNr) en una misma placa en presencia
de Mn(ll) y se tuvieron en cuenta las caracteristicas fenotipicas de los mismos,
principalmente dada por la intensidad del color marron observado en las placas
de selecciéon. De esta manera se eligié, de cada grupo, aquella MOB que
mostraba mayor intensidad de color, lo que sugeria una mejor capacidad de

oxidacion de Mn(Il).
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Por lo tanto, del total de 202 aislados, y descartando todos aquellos
microorganismos indeseables para la aplicacion biotecnoldgica, y los que tenian
idéntica secuencia del gen 16S ARNr, un subtotal de 23 cepas fueron elegidas
para una caracterizacion posterior. Las mismas de detallan en la (Tabla 3.8.). Se
implementé una nomenclatura unificada para representar los aislamientos
obtenidos en este trabajo, indicando MOB y el nimero que corresponde a la
posicion de los aislamientos en nuestra coleccion de cepas.

Las secuencias del gen completo 16S ARNr de las 23 cepas elegidas para
caracterizar en este estudio fueron depositadas en el banco de datos GenBank
dentro del cual se les asignaron los siguientes nimeros de acceso: MK011855-
MKO011877, como se indica para cada cepa en la Tabla 3.8. Los aislamientos
mostraron estar filogenéticamente relacionados con los géneros: Pseudomonas,
Noviherbaspirillum, Terrabacter, Flavobacterium, Ensifer, Rhizobium vy
Sphingomonas (Tabla 3.8.). Sélo algunos pudieron ser identificados a nivel de
especie mediante los métodos de identificacion utilizados y en la Tabla 3.8. se
indican aquellos aislamientos que pudieron ser identificados por MALDI-TOF
MS. Por otro lado, se detalla el medio de cultivo utilizado para su seleccién, y el
origen de la muestra a partir de la cual fue obtenido cada uno de los aislamientos
elegidos. Finalmente, en la Tabla 3.8., se detalla el nimero de MOB que
comparten identidad de secuencia del gen 16S ARNr con los aislados elegidos

para posterior caracterizacion en este estudio.
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Tabla 3.8: Afiliaciones taxondmicas de las 23 MOB elegidas para ser estudiadas en este trabajo. Se indica el lugar de origen
de cada aislado (PF, F de VO o LT), el medio de cultivo en cual fue seleccionado, el nimero de acceso con el cual fueron depositadas
las secuencias del gen 16S ARNr en el banco de datos GenBank y el nUumero de acceso de las secuencias bacterianas mas
estrechamente relacionadas con cada una de las MOB elegidas para ser estudiadas.

Nombre Planta Medio Secuencia del gen 16S ARNr mas relacionada Numero de | Namero de
de Acceso aislamientos con
Seleccion (GenBank) | igual secuencia del
gen 16S ARNr

MOB-104 | PF VO PC Pseudomonas resinovorans (KP322753.1 - 97 %) MKO011855 |1
Pseudomonas resinovorans?

MOB-109 | PF VO PC Noviherbaspirillum malthae (NR 115809.1 - 97 %) MKO011856 |1

MOB-111 | PF VO PC Noviherbaspirillum malthae (NR_115809.1 - 96 %) MKO011857 |1

MOB-206 | FLT PC Pseudomonas resinovorans (AP013068.1 - 99 %) MK011858 |4
Pseudomonas alcaligenes (MG905251.1 - 99 %)
Pseudomonas sp. (KM187334.1 - 99 %).

MOB-228 | FLT PC Pseudomonas jinjuensis (KF815696.1 - 98 %) MK011859 |1
Pseudomonas citronellolis (JF911368.1 - 98 %)
Pseudomonas sp. (DQ118950.1 - 98 %)

MOB-243 | F LT PC Pseudomonas sp. (EU043328.1 - 99 %) MKO011860 |1
Pseudomonas sp. (EU043318.1 - 99 %)
Pseudomonas sp. (EU043320.1 - 99 %)
Pseudomonas flavescens?

MOB-244 | FLT PC Pseudomonas resinovorans (MG011582.1 - 97 %) MK011861 |2
Pseudomonas resinovorans?

MOB-342 | PF VO PC Pseudomonas sp. (MH337930.1 - 98 %) MKO011862 |1
Pseudomonas sp. (HF545851.1 - 98 %)
Pseudomonas chlororaphis?

MOB-343 | PF VO PC Pseudomonas resinovorans (MF943158.1 - 99 %) MKO011863 |3

Pseudomonas alcaligenes (KM272279.1 - 98 %)
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MOB-364

FLT

PC

Pseudomonas sp. (AB047273.1 - 97 %)
Pseudomonas resinovorans (AP013068.1 - 97 %)

MKO011864
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MOB-436

PF VO

PC

Pseudomonas resinovorans (KJ870047.1 - 99 %)
Pseudomonas alcaligenes (MF682034.1 - 99 %)
Pseudomonas pseudoalcaligenes (KJ586277.1 - 99
%)

Pseudomonas linyingensis (NR_117838.1 - 98 %)

MKO011865

MOB-180

FLT

Lept

Pseudomonas sp. (AF326380.1 - 98 %)
Pseudomonas sp. (FJ379321.1 - 98 %)

MKO011866

MOB-181

FLT

Lept

Pseudomonas guangdongensis (NR_118458.1 - 97
%)

Pseudomonas linyingensis (NR_117838.1 - 97 %)
Pseudomonas sagittaria (NR_118347.1 - 96 %)

MKO011867

32

MOB-182

FLT

Lept

Pseudomonas sp. (AF326380.1 - 99 %)
Pseudomonas sp. (FJ379321.1 - 99 %)
Pseudomonas sp. (JX416377.1 - 99 %)

MK011868

MOB-257

FLT

Lept

Flavobacterium sp. (KF499502.1 - 98 %)
Flavobacterium sp. (DQ205296.1 - 98 %)

MKO011869

MOB-326

F VO

Lept

Terrabacter tumescens (NR_044984.2 - 98 %)

MKO011870

MOB-412

FLT

Lept

Pseudomonas resinovorans?

MKO011871

MOB-449

F VO

Lept

Pseudomonas resinovorans (KY368643.1 - 96 %)
Pseudomonas alcaligenes (KM272279.1 - 96 %)
Pseudomonas resinovorans?

MKO011872

MOB-505

FLT

Lept

Pseudomonas resinovorans (MG011582.1 - 98 %)
Pseudomonas resinovorans?

MKO011873

MOB-513

FLT

Lept

Pseudomonas sp. (KC782842.1 - 96 %)
Pseudomonas sp. (FJ959376.1 - 96 %)
Pseudomonas sp. (MG266358.1 - 96 %)

MKO011874

MOB-68

PF VO

Mn

Ensifer sp. (MF621571.1 - 99 %)
Ensifer adhaerens (EU095366.1 - 99 %)
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MOB-58 | PF VO Mn Rhizobium sp. (KX611611.1 - 99 %) MK011876 |2
Rhizobium sp. (KY575353.1 - 99 %)

MOB-382 | F VO Mn Sphingomonas leidyi2 MKO011877 |16

Total 92

Las especies bacterianas se identificaron mediante las secuencias del gen 16S ARNr y el andlisis MALDI-TOF MS.
a Indica que estas bacterias fueron identificados a nivel de especie por el analisis de MALDI-TOF (con score= 2,0).
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Con el fin de vincular los resultados obtenidos a partir de la secuenciacién
masiva del gen 16S ARNTr, de las comunidades bacterianas presentes en las
plantas de LT y VO, con los resultados del aislamiento de MOB cultivables en
este trabajo, se determiné la proporcion en la que las 23 MOB caracterizadas
(Tabla 3.8.) estaban presentes en las plantas de tratamiento de origen. Para ello,
las secuencias de Sanger del gen 16S ARNr de las 23 MOB se compararon con
todas las secuencias de genes 16S ARNr obtenidas de muestras de LT y VO
mediante la secuenciacion de lllumina.

No se pudo determinar la abundancia de las MOB cultivadas
Noviherbaspirillum spp., Terrabacter spp., Ensifer spp., y Rhizobium spp., dado
gue los mismos no se identificaron mediante la secuenciacion de Illumina a nivel
de género. Por otro lado, se pudo determinar que las Sphingomonas spp.
cultivadas en este trabajo representaban el 0,2 % de la comunidad bacteriana
total del PF de LT y el 0,9 % del F de VO.

Dado que los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas fueron
los mas abundantes identificados por métodos dependientes de cultivo, se
decidié analizar su abundancia en detalle.

La abundancia de OTUs pertenecientes al género Pseudomonas en LT fue
del 5,9 % en el PF y del 1,6 % en el F (Tabla 3.5.). Se determin6 que el 51,1 %
de las Pseudomonas del PF de LT y el 56,2 % de las Pseudomonas del F de LT
se correspondian con las OTUs de las Pseudomonas que se pudieron cultivar
en este trabajo (Figura 3.6.).

En VO, las Pseudomonas representaron el 0,3 % de la comunidad
bacteriana tanto en el PF como en el F, de acuerdo con los datos de
secuenciacion de lllumina (Tabla 3.5.). De estas lecturas, el numero de las MOB
cultivables caracterizadas en este trabajo represento casi el 74 % del total en el
PFyel 20 % en el F (Figura 3.6.).
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Figura 3.6. Proporcion de Pseudomonas cultivadas en PFy Fde LTy VO.
Los gréficos de barras muestran la proporcion en la que las Pseudomonas
oxidantes de Mn(ll) cultivadas en este trabajo se encuentran en las plantas de
tratamiento de donde fueron obtenidas. Para calcular la abundancia se tuvo en
cuenta el numero total de OTUs de Pseudomonas encontradas por la
secuenciacion de lllumina. Las barras rojas indican el porcentaje de otras
Pseudomonas no caracterizadas en este trabajo.

N
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3.34 Caracterizacion de las MOB Cultivables Elegidas

3.3.4.1 Estudio de la Capacidad de Oxidacién de Mn(ll)

A fin de determinar cuéles eran las mejores oxidantes de Mn(ll), aquellas
23 cepas elegidas para ser estudiadas fueron agrupadas segun el medio de
cultivo en el cual fueron seleccionadas inicialmente: Mn, PC o Lept (Tabla 3.8.)
y luego se realizaron comparaciones de las capacidades de oxidacion de Mn(ll)
entre cepas de cada grupo. Las capacidades de oxidacion fueron evaluadas en
medios de cultivo solidos, donde las células crecen sobre una superficie,
semejante a lo que sucede en un biofilm. Esto estuvo relacionado con el interés
de aplicar estas bacterias en procesos de remocion de Mn(ll), donde tendran que
oxidar el Mn(ll) presente en agua “pegadas” sobre superficies sélidas, tales como
la arena del biofiltro.

Los resultados mostraron que la capacidad y el comienzo de la oxidacion

de Mn(Il) en el medio de cultivo variaba dependiendo de cada MOB (Figuras 3.7.
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A, B, C). Entre las MOB seleccionadas en medio-PC, la Noviherbaspirillum MOB-
109 y las Pseudomonas MOB-436 y MOB-343, tuvieron el mejor desempefio en
cuanto a la oxidacion de Mn(ll), alcanzando el maximo a los 7, 11 y 15 d,
respectivamente (Figura 3.7.A).

En el grupo de las cepas seleccionadas en medio-Lept, las Pseudomonas
MOB-180, MOB-181, MOB-182 mostraron la mejor capacidad de oxidacion en
tiempos de crecimiento mas cortos (4 d) (Figura 3.7.B). Debido a la gran similitud
entre ellas, s6lo una de estas cepas, MOB-181, se caracteriz0 completamente
en este estudio. Por otro lado, la Pseudomonas MOB-449 revelo la siguiente
capacidad de oxidacion mas alta luego de 20 d de crecimiento (Figura 3.7.B).
Entre otros géneros bacterianos, el aislado MOB-326 (Terrabacter) resultd ser
un buen oxidante de Mn(ll) y nunca antes se habia reportado la asociacion de
este género bacteriano con estos procesos (Figura 3.7.B). Finalmente, los
aislados ensayados en Medio-Mn no mostraron buenas capacidades de
oxidacion de Mn(ll) (Figura 3.7.C).

Por lo tanto, sobre las bases de su alta capacidad de oxidacion de Mn(ll),
MOB-343, MOB-436 y MOB-109 (obtenidos en medio-PC), MOB-181, MOB-449
y MOB-326 (obtenidos en medio-Lept), pertenecientes a tres géneros
bacterianos distintos, fueron elegidos para ser caracterizados en estudios

posteriores.
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Figura 3.7. Capacidad de oxidaciéon de Mn(ll) de las MOB
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3.34.2 Estudio de la Capacidad de Formacion de Biofilm

Las seis cepas elegidas en funcion de su capacidad de oxidacion de Mn(ll)
fueron analizadas para determinar la capacidad de formacion de biofilms, en
presencia y ausencia de Mn(ll), a 28 °C. La tincion de células bacterianas con el
colorante CV en ambas condiciones mostr6 que las cepas del género
Pseudomonas tenian la capacidad de formar muy buenos biofilms, desarrollando
anillos en la superficie aire-liquido del medio de cultivo, destdcandose MOB-449
como la mejor, mientras que los biofilms formados por la Terrabacter MOB-326
fueron significativamente menores (Figura 3.8. A). La cepa MOB-109 del género
Noviherbaspirillum no pudo formar biofilms en las condiciones ensayadas. Estos
resultados se corroboraron a los 7 y 14 d mediante cuantificacion por medidas
de absorbancia del colorante CV (Figura 3.8.B).

La capacidad de formacion de biofilms de MOB-181 se incremento
mediante la adicion de Mn(ll) al medio de crecimiento estatico (p <0,05) (Figura
3.8.B). Para las deméas MOB no hubo diferencias entre los biofilms formados en
presencia y ausencia de este metal (Figura 3.8.B).

Estos ensayos revelaron que MOB-181, MOB-326, MOB-343, MOB-436 y
MOB-449 tienen la capacidad adherirse a superficies sélidas, lo que confirma su
potencial para aplicaciones biotecnolégicas en biofiltros de agua. MOB-109 se
excluyo de los andlisis posteriores porque no tuvo la capacidad de formar biofilms
en las condiciones ensayadas.

59



Resultados |

A MOB-181 MOB-343

-Mn +Mn -Mn +Mn

MOB-326
-Mn +Mn

MOB-436 MOB-449
-Mn +Mn -Mn +Mn

B MOB-181 MOB-343 MOB-436 MOB-449 MOB-326
147d  14d 7d 14d 7d 14d 7d -14d 7d 14d

T12-

S 10-

<

0,

a =

(3]

& ©7

Ke]

o 4-

(72}

< 21
0

-+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ Mn

Figura 3.8. Ensayos de formacion de biofilm de las MOB seleccionadas.
(A) Fotografias representativas de los biofilms formados por las MOB crecidas
estaticamente con o sin MnCl2 100 yM (-Mn o +Mn, respectivamente) a 28 °C en
tubos de vidrio durante 14 d.

(B) Cuantificacion espectrofotométrica de la formacién de biofilms por tincion con
CV (Absorbancia 540 nm). Los valores representan el promedio de tres réplicas,
y las barras de error indican el desvio estandar (DS).

A continuacién, se examinaron algunos parametros ambientales que se
consideraron que pueden ser importantes para determinar la tasa de oxidacion
de Mn(ll), teniendo en cuanta la potencial aplicacion de estas MOB. Se analiz6
el efecto de la temperatura, que varia inevitablemente a lo largo del dia y de las
diferentes estaciones del afio, y se decidié dejar de lado las fluctuaciones de pH
dado que este parametro resulta relativamente constante en las aguas a tratar.
Ademas, se consideré importante las fluctuaciones de concentraciones de Mn(ll)
en las aguas de nuestra regidn, asi como también la presencia de iones

inhibidores tales como el ion Fe(ll).
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3.3.4.3 Influencia de la Temperatura en la Capacidad de Oxidacion
de Mn(ll) de las MOB Seleccionadas

Se investigd el rendimiento de la oxidacion de Mn(ll) a diferentes
temperaturas de crecimiento para las cinco MOB que exhibieron las mejores
capacidades de oxidacion de Mn(ll) y de formacion de biofilm. Dado que las MOB
de interés fueron obtenidas en medios de cultivo selectivos diferentes (PC y
Lept), se evalud cualitativamente si eran capaces de oxidar en un mismo medio
de cultivo. Las Pseudomonas MOB-181 y MOB449, aisladas en medio-Lept,
pudieron oxidar Mn(ll) en todos los medios utilizados en este estudio, pero MOB-
343 y MOB-436 oxidaron Mn(ll) solamente en medio-PC. De este modo, se
decidi6 usar este ultimo medio para hacer un analisis comparativo del
rendimiento entre las distintas cepas del género Pseudomonas. Por otro lado,
dado que MOB-326 s6lo fue capaz de oxidar Mn(ll) en el medio-Lept, utilizado
en el procedimiento de seleccion, se realizaron ensayos adicionales con esta
cepa en este medio.

Las cepas se cultivaron a 18, 28 y 37 °C y se cuantifico, a diferentes
tiempos, tanto el crecimiento bacteriano como la capacidad de oxidacion de
Mn(ll). En todos los casos, la actividad de oxidacidon de Mn(ll) resulté ser
dependiente de la temperatura, variando el 6ptimo segun la cepa (Figura 3.9.).

Las curvas de crecimiento de MOB-181 fueron similares en las tres
temperaturas ensayadas (p <0,05) (Figura 3.9. A). Esta MOB comenzé la
oxidacion de Mn(ll) al inicio de la fase estacionaria; fue capaz de oxidar el metal
en todas las temperaturas analizadas y presentd la capacidad maxima de
oxidacion de Mn(ll) a 37 °C luego de 6 d de crecimiento (p < 0,05) (Figura 3.9.A).
MOB-343 creci6 de forma similar en todas las temperaturas ensayadas, no
mostré actividad oxidante de Mn(ll) a 37 °C y, tanto a 18 como a 28 °C, la
oxidacion de Mn(ll) comenzd durante la fase estacionaria tardia y la 6éptima de
oxidacion de Mn(ll) se observé a 28 °C (p <0,05) (Figura 3.9.B). MOB-436
alcanz6é la fase estacionaria al mismo tiempo en todas las temperaturas
ensayadas, pero el crecimiento fue mejor a 28 °C (p <0,05) (Figura 3.9.C). Esta
MOB comenzé la oxidacién de Mn(ll) durante la fase estacionaria y la capacidad
maxima de oxidacion de Mn(ll) coincidié con su temperatura Optima de
crecimiento, 28 °C (p <0,05) (Figura 3.9.C). MOB-449 alcanz6 la fase

estacionaria al mismo tiempo en todas las temperaturas, pero el crecimiento
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Optimo se observé a 18 °C (p <0,05) (Figura 3.9.D). La oxidacion de Mn(ll) de
MOB-449 ocurrio durante la fase estacionaria tardia, alcanzando su maxima
capacidad y comenzando antes a 18 °C que a 28 °C, y no se detect6 oxidacion
a 37 °C (p <0,05) (Figura 3.9. D). Las curvas de crecimiento para MOB-326
fueron similares a las tres temperaturas analizadas pero esta bacteria solo oxido
Mn(ll) a 28 °C (Figura 3.9.E).
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Fig. 3.9. Efecto de la temperatura sobre las capacidades de oxidacion de
Mn(ll) de las MOB seleccionadas. Cuantificacion de la oxidacion de Mn(ll)
(cuadros) de las cepas MOB-181 (A), MOB-343 (B), MOB-436 (C) y MOB-449
(D) en medio PC; y de MOB-326 (E) en medio Lept, a diferentes temperaturas
(18, 28 y 37 °C). Los ejes del lado derecho de la gréafica representan el
crecimiento bacteriano a las diferentes temperaturas (como log UFC mL™?) en
funcion del tiempo (triangulos). Los valores representan la media de las
mediciones realizadas por triplicado. Las barras de error indican la DS.
Significancia: p <0,05.
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3.3.4.4 Variabilidad de la Oxidacion de Mn(ll) en Presencia de

Diferentes Metales en el Medio de Cultivo

Las capacidades de oxidacion de Mn(ll) de las MOB de interés se evaluaron
en presencia de diferentes concentraciones de MnSO4 en el medio de cultivo
(100 uM, 150 uM y 200 uM). Todas las cepas analizadas fueron capaces de
oxidar Mn(ll) a concentraciones mas altas de este metal (hasta 200 uM). Para
MOB-181, MOB-326 y MOB-449, cuanto mayores concentraciones de Mn(ll)
estuvieron presentes en el medio, mejores capacidades de oxidacion de este
metal se obtuvieron (p <0,05) (Figura 3.10.A). Aunque la oxidacion de Mn no se
inhibié en presencia de mayores concentraciones de este metal, MOB-343 y
MOB-436 alcanzaron el maximo para esta actividad a 100 y 150 pM de
concentracion de MnSOa, respectivamente (Figura 3.10.A).
En cuanto al suplemento con Fe(ll), la oxidacion de Mn(ll) no se vio afectada por
este metal en las cepas MOB-181 y MOB-326 (Figura 3.10.B). La oxidacion de
Mn(Il) fue inhibida por una concentracién de Fe(ll) igual a 100 yM en MOB-436
y MOB-449, y esta actividad se redujo en todas las concentraciones de Fe(ll)

ensayadas para la cepa MOB-343 (Fig. 3.10.B).
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Fig. 3.10. Influencia de diferentes concentraciones de metales en las
capacidades de oxidacién de Mn(ll) de la MOB seleccionadas.

Se cuantifico la oxidacion de Mn(ll) de las cepas MOB-181, MOB-343, MOB-436
y MOB-449 en medio PC y de MOB-326 en medio Lept, incubadas con A)
concentraciones crecientes de MnSOs (100, 150 y 200 uM) y B) con
concentraciones crecientes de FeSO4 (5, 10, 25 y 100 uM) en presencia de
MnSOs4 100 uM. Se incubaron las bacterias en su temperatura Optima de
oxidacion de Mn(ll) (Figura 3.9). Las cuantificaciones se realizaron a distintos
tiempos, pero solamente se muestra el tiempo en el que se alcanz6 la mayor
capacidad de oxidacién de Mn(ll). Los valores representan la media de las
mediciones hechas por triplicado. Las barras de error indican la DS. Significado:
p <0,05.

3.3.45 Ensayos de Interaccion en el Crecimiento de MOB
De acuerdo con el objetivo final de utilizar estas cepas para realizar
in6culos mixtos en plantas de tratamiento de aguas subterraneas, se llevaron a
cabo interacciones de crecimiento in vitro de las cinco cepas seleccionadas. En
presencia de la cepa MOB-343, se observaron efectos inhibitorios sobre el
crecimiento y la supervivencia de las cepas MOB-326, MOB-436 y MOB-449,

evidenciadas por los halos de inhibicion desarrollados (Figura 3.11.).
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MOB-181 MOB-326 MOB-436 MOB-449

Figura 3.11. Ensayos de interaccion en el crecimiento.

Se detecto la inhibicion en el crecimiento de una cepa por otra evidenciado por
la aparicion de halos de inhibicién. En los paneles superiores se indican los
nombres de las cepas que fueron plaqueadas sobre el LB agar. Las lineas
negras indican la zona de crecimiento inhibitoria alrededor de las gotas de MOB-
343 sobre los pastos de otras bacterias.

3.3.4.6  Oxidacion Mn(ll) Presente en Aguas Subterraneas por MOB

Inmovilizadas

El proceso de remocion de Mn(ll) en un sistema de filtros requiere la accion
de microorganismos que puedan oxidar este metal unidos a una superficie solida.
Por lo tanto, se analizé el rendimiento de las MOB inmovilizadas sobre arena en
la oxidacion de Mn(ll) presente en aguas subterrdneas. Se observo una
coloracibn marron en los sobrenadantes debido a la presencia de MnOx
generados en los Erlenmeyer que contenian arenas con las diferentes MOB
inmovilizadas sobre la superficie. Como ejemplo, se muestra la oxidacién de
Mn(ll) por la cepa MOB-181, 7 d después de la inmovilizacion (Figura 3.12.A).
La cuantificacion de los MnOx mediante el ensayo LBB revelé que MOB-181,
MOB-436 y MOB-449 fueron capaces de oxidar todo el Mn(ll) presente en el
agua subterrdnea al cabo de 7 d, mientras que en este tiempo MOB-326 oxidd
sé6lo el 40 % del Mn(ll) presente (Figura 3.12. B). No hubo evidencia de oxidacion

de Mn en el control libre de células (Figura 3.12. Ay B).
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»

MOB-181

Figura 3.12. Oxidacion de e aguas subterraneas por bacterias

inoculadas en arena.

(A) Fotografia representativa de la oxidacién de Mn(ll) de aguas conteniendo una
concentracion de Mn(ll) 100 uM. En el panel inferior se muestra la oxidacién de
MOB-181 inmovilizada sobre la arena y se puede apreciar la ausencia de
oxidacion de Mn(ll) en arenas no inoculadas con bacterias, utilizadas como
control (panel superior).

(B) Se cuantifico la concentracion de MnOx formados por las MOB inmovilizadas
en arena después de 7 d de incubacién en el agua cruda. Se realizaron tres
experimentos independientes y se muestran los valores medios (barras) y DS
(barras de error). Significancia: p <0,05

3.4 Discusion

Actualmente, la filtracion biologica se utiliza para eliminar los metales
presentes en el agua subterrdnea dado que es una tecnologia muy rentable y
que minimiza el uso de oxidantes quimicos (Burger et al., 2008; Mouchet, 1992;
Vandenabeele et al., 1992). Sin embargo, en estos procesos biolégicos, solo se
puede lograr una eliminacion optima de Mn(ll) en sistemas que tengan
comunidades microbianas apropiadas, es decir, con un gran niumero de MOB
eficientes en los procesos de oxidacion de Mn(ll) y de formacion de biofilm. En
este trabajo, a fin de caracterizar nuevas bacterias autéctonas que cumplan con
estas caracteristicas, se estudié el microbioma total de dos plantas de
tratamiento biolégico de aguas subterraneas (LT y VO) con un alto rendimiento
para la eliminacion de Mn(Il).

En concordancia con otros estudios de biodiversidad biolégica bacteriana
de plantas de tratamiento de aguas subterraneas, Proteobacteria fue el filo
dominante en todos los PF y F, lo que sugiere su papel central en los procesos
de remocion de Mn(ll) (Albers et al., 2015a; Burger et al., 2008; Cerrato et al.,
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2010; Gulay et al., 2016; Katsoyiannis y Zouboulis, 2004; Mouchet, 1992;
Nitzsche et al., 2015; Vandenabeele et al., 1992).

Nitrospirae fue el segundo filo mas abundante encontrado tanto en LT como
en VO, y esto es consistente con otros reportes donde también se advirtié su
presencia en plantas de tratamiento biol6gico de aguas subterrdneas (Gulay et
al., 2016). El género Nitrospira, involucrado en la nitrificacion a través de la
oxidacion de nitritos, fue el predominante en este filo (Tabla 3.5.). La nitrificacion
es de gran importancia para la eliminacion de nitrogeno en las plantas de
tratamiento de aguas. El amonio se oxida primero a nitrito a traveés de bacterias
oxidantes de amoniaco de la familia Nitrosomonadaceae, y luego a nitrato por
bacterias oxidantes de nitrito como Nitrospira. De acuerdo con los valores fisico-
quimicos de las aguas crudas (Tabla 3.3.), se puede especular que este grupo
de bacterias esté participando de la remocién del amonio presente. Se puede
apreciar también que la abundancia del filo Nitrospirae es mucho mas
significativo en la planta de VO, donde la concentraciéon de amonio en el agua
cruda es ampliamente mayor.

Curiosamente, el filo Verrucomicrobia resulté ser muy abundante en el F de
VO, lo que podria sugerir un papel de estas bacterias en la eliminacién de Mn(ll).
Sin embargo, estas bacterias nunca se han relacionado con plantas de
tratamiento biolégico de aguas subterraneas.

Dentro del grupo Proteobacteria, los géneros bacterianos Gallionella y
Rheinheimera han sido previamente reportados como bacterias oxidantes del
Fe(ll) (Chen et al., 2013; Fleming et al., 2014; Yang et al., 2014). Ambos géneros
estuvieron presentes tanto en las plantas de LT como de VO y una gran cantidad
de estas bacterias se encontraron principalmente en los PF (Tabla 3.5.). Por lo
general, ambos iones metélicos, Fe y Mn, coexisten en las aguas subterrdneas
y LT y VO son ejemplos de esto (Tabla 3.3). Estos resultados sugieren que
ademas de la oxidacion abiotica del Fe mediante aereacion (Katsoyiannis y
Zouboulis, 2004), las bacterias oxidantes del Fe estan colaborando con la
remocion de este metal en ambos sistemas de filtracion.

Varios géneros asociados con MOB estuvieron presentes tanto en LT como
en VO, y son géneros que comunmente estan asociados con la eliminacién de
Mn(ll) en los biofiltros para el tratamiento de aguas. Este andlisis permitio
planificar los procedimientos de seleccion y aislamientos de MOB a partir de
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muestras provenientes de ambas plantas. Se obtuvo un gran nimero de MOB
heterotrofas cultivables en este estudio y su posterior identificacion demostro que
la mayoria de los aislamientos obtenidos pertenecian al género Pseudomonas,
un género bien caracterizado como MOB (Geszvain et al., 2011), con amplia
diversidad metabdlica, adaptabilidad, y facilmente cultivable en el laboratorio.
Algunas MOB obtenidas en este trabajo tales como Ensifer spp., Terrabacter
spp., Noviherbaspirillum spp., Sphingopyxis spp., Herpetosiphon spp., Legionella
spp. Y Chryseobacterium spp., no habian sido reportadas previamente en la
literatura como oxidantes de Mn(ll). En el laboratorio se continuara estudiando
estos nuevos géneros de MOB con el objetivo de ampliar el conocimiento de
nuevos mecanismos moleculares de oxidacion biolégica del Mn(ll). Por otro lado,
la gran dificultad que se presento6 para poder caracterizar los aislados cultivados
a nivel de especie, mediante alineamiento de secuencias del gen 16S ARNr y
por espectrometria de masas MALDI-TOF MS, sugiere que la gran mayoria de
las MOB cultivables recuperadas podrian corresponder a nuevas especies
bacterianas no identificadas previamente.

Teniendo en cuenta que las muestras ambientales generalmente presentan
pequefias cantidades de bacterias cultivables, siendo en su gran mayoria
microoganismos dificiles de obtener el laboratorio mediante técnicas
convencionales, en este trabajo, se logrd aislar una gran cantidad de MOB. En
general, los géneros bacterianos pertenecientes las MOB cultivadas (Tabla 3.6.)
representaron solo una baja proporcién del total de las bacterias presentes en
ambas plantas de tratamiento de aguas (Tabla 3.5.). Un ejemplo notable es el
caso de las Pseudomonas, que si bien fue el género mas abundantes obtenido
mediante cultivo en el laboratorio, se observo que representan solo el 7,5 % y el
0,6 % en las plantas de LT y VO, respectivamente. Estos resultados sugieren
dos posibilidades, que los impulsores de la oxidacién de Mn(ll) en los biofiltros
podrian ser miembros menores de la comunidad bacteriana total, o bien, que hay
bacterias no cultivables que son los miembros principales que desempeiian un
papel en el proceso de oxidacion de Mn(ll).

Un total de 23 MOB fueron elegidas para ser caracterizadas en este trabajo
debido a que presentan caracteristicas deseables, considerando su potencial
aplicacion biotecnoldgica en la remocion de Mn(ll) de aguas. Las secuencias de
Sanger del gen 16S ARNr de estas MOB permitieron determinar su abundancia
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en las muestras de las LT y VO a partir de las cuales fueron obtenidas. Las MOB
cultivadas Noviherbaspirillum spp., Terrabacter spp., Ensifer spp., y Rhizobium
spp., no se identificaron mediante la secuenciacion de lllumina a nivel de género,
lo que sugiere que incluso si estas bacterias estan presentes en cantidades
bajas, pueden cultivarse facilmente en condiciones de laboratorio. Las
Sphingomonas spp. cultivadas en este trabajo representaron el 0,2 % de la
comunidad bacteriana total en el PF de LT y el 0,9 % en el F de VO, mostrando
una poca abundancia en las muestras de origen y, a su vez, una cierta facilidad
para su recuperacion en el laboratorio.

Una gran proporcion de las Pseudomonas presentes en las plantas de LT
y VO se pudieron cultivar en este trabajo (Figura 3.6.). Se observé que MOB-343
mostro la mayor abundancia en la planta de tratamiento de VO (Figura 3.6.) pero
tuvo mucha resistencia a los métodos dependientes de cultivo, dado que se
obtuvo un bajo nimero de aislamientos cultivables (Tabla 3.8.). Estos resultados
sugieren que MOB-343 es dificil de cultivar en el laboratorio. Otra particularidad
es que esta bacteria mostré tener efectos inhibitorios del crecimiento de tres
MOB caracterizadas en este trabajo (Figura 3.11), posiblemente esta propiedad
le permita tener ventajas a la hora de ganar territorio en la matriz del sistema de
filtrado y por esto se encontré una gran abundancia de la misma por el método
de secuenciacion de Illumina.

Por otro lado, las bacterias que fueron cultivadas con mayor facilidad que
MOB-343, como el caso de MOB-181 y MOB-449 provenientes de LT y VO,
respectivamente, no fueron las Pseudomonas mas abundantes presentes en las
muestras de origen, sugiriendo que son MOB facilmente cultivables en el
laboratorio.

Diversos reportes muestran que una serie de factores influyen en la
capacidad de oxidacion de Mn(ll) mediada microbiol6égicamente, incluyendo la
temperatura, la presencia de inhibidores, los niveles de O2, etc. (Tebo y
Emerson, 1985). Las fluctuaciones de estos factores conducen a cambios en la
oxidacion de Mn(ll) y en la formacion de oxidos (Thamdrup y Canfield, 1996).
También se encuentra que las concentraciones en exceso de Mn(ll) acuoso y la
presencia de otros elementos, tales como el Fe, inhiben la oxidacién (Tebo y

Emerson, 1985). En este trabajo se caracterizO como afectan diversos factores
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la capacidad de oxidacion de Mn(ll) de cinco MOB consideradas como las
mejores oxidantes de Mn(ll) y formadoras de biofilms.

El efecto de la temperatura sobre la cinética de la oxidacion biologica de
Mn(ll) es especialmente relevante e importante para los sistemas de filtracion
porque los mismos estan expuestos a variaciones de temperatura estacionales
y durante el dia (Bai et al., 2016). Las cinco bacterias caracterizadas comienzan
a oxidar Mn(ll) en su fase estacionaria de crecimiento, tal como se observo para
diversas MOB caracterizadas (Geszvain et al., 2011; Tebo et al., 1997; Toner et
al., 2005). Es importante destacar que una de las pruebas mas estrictas que
demuestra la participacion de enzimas en una dada reaccién quimica es el efecto
de la temperatura, dado que estas reacciones presentan una temperatura éptima
(Tebo y Emerson, 1985). Por lo tanto, los resultados presentados de oxidacién
en funcion de la temperatura sugieren que en las MOB estudiadas la reaccion de
oxidacion de Mn(ll) que ocurre estd mediada enziméaticamente.

A bajas temperaturas, las velocidades de crecimiento disminuyen y se
retrasa la oxidacion de Mn(ll) (Bai et al., 2016). En este estudio, una de las
bacterias caracterizadas, MOB-449, ha mostrado una temperatura Optima para
la oxidacion de Mn(Il) de 18 °C. Las bacterias MOB-181, MOB-436 y MOB-343
también mostraron actividad oxidante de Mn(ll) a 18 °C. Estos aislados resultan
de gran interés como potenciales candidatos para favorecer la optimizacion de
los procesos de filtracion, donde se propone que su utilizacién podria llegar a
jugar un rol importante en los descensos de temperaturas.

En Argentina, el Fe y el Mn a menudo se encuentran juntos en el agua
subterrdnea (Pacini et al., 2005). Por lo tanto, se evalué la capacidad de
oxidacion de Mn(ll) en presencia de diferentes concentraciones de ambos
metales y todas las cepas analizadas tenian la capacidad de oxidar Mn(ll) en
concentraciones comunmente encontradas en aguas subterraneas, y también en
concentraciones extremas de estos metales. En conjunto, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la oxidacion de Mn(ll) en las MOB
aisladas se realiza mediante reacciones enziméaticas inducidas de manera
dependiente del tiempo, de la temperatura y de la concentracion de metales
presentes en el medio de cultivo.

En este trabajo se seleccionaron bacterias especificas y adecuadas para

mejorar el tratamiento de remocion biologica de Mn(ll). Un resumen del
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rendimiento de oxidacion de Mn(ll) evaluado para todas las cepas en diferentes
condiciones de crecimiento se muestra en la Tabla 3.9. Existen fuertes
evidencias para postular a MOB-181 como posible candidata para ensayos de
bioaumentacién en sistemas biologicos de eliminacion de Mn. Esta bacteria fue
la més versétil de todas las MOB caracterizadas y tuvo la capacidad de oxidar
Mn(ll) en todas las temperaturas analizadas (Tabla 3.9.). Curiosamente, mostro
una buena capacidad de oxidacion de Mn(ll) a bajas temperaturas (18 °C), lo
que sugiere que podria ser relevante durante los meses de invierno. Ademas,
fue capaz de oxidar Mn(ll) en todos los medios de cultivo analizados, en
presencia de otros metales (Figura 3.10.), y pudo crecer sin inhibir el crecimiento
de otras bacterias (Figura 3.11.) lo permitiria formular in6culos mixtos (Tabla
3.9.). Por otro lado, muestra una excelente capacidad formadora de biofiims y, lo
que es mas interesante aun, esta actividad estéd incrementada en presencia de
Mn(ll) (Figura 3.8.). Esta propiedad es esencial para colonizar la arena y para
evitar la pérdida o eliminacién por lavado de los filtros. Mediante secuenciaciéon
de lllumina del gen 16S ARNr se pudo determinar que esta bacteria esta
presente en sistemas de filtros que funcionan eficientemente removiendo el
Mn(ll) de aguas y, ademas, su cultivo y mantenimiento en el laboratorio no
presentd ningun tipo de dificultades. Finalmente, fue capaz de oxidar el Mn(ll)
presente en el agua subterranea cuando se inmovilizé sobre la arena (Figura
3.12.). Por lo tanto, se propone a MOB-181 como principal candidata para el
desarrollo de un inéculo bacteriano que pueda ser aplicado mediante estrategias
de bioaumento para optimizar los sistemas de remocion de Mn(ll) de aguas

subterraneas.
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Tabla 3.9. Resumen del efecto de la temperatura y los metales en las capacidades de oxidacion de Mn (Il) de las MOB
seleccionadas. Medio de cultivo y Temperatura: el color verde indica que la MOB puede oxidar Mn(ll) y el rojo que la MOB perdi6
la capacidad de oxidacion de Mn(Il). Mn: el verde indica que la MOB puede oxidar Mn(ll) en las condiciones ensayadas. Fe: el verde
indica que la MOB puede oxidar Mn(ll) y el rojo que la oxidacion de Mn(ll) se redujo a esta concentracion de metal. Interaccion en el
crecimiento (IC): el verde indica que la MOB no inhibe el crecimiento de los otros aislamientos, el rojo indica lo contrario.

Cepa Medio de Cultivo Temperatura (°C) Mn (UM) Fe (UM) IC

PC Mn Lept 18 28 37 100 150 200 5 10 25 100

MOB-181
MOB-343
MOB-436
MOB-449
MOB-326
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4 Caracterizacion Microscopica de la Oxidacion de Mn(ll) y

la Formacién de Biofilm en MOB

4.1 Introduccion

4.1.1 Formacion de Biofilms

En sus habitats naturales, las bacterias adoptan preferiblemente un estilo
de vida sedentario en comunidades conocidas como biofilms (Costerton et al.,
1987). EIl interés en los biofilms aumenté considerablemente cuando los
microbidlogos comenzaron a apreciar a las bacterias como organismos
"sociales” (Serra y Hengge, 2014).

Los biofilms son sistemas dindmicos y complejos que permiten la
colonizacion de superficies (O'Toole y Kolter, 1998a, b; Romling et al., 2013). A
lo largo del proceso de formacion de biofilms generalmente se distinguen varias
etapas (Figura 4.1.). El proceso comienza cuando las células libres entran en
contacto con una superficie y se adhieren de forma reversible a ésta. A
continuacioén, comienzan a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del
sitio inicial de union formando una microcolonia que se adhiere irreversiblemente
a la superficie. En una etapa posterior, la bacteria empieza a secretar distintos
compuestos, como exopolisacaridos (EPS), proteinas, acidos nucleicos y lipidos,
que constituyen la matriz de los biofilms hasta que las microcolonias quedan
completamente embebidas en la misma, dando lugar a un biofilm maduro.
Finalmente, el proceso concluye (o0 vuelve a empezar) con la liberacion de
algunas células méviles que van a colonizar nuevas superficies (Hall-Stoodley et
al., 2004).
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Formacion de Biofilms

Maduracién del Biofilm

Maduracién del Biofilm T’ !

Células libres

Formacién de
Microcolonias

Unién Irreversible
Figura 4.1. Esquema general de la formacién de Biofilms. Modificado de
(Seneviratne et al., 2012).

Ademas de inmovilizar a las bacterias y proporcionar una estructura de
soporte, la matriz atrapa nutrientes y diversas moléculas biolégicamente activas,
como sefiales de quorum sensing, y se comporta como un sistema de digestion
externo, ya que también contiene enzimas que degradan diferentes
componentes de la matriz, nutrientes u otros sustratos, poniendo los productos
a disposicion de las células, lo que facilita su absorcién. Por otra parte, la matriz
proporciona proteccion frente a distintos estreses ambientales, compuestos
antimicrobianos, como toxinas o antibibticos, depredadores o fagocitosis
(Flemming y Wingender, 2010).

Aunque la definicion canonica de biofilm incluye su asociacién con una
superficie solida, hay estructuras multicelulares similares a biofilms que flotan en
la interfase liquido-aire. Los requisitos para la formacion de este tipo de
agrupaciones, también llamado Pellicle, son el contacto entre células, la
acumulacion de EPS y, ademas, el crecimiento en condiciones estéticas (Ude et
al., 2006). La capacidad para producir biofilms en la interfase liquido-aire esta
muy extendida entre las cepas ambientales de Pseudomonas en las que la

celulosa es el componente extracelular mayoritario (Ude et al., 2006).

4.1.2 Modelos de Biofilms Bacterianos
La gran diversidad de configuraciones de biofilms naturales se ha imitado
experimentalmente utilizando una serie de modelos de biofilms, que difieren en
la naturaleza del soporte de superficie del biofilm, asi como en la distribucion
espacial de nutrientes, oxigeno y agua (Figura 4.2.). Por lo tanto, el crecimiento

de biofilms en microplacas o celdas de flujo representa biofilms sumergidos que
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crecen en superficies sdlidas inertes que generalmente se encuentran en
ambientes acuaticos naturales o en catéteres (Christensen et al., 1999). Los
biofilms subaéreos, que a menudo contienen cianobacterias junto con hongos,
crecen también sobre soportes soélidos (por ejemplo, rocas en desiertos o
edificios), los cuales pueden proporcionar micronutrientes, mientras que el aire
circundante proporciona oxigeno, diéxido de carbono y agua del ambiente
(Gorbushina y Broughton, 2009). Los biofilms de tipo Pellicle, crecen en
interfases liquido-aire con nutrientes provenientes de la fase liquida (Ostrowski
et al., 2011; Vlamakis et al., 2013). Finalmente, los biofilms de macrocolonia en
placas de agar semisolidas que proporcionan nutrientes, reflejan las condiciones
de los biofilms que crecen en materiales organicos en descompaosicion, como el
suelo o alimentos humanos. A diferencia de las colonias clasicas que surgen de
células individuales, las macrocolonias se inoculan a partir de una suspension
celular (unos pocos microlitros) en medio solidificado con agar y se cultivan
durante largos periodos de tiempo (Aguilar et al., 2007).

Los mecanismos por los cuales los gradientes de nutrientes, oxigeno,
productos de desecho o compuestos de sefializacién que se acumulan dentro de
un biofilm, asi como las condiciones de estrés externo adicional, configuran la
estructura del biofilm y conducen a la diferenciaciéon fisioldgica, han surgido
recientemente como un tema importante en la investigacion del biofilm (Haussler
y Fuqua, 2013).
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Biofilm Sumergido

Nutrientes + O,

En entornos naturales, clinicos, industriales:
ecosistemas acuaticos dinamicos o estaticos,
catéteres, tuberias.

En el laboratorio: sistemas con medio liquido y
sustratos de adhesion sélidos (celdas de flujo,
placas multipocillo). Incubacién en condiciones
de flujo estatico o dinamico.

Biofilm Subaéreo

H,O ambiental + O,+ CO,

En entornos naturales y construidos por el
hombre: rocas en desiertos y montafas,
edificios y monumentos.

En el laboratorio: Inoculacién en sistemas con
superficies minerales expuestas a una atmosfera
controlada.

Aire

Liquido
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Pellicle

H,O ambiental + O,

Nutrientes + Sustrato

Aire

En entornos naturales e industriales:
ecosistemas acuaticos estaticos, tradicional
produccién de vinagre.

En el laboratorio: sistemas con medio liquido en
tubos de ensayo, placas multipocillo, frascos.
Incubacion en condiciones de flujo estatico.

Biofilm macrocolonia

H,O ambiental + O,

En entornos naturales y construidos por el
hombre: sustratos organicos como el suelo o la
superficie de alimentos.

En el laboratorio: Inoculacion en placas de agar
que contengan nutrientes.

Figura 4.2. Modelos de biofilm. Representacion esquematica de 4 ejemplos
tipicos de biofilms que ocurren en la naturaleza y en entornos construidos por el
hombre. Adaptado de (Serra y Hengge, 2014).

Dos atributos principales hacen de las macrocolonias un modelo muy
valioso para estudiar la diferenciacion fisiologica y el desarrollo arquitectonico en
los biofilms: (i) en la microescala, las macrocolonias presentan un nivel de
organizacion notablemente alto, donde incluso es posible identificar distintos
linajes celulares; y (ii) la morfogénesis de la macrocolonia implica la elaboracion

de formas tridimensionales complejas macroscépicas que estan fuertemente
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moduladas por diferentes condiciones ambientales o de estrés (Serra y Hengge,
2014).

4.1.3 Produccién y Deteccién de Exopolisacéaridos

Como se ha mencionado anteriormente, una de las moléculas claves en la
formacion de biofilms bacterianos son los EPS. Se ha mostrado que existen dos
clases distintas de polisacaridos de Pseudomonas que cumplen un rol en la
formacion de biofilms. Los Polisacaridos Capsulares mantienen las
caracteristicas de polimeros dindmicos protectores que revisten el exterior de
una o mas ceélulas. Alternativamente, los Polisacaridos Agregativos, ofrecen
integridad estructural e interactian con componentes de matriz adicionales. Los
polisacaridos capsulares proporcionan una capa alrededor de una bacteria,
mientras que los polisacéridos agregativos no lo hacen (Mann y Wozniak, 2012).

Polisacaridos Capsulares:
- Alginato:

El Alginato es uno de los EPS mejor estudiados en Pseudomonas. Es una
importante molécula de matriz para la formacién de biofilms en estas bacterias
dado que proporciona mucho mas que estabilidad estructural (Nivens et al.,
2001). Especificamente, el alginato es un polimero acetilado de alto peso
molecular con mondémeros no repetitivos de los éacidos L-gulurénicos y D-
manuronicos unidos por enlaces B-1,4 (Remminghorst et al., 2009). El alginato
hace que las colonias se vean mucoides (Figura 4.3.), evidenciando que estan
encerradas en este material viscoso (Hogardt y Heesemann, 2013). Ademas de
la funcién estructural, los componentes de la matriz de biofilms tienen otras
funciones y, en el caso de los EPS capsulares como el alginato, poseen
propiedades suficientes para la retencion de agua. El biofilm que contiene
alginato tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes hostiles y al estrés por
desecacion, factores limitantes del ciclo de vida en el suelo bacteriano (Chang et
al., 2007).

- Levano:

Ademas del alginato, el polisacéarido capsular levano es producido por un

subconjunto de Pseudomonas, en particular, por el fitopatdgeno P. syringae

(Osman et al., 1986). El levano es un polifructano $-2,6 de alta masa molecular
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con ramificacién extensa a través de enlaces [(3-2,1 (Laue et al., 2006). Se
produce exclusivamente a partir de sacarosa en el exterior celular (Osman et al.,
1986). Se especula que el levano funciona como una molécula de
almacenamiento en P. syringae, que posiblemente actia como almacén de
nutrientes (Laue et al., 2006). Esta funcibn es muy interesante dado que
proporcionaria a un microorganismo ambiental una fuente de reserva facilmente
disponible para las ocasiones en que otros nutrientes se agoten (Mann y
Wozniak, 2012).

Polisacaridos Agregativos:
- Psl (polysaccharide synthesis locus):

Psl estd compuesto de D-manosa, D-glucosa y L-ramnosa. ComUnmente
se lo encuentra en al menos dos formas: un componente asociado a células de
alto peso molecular, y una forma soluble relativamente mas pequefia que se
puede aislar del sobrenadante de cultivo de células libres (Byrd et al., 2009). Se
produce durante el crecimiento plancténico, es extremadamente importante para
la adhesion inicial de células a las superficies y contribuye a la formacion de las
microcolonias. En los biofilms maduros, Psl ayuda a la estabilidad estructural y
la arquitectura final (Ma et al., 2009).

- Pel

La composicion y la naturaleza del polisacarido Pel no estan definidas
(Mann y Wozniak, 2012). Es un polimero esencial para la formacion de la pellicle
en la interfaz aire-liquido y causa agregacion en los medios de cultivo de
laboratorio (Friedman y Kolter, 2004a). Asimismo, se ha demostrado que Pel
desempefia un papel en las interacciones célula-célula en los biofilms de la cepa
PA14 de P. aeruginosa, proporcionando un soporte estructural para la
comunidad en las etapas iniciales de formacion de biofilm (Colvin et al., 2011).

- Celulosa:

La celulosa es otro EPS sintetizado por un gran numero de cepas
ambientales (Ude et al., 2006). Es un homopolimero lineal de moléculas de D-
Glucosa unidas por enlaces 3(1-4) y sintetizado por un complejo proteico anclado

a la membrana (Whitney y Howell, 2013).
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La produccion de estos EPS agregativos puede detectarse e incluso
cuantificarse mediante el uso de agentes de tincion. El Rojo Congo (RC) es un
colorante que, afiadido a las placas de medio sélido tiene la capacidad para
unirse a proteinas y a varios EPS (aunque no a todos), tales como celulosa
(Serra etal., 2013a; Spiers et al., 2002) o los polisacaridos Pel y Psl de las cepas
de P. aeruginosa (Mann y Wozniak, 2012; White y Surette, 2006).

A modo ilustrativo, la Figura 4.3. muestra los fenotipos correspondientes a
tres cepas de P. aeruginosa diferentes (PAO1, PDO300 y MJKS8) crecidas en
presencia de RC. La cepa PDO300 se muestra como ejemplo de cémo la
produccion del polisacéarido alginato hace que las colonias parezcan encerradas
dentro de un material viscoso, en comparacion con las cepas no mucoides,
PAO1, y MJK8 (Hogardt y Heesemann, 2013). La cepa MJK8, sobreproductora
de EPS agregativos, muestra cdmo estos EPS se tifien con RC y el fenotipo
rugoso gue se observa cuando las cepas producen este tipo de EPS, también
llamado fenotipo RSCV (Mann y Wozniak, 2012) (Figura 4.3.).

Figura 4.3. Variaciones morfolégicas de colonias de Pseudomonas
aeruginosa. Los cultivos de las cepas PAO1 (parental), MIJK8 (fenotipo RSCV)
y PDO300 (fenotipo mucoide) se sembraron en medio de cultivo suplementado
con RC. La cepa MJK8 produce EPS agregativos y la cepa PDO300 EPS
capsulares. Todas las cepas crecen a tasas similares, sin embargo, las colonias
MJK8 son pequefias y mas agregativas, y las colonias PDO300 son mucoides.
PAO1 tiene colonias lisas bien definidas. Adaptado de (Mann y Wozniak, 2012).

El andlisis de los elementos de EPS también se puede facilitar mediante el
uso de colorantes fluorescentes que permiten la tincion de los componentes de
la matriz. Los colorantes fluorescentes que tifien EPS se unen a los mismos con
afinidades variables y diferentes colores fluorescentes. El CalcoFluor (CF), se
utiliza para identificar EPS agregativos, dado que se une de manera mas
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especifica a polisacaridos con enlaces glucosidicos 3(1-4) y B(1-3) presentes,
por ejemplo, en la celulosa y hace que las colonias positivas emitan fluorescencia
bajo luz ultravioleta (Spiers et al., 2002). Por otro lado, la Tioflavina S (TS)
muestra una fuerte fluorescencia verde tras la unién eficaz a algunos EPS

agregativos,como celulosa (Serra et al., 2013a; Serra et al., 2013b).

41.3.1 Ensayos de Morfologia de Macrocolonia en Agar
Una caracteristica destacada de los biofilms de macrocolonia es que
pueden adoptar morfologias complejas comUnmente conocidas como

"arrugadas", "rugosas" o "rdar" (por red (rojo), dry (seco) y rough (rugoso)) que

incluyen distintos elementos morfolégicos como "crestas", "arrugas” y “anillos”
(Aguilar et al., 2007; Mann y Wozniak, 2012; Romling, 2005; Serra et al., 2013a).
Actualmente se sabe que estos fenotipos morfolégicos dependen de
componentes especificos de EPS (Friedman y Kolter, 2004b; Romero et al.,
2010; Serra et al., 2013a; Zogaj et al.,, 2001) y esta relacién es el principio
subyacente de los ensayos de morfologia de macrocolonia en agar. Este ensayo
ademas aprovecha la capacidad que tienen los colorantes RC, CFy TS que se
agregan al medio de agar, y que tienen la capacidad para unirse a los EPS, sin
una influencia notable en el crecimiento bacteriano o la morfogénesis del biofilm
(Chapman et al., 2002; Hammar et al., 1995; Reichhardt et al., 2015; Zogaj et al.,
2001).

Debido a las diferencias en su espectro de absorbancia tras la union a
exopolisacéaridos, el RC conduce a patrones de color especificos. A modo de
ejemplo, se muestran los biofiims de macrocolonias de la cepa PAl14 de P.
aeruginosa, los cuales muestran un color rojo oscuro en placas de agar en
presencia de RC, mientras que los mutantes que no producen EPS agregativos
son de color rosa palido (Figura 4.4.). Las colonias de tipo salvaje muestran una
morfologia "rugosa”, mientras que las colonias mutantes son suaves (Figura 4.4.)
(Friedman y Kolter, 2004a).
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Figura 4.4. Morfologia de la macrocolonia de P. aeruginosa PA14 de tipo
salvaje y mutantes que no producen Pel, cultivadas en placas de RC.
Adaptado de (Friedman y Kolter, 2004a).

Finalmente, dado que los biofiims de macrocolonia muestran un nivel
notablemente alto de organizacién estructural a microescala, son un sistema
modelo muy valioso para estudiar la arquitectura tridimensional dentro de un
biofilm (Serra y Hengge, 2017). Actualmente, es posible realizar una inspeccién
de cerca en la anatomia de la macrocolonia a partir de la combinacion de dos
técnicas: crioseccionamiento y posterior andlisis de imagenes microscopicas. Si
bien la crioseccion se aplico bastante temprano en el contexto de la investigacion
de biofilms (Yu et al., 1994), su uso para estudiar macrocolonias comenzé hace
relativamente poco tiempo (Hobley et al., 2013; Serra et al., 2013a; Serra et al.,
2013b; Werner et al., 2004). Al realizar cortes finos a través de la macrocolonia,
se puede examinar de cerca las zonas internas de los biofilms que son tan
estructurados que de otro modo resultan muy dificiles de visualizar mediante

técnicas de microscopia (Vlamakis et al., 2008).

4.1.4 Relacion entre la Formacion de Biofilms, la Produccion de EPS
y la Oxidacion de Mn(ll)

La relacién entre el proceso de formacion de biofilms y el de oxidacion de
Mn(ll) no ha sido estudiada en profundidad hasta el momento y, sin embargo,
como se menciond anteriormente, se considera un enfoque clave para tratar de
optimizar los procesos biotecnologicos de remocion del metal y para
comoprender la biogeoquimica del Mn en la naturaleza.

En todas las MOB caracterizadas por microscopia electronica de
transmision se ha observado que la acumulacién de 6xidos de Mn ocurre en la
superficie celular (Emerson y Ghiorse, 1992; Okazaki et al., 1997). Por lo tanto,

se hipotetiza que la/s proteina/s oxidante/s de Mn(lIl) se encuentra/n en la region
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mas externa de la célula y es ahi donde se produce la actividad oxidante y que
podria existir una relacion entre los EPS presentes en la superficie celular y la
localizacion y/o retencidn de las enzimas oxidantes de Mn(ll) en esta superficie.

Teniendo en mente el objetivo de optimizar la eliminacion de Mn(ll) de
aguas, en este Capitulo se tomd6 a la bacteria MOB-181 como modelo para
estudiar el vinculo entre la oxidacién de Mn(ll) y produccion de EPS en el interior
de un biofilm bacteriano ya que ambos procesos son importantes para la
aplicacion biotecnolégica. Particularmente, se utilizo el enfoque de
crioseccionamiento/microscopia, para estudiar la arquitectura de los biofilms de
macrocolonia de MOB-181 cultivada en presencia o ausencia de Mn(ll) y se logro
determinar la localizacion de los 6xidos de Mn dentro del biofilm. Por otro lado,
se caracterizaron los EPS producidos por MOB-181, a fin de determinar si los
mismos desempefian un papel en la configuracion de la arquitectura de los
biofilms de MOB, en presencia o ausencia de MnOx en el medio. Dado que las
macrocolonias muestran un nivel notablemente alto de organizacion estructural,
se lo utiliz6 como modelo para estudiar no solo la produccién sino también el
ensamblaje arquitectonico tridimensional de EPS dentro del biofilm. Finalmente,
se realizaron ensayos de actividad in gel para tratar de localizar la actividad
oxidante de Mn(ll) en MOB-181 a fin de relacionar los mecanismos involucrados

en la formacion de biofilms y en la oxidacién de Mn(ll).

4.2 Materiales y Métodos

421 Crecimiento de Macrocolonias
Las células se cultivaron durante la noche en medio LB liquido con
agitacion a 28 °C. Se realizaron diluciones (DOsoonm=0,1) y se sembraron gotas
de 5 uL de las mismas en placas de agar Lept en presencia y ausencia de Mn(ll).
Cuando se indica, las placas de agar se complementaron con Rojo Congo (RC;
50 ug mLY) o Tioflavina S (TS; 40 ug mL) o CalcoFldor (CF; 100 pg mL™). Las

placas con macrocolonias se incubaron a 28 °C hasta 7 d.
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4.2.2 Estereomicroscopia
Se realizaron inspecciones diarias de la morfologia de los biofilms de
macrocolonia de MOB-181 y, cuando se indica, de MOB-513. Los mismos se
visualizaron a un aumento 1X y 5X con un estereomicroscopio Stemi 2000-C
(Zeiss, Oberkochen, Alemania). Las imagenes digitales se capturaron con una
camara digital AxioCam-ICC3 acoplada al estereomicroscopio, operada a través

del software AxioVision 4.8 (Zeiss).

4.2.3 Crioseccion de Biofilms de Macrocolonia y Microscopia de
Fluorescencia

La crioseccién de biofilms se llevo a cabo siguiendo el protocolo descripto
previamente (Serra y Hengge, 2017). Brevemente, se cortaron bloques de agar
que contenian los biofiims de macrocolonia, se colocaron en un molde
descartable (Tissue-Tek), se cubrieron con un agente para embeber (compuesto
Tissue-Tek OCT) y se congelaron rapidamente en Nitrogeno liquido. Los biofilms
de macrocolonia crioembebidas fueron seccionadas usando un criostato HM560
(Thermo Fisher Scientific) establecido a una temperatura de -20 °C. Se
obtuvieron secciones de 5 pum de espesor perpendiculares al plano de la
macrocolonia utilizando cuchillas Sec35 desechables (Thermo Fisher Scientific).
Las secciones se colocaron en portaobjetos de microscopio recubiertos con
polilisina (Superfrost Plus; Fisher Scientific). Al otro dia, se afiadié reactivo
Mowiol a los portaobjetos como medio de montaje.

La deteccion de la oxidacion de Mn(ll) in situ en los biofims de
macrocolonia se realiz6 mediante el uso del microscopio Axioskop 2 (Zeiss,
Oberkochen, Alemania) mediante campo brillante y las muestras se visualizaron
con un aumento de 50X de magnificacion. Para la deteccion de fluorescencia de
Tioflavina S unida en las secciones de biofilms se utilizé el mismo microscopio
con las siguientes configuraciones de filtro: para TS, excitacion=436 BP/ 20 nm,
emision=535 BP/ 30 nm. Las muestras se visualizaron con una magnificacion de
200X o0 1000X.

Para todos los casos, las imagenes digitales se capturaron con una camara
digital AxioCam MRm acoplada al microscopio Axioskop 2 utilizando el software
AxioVision 4.8 (Zeiss). Donde se indica, las imagenes de fluorescencia se

superponen con imagenes de contraste de fases para mostrar mejor la ubicacion
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de la fluorescencia en las secciones de biofilm. Se incluyeron secciones de
biofilms de colonias cultivadas en ausencia de TS en cada experimento

respectivo como control para determinar la fluorescencia de fondo para TS.

4.2.4 Ensayos de Actividad Oxidante de Mn(ll) in gel

4.2.4.1 Induccion de la Expresion de Proteinas Recombinantes en E.

coli

La enzima CueO es una proteina oxidasa de Mn(ll) periplasmatica de E.
coli. Estudios previos han mostrado que esta enzima tiene la capacidad de oxidar
Mn(ll) y producir éxidos de Mn, simultaneamente, tanto in vitro como in vivo (Su,
J., etal., 2014). La expresion de la proteina recombinante CueO, se llevo a cabo
mediante la induccion de la expresion de las mismas en cultivos de la cepa
DH5a-pUH-cueO (CueO) (disponible en el laboratorio) por el agregado del
inductor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranésido). Para estos ensayos se
incluyeron también la cepa mutante del gen cueO: DH5a-pUH-cueO::Kn
(ACueQ) como control negativo y la DH5a como control de cepa salvaje, también
disponibles en el laboratorio. Brevemente, las bacterias se cultivaron en medio
LB conteniendo los antibiéticos correspondientes a 37 °C con agitacion
constante hasta saturacion del medio de cultivo. Luego, se hizo una dilucion
1:100 en el mismo medio y se incubaron a 37 °C hasta que el cultivo alcanzé una
densidad optica de 0,7 - 1,0 a 600 nm. La induccién de la proteina CueO en la
cepa DH5a-pUH-cueO se hizo a una concentracion de IPTG final de 0,5 mM a
28 °C durante 3 h. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 g, a 4
°C durante 15 min. El pellet celular se resuspendié inmediatamente para

proceder a la preparacion de los extractos proteicos.

4.2.4.2 Obtencion de extractos proteicos de E. coli
Las células de E. coli provenientes de cultivos inducidos fueron
resuspendidas en 1 mL de solucion de lisis celular conteniendo Hepes 10 mM
pH=7,5 y PMSF 1 mM. Después de la ruptura celular mediante sonicacién, los
lisados fueron clarificados por centrifugacion a 12000 g, a 4 °C durante 30 min.

Las muestras se sembraron por duplicado en un mismo gel y se realizaron
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analisis de actividad de la oxidasa de Mn(ll) y tincion con Coomassie Blue

Coloidal (descriptos a continuacion 4.2.4.4).

4.2.4.3 Obtencion de Extractos Proteicos de MOB-181

Se creci6 un cultivo de la cepa MOB-181 durante 16 h en medio LB liquido
a 28 °C, luego se diluyo el cultivo a una DOsoonm=0,1 y se sembraron 100 pL en
placas de medio Lept, que contenian MnSO4 100 pM. Al cabo de 3 d de
incubacion a 28 °C, los pastos de células provenientes de cinco placas fueron
removidos con un ansa Yy resuspendidos en 1 mL de buffer Hepes 10 mM,
pH=7,5. Se vortexed vigorosamente durante 10 min y se centrifugd 10 min a 5000
g para bajar la células y recuperar el sobrenadante al cual se denominé fraccién
de proteinas secretadas (Fraccion 1). El pellet de células se resuspendié luego
en 1 mL de buffer Hepes 10 mM, pH=7,5 y PMSF 1 mM. Posteriormente se
sonico y se centrifugd 15 min a 10000 g para recuperar la fraccidn de proteinas
solubles en el sobrenadante (Fraccion 2) y la fraccion de restos celulares en el
pellet (Fraccion 3). Los patrones proteicos de las distintas fracciones celulares
de MOB-181 fueron analizados en geles de poliacrilamida en ausencia de SDS,
con algunas modificaciones. Las muestras se sembraron por duplicado en un gel
y se realizaron analisis de actividad de la oxidasa de Mn(ll) y tincién con

Coomassie Blue Coloidal (descriptos a continuacion 4.2.4.4).

4.2.4.4  Electroforesis de Proteinas en Geles de Poliacrilamida
Nativos, Ensayos de Actividad Oxidante de Mn(ll) y Tincion con Coomassie
Blue Coloidal
Los patrones proteicos fueron analizados en geles de poliacrilamida en
ausencia de SDS. La concentracion final de acrilamida en los geles de
separaciéon se ajusté en un 12 % debido al tamafio de las proteinas a separar.
Antes de la siembra, las muestras fueron resuspendidas en solucion de siembra
conteniendo Azul de Bromofenol 0,005 % (p/v); EDTA 1 mM; y glicerol 5 % (v/v)
y centrifugandolas a 15000 rpm por 2 min. Las electroforesis se desarrollaron a
4 °C en equipos Miniprotean Il (Bio-Rad) a una intensidad constante de corriente
aplicada de 20 mA por gel de 0,75 mm de espesor. Las muestras se sembraron
por duplicado en un mismo gel y los patrones proteicos resultantes de la

electroforesis fueron visualizados:
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a) Mediante ensayo de actividad: los geles fueron incubados por 30 min en un
buffer (pH=7,5; Tritbn X-100 0,5 %, glicerol 10 % (v/v)) y posteriormente en
Hepes 10 mM (pH=7,5; MnCl2 200 yM y CuS0O4 100 pM). El proceso de oxidacion
pudo seguirse visualmente mediante la aparicion de bandas de 6xidos de Mn de
color marron en el gel, las cuales aparecen usualmente luego de 24 h de
incubacion a 37 °C. Posteriormente, para verificar que las bandas observadas
efectivamente correspondian a 6xidos de Mn y no de Cu, se incubd el gel con
LBB.

b) Mediante tincion Coomassie Blue Coloidal: fijacion (acido acético 10 %
(v/v)), posterior tincion con Azul Brillante de Coomassie R-250 y decoloracién de
los geles de acuerdo al protocolo descripto en (Sambrook et al., 1989). Las
siguientes soluciones se prepararon utilizando reactivos de alta calidad, libre de
queratinas y contaminantes. Se utilizaron guantes y recipientes limpios.
-Solucioén fijadora: 30 % (v/v) EtOH; 2 % (v/v) acido fosforico
-Solucién de tincion: 18 % (v/v) MeOH, 17 % (p/v)(NH4)2S0a, 2 % (v/v) acido
fosforico

Se fijaron las proteinas dejando el gel en solucién fijadora durante 3 h.
Luego se realizaron tres lavados durante 30 min con H20 destilada. Se agrego
la solucién de tincion y se dejo en agitacion durante 1 h. Luego se adicion6 0,5
g L't de Coomassie Blue G-250 en polvo al gel en la solucién de tincién. Se dejo
agitar suavemente por 2 d en un recipiente tapado para evitar evaporacion y
contaminacion. Se realizé un lavado del gel con H20 destilada y se cort6 la banda
de interés lo antes posible. Las mismas se mandaron a analizar al Servicio de
Identificacion de Proteinas por MS y MS-MS de organismos con genomas
secuenciados que ofrece el CEQUIBIEM (http://cequibiem.gb.fcen.uba.ar/).

4.3 Resultados
Los ensayos de biofilms de macrocolonia que se describen en esta seccion,
se realizaron en colaboracién con el Dr. Diego Serra y la Prof. Dra. Regine

Hegge, en la Universidad Humboldt, Berlin, Alemania. El grupo liderado por la

Prof. Hengge tiene reconocimiento internacional y amplia experiencia en el uso
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de macrocolonias como sistema modelo para el estudio de la formacion de

biofilms en E. coli.

4.3.1 Estudio de la Morfologia de las Macrocolonias de MOB-181 y
Produccién de EPS
En primer lugar, se evalud la existencia de variaciones en la arquitectura
de los biofilms en presencia o ausencia de Mn(ll) en el medio. Para ello, se
crecieron las macrocolonias de MOB-181 a 28 °C en placas de medio Lepty, a
distintos tiempos, se examind el fenotipo de la oxidacion de este metal. Tal como
se muestra en la Figura 4.5., la oxidacion es visible a partir de las primeras 24 h
de incubacioén de las macrocolonias y, a lo largo de los dias, se pudo ver que la
densidad de células en la macrocolonia aumentd, asi como también la
acumulacion de MnOx. Asimismo, se observd que las macrocolonias
desarrollaron una morfologia compleja (Figura 4.5.). Tanto en presencia como
en ausencia de Mn(ll) en el medio, la region externa de la macrocolonia se
caracteriz6 por una zona estrecha de crecimiento liso (indicado con un recuadro
en el dia 4 de crecimiento en la Figura 4.5.). En presencia de Mn(ll), esta zona
estuvo seguida hacia el centro de la macrocolonia por una zona de fenotipo
rugoso (indicado con un recuadro en el dia 4 de crecimiento en la Figura 4.5.).
Sin embargo, en ausencia de Mn(ll), la zona central de la macrocolonia no

mostro ningun fenotipo morfolégico.
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Figura 4.5. Apariencia de las macrocolonias de MOB-181 crecida en
presenciay ausencia de Mn(ll). Se muestra la morfologia de las macrocolonias
luego de 1, 2, 4y 6 d de incubacion en Lept sin Mn y en presencia de Mn(ll). Las
cepas se crecieron durante 6 d a 28 °C en placas de medio Lept suplementadas
con Mn 100 uM (Lept Mn100) o sin suplementar (Lept sin Mn). Los paneles
inferiores muestran una magnificacién de las imagenes de las macrocolonias de
los paneles superiores. Al cuarto dia se indican las zonas correspondientes al
area de crecimiento liso de la macrocolonia y el fenotipo rugoso descripto como
principales caracteristicas en presencia de Mn en el medio. Para la visualizacion
y grabacién de imagenes se utilizO un estereomicroscopio acoplado a una
camara digital.

Dia 6
Fenotipo
Rugoso

ona de
recimiento

liso

Posteriormente, se realizo el crioseccionamiento y andlisis microscopico de
las macrocolonias, lo cual permitié obtener detalles de la disposicion espacial de
la oxidacion de Mn(ll) dentro de las mismas. En la Figura 4.6., se muestran los
resultados del crioseccionamiento de MOB-181 luego de 4 d de crecimiento en
Lept, en presencia y en ausencia de Mn(ll). En presencia de Mn(ll), se observd
una mayor intensidad del color debido a la acumulacién de 6xidos de Mn.
Asimismo se detectaron zonas donde la oxidacién de Mn(ll) fue mas pronunciada
(indicados con un recuadro en el interior de la macrocolonia en la Figura 4.6.).
Se muestran los resultados al dia 4, dado que fue el tiempo de incubacion

necesario para la deteccion de la produccién de EPS, tal como se describe mas

88



Resultados Il

adelante. Asimismo, en este tiempo se alcanza la méxima oxidacion de Mn(ll) en
MOB-181 (Capitulo 3, Figura 3.7.B).

Lept sin Mn-4d-28°C

Colonia
o ok : Yyt et et Iy
00im’ “'/,:‘ A7 i3 A " i Agar
!—A
Macrocolonia
MOB-181
Lept Agar
il (Colonia
Agar

Lept Mn100-4d-28°C

Figura 4.6. Distribucion espacial de la oxidacién de Mn(ll) de biofilms de
MOB-181. Los biofilms de macrocolonia de MOB-181 de 4 d cultivados en medio
Lept suplementado con Mn(Il) 100 uM (Lept Mn100, panel inferior) o sin Mn(ll)
(Lept sin Mn, panel superior) se crioseccionaron perpendicularmente al plano de
la macrocolonia con un espesor de 5 um. Las delgadas secciones se visualizaron
por microscopia de campo brillante con una magnificacion de 50X. Las imagenes
muestran la seccion vertical completa de la mitad de las macrocolonias. Y en el
medio de la figura se representé esquematicamente una seccion de la colonia a
fin de visualizar la zona perteneciente a las imagenes microscépicas de los
cortes mostradas. Ademas se sefala en cada fotografia la zona correspondiente
al Lept agar y la zona correspondiente a la colonia. En el caso de la macrocolonia
proveniente de Lept Mn100 se indica con un recuadro la zona donde se detect6
mayor acumulacion de éxidos.

Tal como se observa en la Figura 4.6., la distribucién de la oxidacion de
Mn(ll) dentro de la colonia de MOB-181 es bastante homogénea, aunque se
destacan algunas areas donde la oxidacion es mayor. A modo comparativo, se
incluyo otra cepa bacteriana en estos estudios a fin de determinar si la
distribucion de la oxidacion era similar a la de MOB-181. En la Figura 4.7., se

puede observar el fenotipo de la macrocolonia de MOB-513, una cepa descripta
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previamente en el Capitulo 3, luego de 7 d de crecimiento a 28 °C en medio Lept
en presencia y en ausencia de Mn(ll). En este caso, se observo una Unica zona
de la colonia con capacidad de oxidacion de Mn(ll) y correspondiente con una
fraccion de células localizada en la parte superior de la macrocolonia, la cual
estuvo ausente en lo cortes de las macrocolonias de MOB-513 crecidos en
ausencia de Mn(ll) en el medio (Figura 4.7.). Para MOB-513 se muestran los
cortes correspondientes al tiempo donde se alcazé la maxima oxidacion de la
macrocolonia, 7 d (Capitulo 3, Figura 3.7.B). Es importante aclarar que se siguio
la oxidacion de esta bacteria a lo largo de los dias y la méaxima oxidacion
detectada en esta cepa es la que se muestra al dia 7.

Una observacion importante a tener en cuenta es el tamafio de las
macrocolonias. Se puede apreciar que el espesor de la macrocolonia de MOB-
513 (~400um) es aproximadamente el doble de la de MOB-181 (~200um).

Lept sin Mn-7d-28°C

Colonia
w7, ,.“] Agar
_———\
Macrocolonia
MOB-513
Lept Agar
- e-...- Mayor oxidacion
I ————]—— - -—
A A et Lo s A NN L
s ¥ S5 5‘4.3( “ -l.'*;a %N "
LIS [ A V38 m i S Vg :
A L A "‘i"’ i+ Colonia
Agar

Lept Mn100-7d-28°C

Figura 4.7. Distribucion espacial de la oxidacién de Mn(ll) de biofilms de
MOB-513.

Los biofilms de macrocolonia de MOB-513 de 7 d cultivados en medio Lept
suplementado con Mn(Il) 100 pM (Lept Mn100, panel inferior) o sin Mn(ll) (Lept
sin Mn, panel superior) se muestran en las mismas condiciones que se indican
para MOB-181 (Figura 4.6).
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4.3.2 Caracterizacion de la Produccién de Exopolisacéaridos en las
Macrocolonias de MOB-181

A fin de evaluar la produccion de EPS y de determinar la estructura

tridimensional de los mismos en los biofiims de macrocolonias se realizaron

tinciones con los reactivos descriptos previamente.

- Tincién con Rojo Congo (RC)

Las macrocolonias de MOB-181 crecidas en medio Lept, en presencia de
RC, mostraron una coloracién rojiza (Figura 4.8.) en comparacion al crecimiento
sin este colorante (Figura 4.5.). Esta tincién ocurri6é tanto en presencia como en
ausencia de Mn(ll) (Figura 4.8.), sugiriendo en primer lugar, la secrecion de EPS
por parte de esta bacteria y, en segundo lugar, que la misma es independiente
de la presencia de Mn(ll) en el medio. En la Figura 4.8. se incluyé como control
negativo la imagen de MOB-513 crecida en las mismas condiciones. Se puede
observar que, a diferencia de MOB-181, las macrocolonias de MOB-513 no se
tifleron con el colorante, y no mostraron ninguno de los fenotipos caracteristicos
de las cepas productoras de EPS, incluso después de 7 d de incubacion por lo
que se lo declar6é negativo para la produccion de EPS. La tincién permitié ver
gue MOB-181 crecida en ausencia de Mn(ll) también presenta un fenotipo
rugoso en el centro de la colonia que no se habia detectado en ausencia de este
colorante (Figura 4.5.), aunque en menor medida respecto de la macrocolonia
crecida en un medio suplementado con Mn(ll) (Figura 4.8.). Este fenotipo esta
asociado a la presencia de EPS de tipo agregativos, como Psl o celulosa
detectado en otras cepas del mismo género (Figuras 4.3. y 4.4.). Finalmente, no
se observd el aspecto viscoso tipico de las Pseudomonas productoras de

alginato (Figura 4.3.) en las macrocolonias de MOB-181 y MOB-513.
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Figura 4.8. Apariencia de las macrocolonias de MOB-181 y MOB-513
crecidas en presencia de RC. Se muestra la morfologia de las macrocolonias
de MOB-181 y MOB-513 luego de 4 y 7 d de incubacibn a 28 °C,
respectivamente, en Lept sin Mn o suplementado con Mn 100 uM (Lept Mn100)
+ RC (40 yg mL?). Los paneles inferiores muestran una magnificacién de las
imagenes de las macrocolonias de los paneles superiores. Para visualizacion y
grabacion de imagenes se utilizd un estereomicroscopio acoplado a una camara
digital.

- Tincién con Calcofluor
También se evalué el crecimiento de MOB-181 en presencia del colorante

CF y se observo que, tanto las colonias crecidas en presencia como en ausencia
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de Mn(ll), tenian la capacidad de emitir fluorescencia bajo luz UV (Figura 4.9.).
En estos ensayos se evalu6 en paralelo a la cepa MOB-513. Como se muestra
en la Figura 4.9., resultd ser un control negativo para la tincion con CF. Se puede
observar que, a diferencia de MOB-181, las macrocolonias de MOB-513 no
emiten fluorescencia bajo luz UV.

En el centro de las colonias de MOB-181 y MOB-513 crecidas con Mn(ll)

se observé un centro oscuro correspondiente a la acumulacion de los 6xidos de

Mn(ll), sefialado en la Figura 4.9. para un mejor reconocimiento.

Q

Oxidos de Mn

Figura 4.9. Apariencia de las macrocolonias de MOB-181 y MOB-513 en
presencia de CF. Las colonias de MOB-181 y MOB-513 se crecieron durante 4
y 7 d, respectivamente, a 28 °C en placas de medio Lept en presencia y ausencia
de Mn(ll), suplementadas con CF (100ug mL?) y se fotografiaron bajo luz UV.
En A) y B) se muestra el fenotipo de MOB-181 y de MOB-513 en Lept sin Mn(ll),
respectivamente, en el medio suplementado con CF. En C) y D) se muestra el
fenotipo de MOB-181 y MOB-513 en placas con Mn(ll), respectivamente, en el
medio suplementado con CF. En ésta ultima condicién se sefala la zona
correspondiente a los depdsitos de MnOXx.

- Tincién con Tioflavina S (TS)

Con el fin de determinar la localizacion in situ de los EPS dentro de la
macrocolonia, se decidio utilizar el enfoque de crioseccidbn/microscopia de
fluorescencia a partir de la tincion de los EPS con TS. Las imagenes de
fluorescencia se superpusieron con imagenes de contraste de fases para
mostrar mejor la ubicacion de los EPS en los biofilms. Es importante mencionar
gue la visualizacion de la acumulacién de éxidos de Mn en las macrocolonias se
perdi6 completamente mediante la microscopia por contraste de fases. Sin
embargo, ésta es una metodologia muy eficiente empleada habitualmente para
la observacion de las células dentro del biofilm (Serra y Hengge, 2017). De

manera que en las imagenes que se muestran a continuacion se dejo de lado la
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oxidacion y se priorizo el andlisis de la arquitectura de las células y de los EPS
producidos dentro del biofilm.

Como se puede observar en la Figura 4.10., en las dos condiciones
ensayadas, con y sin Mn(ll), los biofilms de macrocolonias mostraron emisiéon de
fluorescencia, indicativo de la produccion de EPS. La franja de células
productoras de EPS (Fluorescentes, sefialadas con un recuadro de color azul en
la Figura) estuvo principalmente en la parte superior de las macrocolonias, en
contacto con el oxigeno y, esta franja, quedo subdividida en dos, a partir de una
franja de células que no produce EPS en el medio, que marca esta subdivision,
(no emite Fluorescencia, sefialadas con un recuadro rojo en la Figura). Se
observaron algunas diferencias notables entre las secciones provenientes de
macrocolonias crecidas en presencia y en ausencia de Mn(ll), tales como una
mayor intensidad de fluorescencia y un mayor espesor de las mismas en
presencia de Mn(ll). Se observd que a partir de la franja de células no
productoras de EPS (linea oscura, sefialada con un recuadro rojo) el espesor de
la macrocolonia crecida en presencia de Mn(ll) es mayor que el de la
macrocolonia proveniente del medio sin Mn(ll) (Figura 4.10.).

Finalmente, en la capa inferior de las macrocolonias, es decir, cerca de la
interfaz del agar, la produccién de EPS estuvo completamente ausente (area

inferior de la macrocolonia, sefialada con un recuadro amarillo) (Figura 4.10.).
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Figura 4.10. Distribucion espacial de EPS en macrocolonias de MOB-181
visualizadas por la fluorescenciade TS.

Los biofilms de macrocolonias de MOB-181 de 4 d cultivados en medio Lept en
ausencia de Mn(Il) (Lept sin Mn) o suplementado con Mn 100 uM (LeptMn100)
en presencia de TS se crioseccionaron perpendicularmente al plano de la
macrocolonia con un espesor de 5 um. Las microsecciones se visualizaron por
microscopia de fluorescencia. Se muestran las imagenes de contraste de fase
(paneles superiores), fluorescencia (paneles de medio) y la superposicion de
ambas imégenes (paneles inferiores) a un aumento 20X de secciones
representativas de macrocolonias de MOB-181 crecidos sin Mn (izquierda) y con
Mn (derecha). Las imagenes visualizan la seccion vertical completa de las
macrocolonias en la region central. Se sefiala con un cuadro azul la zona
productora de EPS en ambas condiciones; con un recuadro rojo la franja de
células no productora de EPS gque divide en dos franjas a las células productoras;
y, con un recuadro amarillo, la zona de la macrocolonia en contacto con el agar
gue tampoco produce EPS.

En las dos condiciones ensayadas (con y sin Mn), tomando las fotos con
un aumento mayor se observd que la fluorescencia de TS mostré un patron
similar a una red o a un "panal” (Figuras 4.11.). Es decir, la magnificacion en la
imagen mostro siluetas bien definidas de bacterias, donde se puede apreciar que
los EPS rodean e interconectan las células. Por otro lado, tal como se habia
mencionado anteriormente, se observo una capa interna estrecha de células no

fluorescentes (Figuras 4.11.), indicando que las bacterias en esta capa interior
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no estan produciendo EPS. Estas células podrian estar separando dos

poblaciones de células diferentes dentro del biofilm.

Lept sin Mn-TS Lept Mn100-TS
100X (4d) 100X (4d)

Contljaste dAe‘ Fases

Fluorescencia

Fusionado

Figura 4.11. Distribucion espacial de EPS en macrocolonias de MOB-181
visualizadas por la fluorescencia de tioflavina S con mayor magnificacion.
Se muestran las Imagenes de contraste de fases (paneles superiores),
fluorescencia (paneles de medio) y la superposicion de ambas imagenes
(paneles inferiores) de biofilms crecidos tal como se describio en la Figura 4.10.
con las fotos tomadas con wuna magnificacionl000X de secciones
representativas de macrocolonias de MOB-181 crecidos sin Mn (izquierda) y en
presencia de Mn(ll) (derecha). Las imagenes visualizan la seccion vertical de la
parte superior de las macrocolonias en la regién central.
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En la Figura 4.12. se muestra micrografias de contraste de fase de las
macrocolonias crecidas sin Mn(lIl), con una magnificacion de 1000X. Se puede
notar el grado de resolucion con el que pueden llegar a distinguirse células
individuales dentro del biofilm. Se dividié a la macrocolonia en dos imagenes con
esta magnificacion y se muestran las fotografias obtenidas de la capa superior
de células del biofilm y de la capa inferior, en contacto con el agar. En la zona de
produccion de EPS, las imagenes obtenidas por contraste de fases son mucho
mas difusas, caracteristicas de la presencia de matriz rodeando a las células.
Asimismo, se reconocié como principal morfologia de las células presentes en
esta zona el tamafio pequerfio y la forma ovoide (Figura 4.12). Se sefiala ademas
con un recuadro negro la zona correspondiente a la franja de células que divide
las dos zonas productoras de EPS (Figura 4.12. panel superior). Por otro lado,
se puede notar en la Figura 4.12. la mayor separacion entre las células que se
ubican en la zona inferior de la macrocolonia, en contacto con el agar, la cual fue
incapaz de producir EPS (panel inferior). Una observacion llamativa respecto de
esta zona, es que se pueden evidenciar capas de células con forma de bacilos
pero de mayor tamafio que las que se encuentran en la zona productora de EPS.
Estas células estan sefialadas con un recuadro en la Figura 4.12. (panel inferior).

Se muestran solamente las imagenes obtenidas para la macrocolonia
crecida en ausencia de Mn(ll) dado que la disposicidn de las células en el biofilm
fue muy similar tanto en presencia como en ausencia de Mn(ll). Como se
mencionod anteriormente, la principal diferencia estuvo dada por la intensidad de

la fluorescencia y el mayor espesor de la colonia en presencia de Mn.
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Figura 4.12. Distribucion espacial de EPS en macrocolonias de MOB-181
crecida en ausencia de Mn(ll).

Los biofilms de macrocolonias de MOB-181 de 4 d cultivados en medio Lept (sin
Mn (1)) se crioseccionaron perpendicularmente al plano de la macrocolonia con
un espesor de 5 um. Las microsecciones se visualizaron por microscopia de
contraste de fases con una magnificacion 1000X. Se muestran secciones
representativas de la macrocolonia donde se distinguen (A) la zona superior en
contacto con el oxigeno y (B) la zona inferior de la macrocolonia, en contacto con
el agar. En A) se sefalan con recuadros verdes la zona del biofilm de mayor
difusion, donde se encuentran las células productoras de EPS y con un recuadro
negro la zona no productora de EPS. En B) estan sefialadas con recuadros las
células mas pequefias de forma ovoide, las células de mayor tamafio con forma
de varillay el agar.
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4.3.3 Deteccidn de Actividad Oxidante de Mn(ll) en MOB-181

En esta dltima parte del capitulo se evaluo la actividad oxidante de Mn(ll)
en MOB-181 a fin de caracterizar la localizacion subcelular de la/s enzimal/s
responsables de la oxidacion en MOB-181 crecida en forma de biofilm y también
para conocer la identidad de las mismas.

En primer lugar, se puso a punto un ensayo de actividad oxidante de Mn(ll)
en geles nativos. Se incluy6 a la cepa DH5a de E. coli como cepa salvaje; una
cepa que sobreexpresa la enzima CueO en presencia del inductor IPTG, DH5a-
pUH-cueO; y la cepa DH5a-pUH-cueO::Kn (ACueO) como control negativo. Se
detect6 una banda positiva de actividad oxidante de Mn(ll) en la calle
correspondiente a la fraccion soluble de proteinas provenientes de la cepa
DH5a-pUH-cueO, Figura 4.13. La misma fue utilizada como control positivo de
los ensayos siguientes.

Para revelar actividad oxidante de Mn(ll) proveniente de extractos de MOB-
181, crecidos en biofilms, se empled la misma metodologia y se pudo detectar
una banda de oxidacion de Mn(ll) en la fraccibn de proteinas secretadas
(Fraccidn 1, descripta en Materiales y Métodos, Seccién 4.2.4.3), Figura 4.13.

A) B) C) D)
123 123 123 1.2 3 4

Figura 4.13. Ensayo de oxidacion de Mn “in gel”. PAGE nativo de proteinas.
En los geles A, By C se muestran los geles que se realizaron para la puesta a
punto del ensayo de actividad. En las calles 1, 2 y 3 de estos geles estan
sembrados los extractos de proteinas solubles de las cepas DH5aAcueO, DH5a
y DH5a-cueO, respectivamente. El gel A) fue tefiido con Coomassie Blue, el gel
B) fue revelado por ensayo de actividad de oxidacion de Mn(ll) in gel y en C) se
muestra el mismo gel B) tefiido con LBB luego del ensayo de actividad.

En el gel D) se muestra el ensayo de actividad para las distintas fracciones
celulares de MOB-181. En la calle 1 se sembrd como control positivo el extracto
soluble de proteinas de DH5a-cueO, en las calles 2, 3 y 4 se sembr¢ el extracto
soluble, restos celulares y proteinas secretadas de MOB-181, respectivamente.
Se puede ver actividad oxidante de Mn(ll) en la fraccion de proteinas secretadas.
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Finalmente, se cortd la banda del gel tefiido con Coomassie coloidal (no
mostrado), correspondiente a la banda responsable de la actividad oxidante de
Mn(ll) de MOB-181 y se mand6 a analizar al Servicio de Identificacion de
Proteinas por MS y MS-MS de organismos con genomas secuenciados del
CEQUIBIEM. La secuencia peptidica SDGTDEAPWTVK hallada en la banda del
gel permiti6 la identificacion de la siguiente MCO (Tabla 4.1.), que podria ser la

responsable de la actividad oxidante de Mn(ll) en MOB-181.

Tabla4.1. Descripcién de la proteinaidentificada con la secuencia peptidica
SDGTDEAPWTVK

Acceso | Descripcion

J2YFM1 Putativa multicobre oxidasa OS=Pseudomonas sp. GM78
GN=PMI35 00197 PE=4 SV=1 - [J2YFM1_9PSED]

4.4 Discusion

En esta seccion se llevo a cabo una investigacion microscopica a partir del
modelo de biofilms de macrocolonia de la cepa MOB-181, donde se realizaron
ensayos de observacion fenotipica de macrocolonias, en presencia y ausencia
de Mn(ll), y posterior crioseccionamiento/microscopia, para tratar de
inspeccionar en detalle la arquitectura de los biofilms, la distribucion de la
oxidacion de Mn(ll) dentro de los mismos y el arreglo tridimensional de los EPS.

A diferencia de los cultivos plancténicos convencionales, los biofilms de
macrocolonias son heterogéneos con respecto al estado fisiolégico de las células
que albergan (Stewart y Franklin, 2008) . Las diferencias observadas en las
células del interior de las macrocolonias se explica por el hecho de residir en
diferentes lugares dentro de comunidades estructuralmente complejas
implicando que las bacterias no estan expuestas de manera uniforme a los
recursos de crecimiento y las moléculas de sefalizacion extracelular que se
difunden a lo largo de los gradientes. Tales gradientes quimicos tienen un
impacto en la expresion génica, lo que en ultima instancia determina la formacion
de subpoblaciones fisiolégicamente distintas (Stewart y Franklin, 2008). Asi por
ejemplo, los nutrientes clave y los aceptores de electrones pueden agotarse

localmente dentro de un grupo de células del biofilm. Asimismo, las células
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ocupan un espectro de estados, desde aquellas células que crecen rapidamente

hasta que aquellas no crecen en absoluto.

- Oxidacion de Mn(ll) en Biofilms

En el primer capitulo se demostrd que el inicio de la oxidacion de Mn(ll) por
MOB-181 en medio Lept sélido ocurre dentro de las primeras 24 h de crecimiento
a 28 °C, y este momento, tal como en otras bacterias (Geszvain et al., 2011),
coincide con el inicio de la fase estacionaria (Figura 3.9.). Las imégenes
microscopicas por campo claro obtenidas de las criosecciones de las
macrocolonias crecidas en presencia y en ausencia de Mn(ll) resultaron exitosas
para poder apreciar diferencias entre los biofilms en las dos condiciones. En
particular, se pudo confirmar que los 6xidos de Mn se precipitan y retienen dentro
del biofilm y resulté de gran interés el reconocimiento de las zonas del biofilm
capaces de llevar a cabo la oxidacion del metal. En el caso de MOB-181, la
distribucion de la oxidacion de Mn(ll) dentro de la macrocolonia resultdé bastante
homogénea, aunque se destacan algunas areas donde la oxidacién es mayor.
Por otro lado, el fenotipo de la macrocolonia de MOB-513, mostré una Unica zona
de la colonia donde se puede ver oxidacion de Mn(ll), correspondiente con una
fraccidon de células localizada en la parte superior de la macrocolonia. En el tercer
capitulo se determin6 que MOB-181 tiene una capacidad superior de oxidacién
de Mn(Il) que MOB-513 (Figura 3.7.) y esto puede estar atribuido a los fenotipos
de oxidacion observados en las macrocolonias en esta parte del trabajo. De esta
manera, se pretende destacar la importancia de los estudios de
crioseccionamiento/microscopia para tratar de comprender los fendmenos en el
interior de un biofilm bacteriano.

Los nutrientes y los gradientes de oxigeno son particularmente cruciales en
la diferenciacién fisioldgica. Estos gradientes se producen en cualquier biofilm y
resultan del equilibrio dinamico entre la difusion y el consumo (Serra y Hengge,
2014). En P. aeruginosa, se ha visto que el oxigeno es fundamental para
mantener activo el metabolismo celular en ausencia de aceptores de electrones
alternativos. En regiones cercanas a la superficie de las macrocolonias de P.
aeruginosa, el oxigeno se consume mas rapido de lo que puede difundir en
capas mas profundas, por lo que se vuelve inaccesible para el resto de la

comunidad (Werner et al., 2004). Por lo tanto, al actuar como un recurso que
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limita el crecimiento, el oxigeno define un patron de dos capas con una capa
superior de células (de aproximadamente 60 um de espesor) que exhibe una
sintesis de proteinas activa y una capa gruesa de células media y baja
(aproximadamente dos tercios de la macrocolonia) que son metabdlicamente
inactivas (Werner et al., 2004; Williamson et al., 2012). Debido a esta inactividad,
las células en la capa inferior permiten que los nutrientes se difundan desde la
interfaz de agar a través de la capa inferior de la colonia hasta la capa superior
donde realmente se consumen. Esta observacion es particularmente importante
en el caso de un biofilm de una bacteria oxidante de Mn(ll), dado que el oxigeno
es fundamental para que la oxidacién sea mediada biologicamente (Gislette y
Mouchet, 1997; Mouchet, 1992). Si bien en estos ensayos no se midio el
gradiente de Oz presente a lo largo de la macrocolonia, se puede especular que
esta jugando un rol fundamental en la oxidacion del Mn(ll). Esta puede ser la
razon que explique por qué una gran proporcion de células de la macrocolonia
de MOB-513 es incapaz de llevar adelante la oxidacién (Figura 4.7.). El gran
espesor de la misma (~400um), aproximadamente el doble del de MOB-181
(~200um), puede estar ocasionando una capa gruesa de células media y baja
desprovista de Oz y haciendo limitante este recurso para la poblacion de células

gue se encuentra en contacto con la superficie del agar.

- Produccion de EPS

En la segunda parte de este capitulo se pudo detectar la producciéon de
EPS en MOB-181, luego del cuarto dia de crecimiento en las condiciones
ensayadas. Se observé una reaccién positiva tanto en presencia como en
ausencia de Mn(ll), con cada uno de los colorantes ensayados (RC, CF y TS),
indicando que la produccién de EPS en MOB-181 es independiente de la
presencia de Mn(ll) en el medio. Por otro lado, si bien estos ensayos no fueron
cuantitativos, cualitativamente se observo un aumento notable en la produccion
de EPS en la condicién de crecimiento en presencia de Mn en el medio. Esto
estuvo denotado por el fenotipo mas rugoso en presencia se RC (Figura 4.8.) y
una mayor intensidad de fluorescencia en presencia de TS (Figuras 4.10. y
4.11)).

El RC es un colorante que se une a la mayoria de los EPS (Romling et al.,
1998), mientras que CF es un colorante mas especifico para la celulosa (Spiers
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et al., 2002). Por otro lado, la fluorescencia de la TS es especifica para proteinas
y celulosa (Serra et al., 2013b). A la luz de estos resultados es posible especular
que uno de los EPS producidos por MOB-181 es la celulosa. Asimismo, esta
bacteria no mostré un fenotipo viscoso tipico de las cepas productoras de EPS
capsulares, tales como el alginato sugiriendo que esta cepa no produce este
EPS capsular. Sin embargo, es importante tener en cuenta que controles
apropiados, tales como cepas mutantes que carecen de componentes
particulares de la matriz, deben incluirse en el ensayo para atribuir un elemento
de matriz particular.

Gracias al enfoque de crioseccionamiento/microscopia se pudo observar
diferentes capas de células dentro del biofilm de MOB-181 capaces e incapaces
de producir EPS (Figura 4.10. y 4.11.). Por otro lado, se pudo apreciar que la
oxidacion de Mn(lIl) no esta estrictamente asociada con la produccion de EPS.
Esto se vio reflejado por el hecho que de la oxidacion no estuvo atribuida
Gnicamente a las células productoras de EPS, sino practicamente a toda la

macrocolonia en el caso de MOB-181.

- Relaciones entre Formacién de Biofilms y Oxidacion de Mn(ll) en MOB-
181

En general, la oxidacién de Mn(ll) ocurre en células sedentarias de fase
estacionaria y da como resultado que las células estén incrustadas en 6xidos
sélidos que se predice que impiden la motilidad (Geszvain et al., 2011). Esto
sugiere que las bacterias primero pueden unirse entre si 0 a una superficie y
formar una comunidad de biofilms sésiles antes de que comience la oxidacion
(Geszvain y Tebo, 2010). En P. putida GB-1, la oxidacién de Mn(Il) comienza en
la fase estacionaria en la superficie externa de la célula, formando una capa de
oxidos de Mn (lI1,1V) insolubles (Geszvain et al., 2011).

Durante la transicion a la fase estacionaria, las células bacterianas exhiben
una forma esférica mas pequefia para su supervivencia en un entorno de
inanicion (Hengge-Aronis, 1993; Kaprelyants y Kell, 1996). Las células de P.
aeruginosa, como las de otras especies bacterianas, son ovales o esféricas en
la fase estacionaria en contraste con la morfologia en forma de varilla de las
células en crecimiento (Lange y Hengge-Aronis, 1991). En los experimentos de

crioseccion/microscopia, se pudo observar como las células productoras de EPS
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dentro del biofilm mostraron un fenotipo morfolégico ovalado o esférico méas
pequefio, examinado bajo microscopia de fluorescencia y de contraste de fases,
un hallazgo indicativo de que las células estan en fase estacionaria, es decir, en
una condicion en la que se producen los componentes de la matriz extracelular
(Serra et al., 2013b). Esto se condice con los ensayos de recuentos de bacteria
que indican que en este tiempo (4 d) las células se encuentran en fase
estacionaria (Figura 3.9.). Sin embargo, es interesante destacar, que en los
biofilms de MOB-181 también se observaron capas de células morfolégicamente
diferentes, con forma de baston y de mayor tamafio. Las mismas son
caracteristicas de células en fase post-exponencial, en la que los recursos ya no
son 6ptimos, pero aun no estan completamente agotados. En el caso de las
células de E. coli se sabe que estas células producen flagelos y se vuelven
altamente méviles (Adler y Templeton, 1967), lo cual permite suponer que hay
células que estarian mostrando crecimiento activo dentro del biofilm de MOB-
181. En los biofilms crecidos en tanto presencia como en ausencia de Mn(ll)
estas células en crecimiento dentro del biofilm coinciden con las zonas donde no
se observa emision de la fluorescencia que esta en contacto con el agar, es decir,
no pertenecen al grupo de células productoras de EPS dentro de la
macrocolonia.

Como se mencion0 anteriormente, en presencia de Mn(ll) parece haber una
mayor produccién de EPS, lo cual podria ser responsable de una mayor
produccion de biofilms en presencia de Mn(ll) tal como se observo en la
cuantificacion con CV de los biofilms de MOB-181 crecidos en presencia de
Mn(1l) con respecto a biofilms crecidos sin Mn(ll) (Figura 3.8.).

En cuanto a la oxidacién de Mn(ll), se pudo determinar que la actividad
oxidante de Mn(ll) en MOB-181 se encuentra en la fraccion de proteinas
secretadas, lo cual coincide con muchas MOB reportadas hasta el momento.
Especificamente se encontré una putativa MCO que podria ser la responsable
de la actividad en el exterior celular. Integrando los resultados de produccion de
EPS y de oxidacion de Mn(Il) obtenidos en este trabajo, donde se determino que
el inicio de la oxidacion de Mn(ll) ocurre dentro de las primeras 24 h, que la
proteina responsable de la oxidacion es secretada al exterior de las células y que
la deteccion de la produccion de EPS fue visible recién luego del cuarto dia de
crecimiento, se puede deducir que la oxidasa de Mn(ll) es secretada antes de la
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acumulacion excesiva de EPS en el exterior celular. Por consiguiente, la
produccion de MCO no estaria relacionada con la de EPS en esta bacteria,
resultados que se confirmaran a futuro cuando se obtenga la secuencia del ADN
genémico de MOB-181, que permitira realizar mutantes en genes relacionados
a la produccion de EPS y en la MCO detectada.

En un estudio realizado con la cepa MnB1 de P. putida en medio Lept se
mostro que el inicio de la oxidacion de Mn(ll) ocurrié a t > 24 h, cuando el cultivo
se encontraba en la fase estacionaria temprana. A 36 >t < 48 h, la oxidacion fue
notablemente visible e, inconsistentemente con lo que se observo para MOB-
181, las células de P. putida se agregaban y producian EPS durante a 20 >t <
25 h, simultaneo al tiempo de la oxidacion de Mn(ll). Asimismo, en este estudio
se tomaron imagenes mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
de P. putida, cultivada en Lept agar (Toner et al., 2005). Si bien, los resultados
de las imagenes obtenidas por TEM sugieren que el precipitado de Mn estaba
estrechamente asociado con las células, no se pudo localizar in situ dentro del
biofilm dado que no se empleo el modelo de las macrocolonias.

Finalmente, hay una serie de indicios que revelan que los mecanismos de
formacion de biofilms y de oxidaciéon de Mn(Il) en MOB podrian estar vinculados
desde el punto de vista de la regulacion. En un trabajo publicado en 2011, se
realiz6 una seleccién aleatoria de mutagénesis por transposicion donde se
aislaron 12 cepas mutantes de P. putida GB-1 que mostraron una oxidacién
acelerada de Mn(ll) en medios sdlidos en relacién con la cepa salvaje (Geszvain
et al., 2011). En 8 de las 12 cepas, el transposén estaba inserto en algun gen
formando parte del reguldn flagelar de P. putida GB-1. Si bien no se pudieron
determinar las bases moleculares por las cuales los mutantes de flagelos
afectaban la oxidacién, se especul6 que una combinacién de efectos sobre la
transcripcion del gen de la oxidasa de Mn(ll) y de los de formacién de biofilm
puede ser responsable del efecto complejo de los mutantes flagelares sobre la
oxidacion de Mn(Il) (Geszvain et al., 2011).

En este trabajo se demostré que el enfoque de crioseccion/microscopia
puede ser muy util para esto. El empleo de estas nuevas técnicas permite tomar
dimensién de lo que ocurre en el interior de los modelos de biofilms y rompe con
el obstaculo que presentan las técnicas convencionales que devuelven un

“promedio” del comportamiento de un conjunto de células, que conlleva a tomar
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conclusiones erroneas de lo que realmente ocurre en una comunidad microbiana
real compleja.

A futuro se propone utilizar este tipo de técnicas directamente para
examinar visualmente la expresion de genes controlados espacialmente en
biofilms de macrocolonias utilizando cepas que expresan fusiones de genes
reporteros, tales como la proteina verde fluorescente (GFP) a regiones
promotoras de putativas oxidasas de Mn(ll). Esto nos permitiria localizar in situ
la actividad oxidante de Mn(ll) dentro de un biofilm. Asimismo, dado que la
regulacion de la formacién de biofilms esta muy bien caracterizada en el género
Pseudomonas, se propone estudiar el efecto de mutantes en el sistema

regulatorio de biofilms para evaluar su impacto en la oxidacién de Mn(ll).

106



Resultados Il

5 Inoculacion a Escala de Laboratorio con el Aislado
MOB-181 para Probar su Funcionalidad en la Remocion de Mn

Presente en Aguas

5.1 Introduccién

En los capitulos anteriores, se determin6 que Pseudomonas MOB-181 fue
el aislado que present6 las caracteristicas deseables para la optimizacion del
proceso de remocion de Mn(ll) de aguas, y se caracterizé la relacién entre los
mecanismos de formacion de biofilms y de oxidacion de Mn(ll) de este aislado.
Se postula que es un prometedor candidato para estudios de bioaumentacion,
esperando una rapida adaptacion, evolucion y actividad en el sistema de filtros.

El objetivo general de este capitulo fue determinar el efecto de una
estrategia de bioaumentacion con MOB-181 en la remocion de Mn(ll) presente
en aguas subterraneas naturales. Se llev6 a cabo un ensayo a escala de
laboratorio utilizando un sistema de filtros disefiado por nuestro grupo de trabajo.
Se tuvo en cuenta que todos los inoculantes bacterianos son sensibles a la
temperatura y que la variacion de este parametro es inevitable en la aplicaciéon
real del tratamiento, de modo que se decidio realizar dos ensayos en periodos
diferentes, cuya principal diferencia fue el registro de temperaturas de los
mismos. De esta manera, se estudiaron en paralelo dos filtros a escala de
laboratorio para la eliminacion de Mn(ll) de las aguas subterraneas, un filtro
inoculado con MOB-181,y un filtro control sin inocular. Para evaluar la capacidad
de remocion de Mn(ll) del sistema, se cuantifico la concentracién de Mn(ll) en el
agua influente y efluente de ambos filtros. Ademas, se utilizé la secuenciacion
por Illumina del gen 16S ARNr para examinar la diversidad microbiana en los

filtros y la sobrevida de MOB-181 al finalizar el tratamiento.
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5.2 Materiales y Métodos

52.1 Construccion de un Sistema de Filtros a Escala de Laboratorio
En colaboracion del CIS se construyd un sistema simple de filtrado que
permitié realizar pruebas de la funcionalidad de un inéculo bacteriano en ensayos
de remocion de Mn(ll) a escala de laboratorio (Figura 5.1.). El sistema consistié
en dos biofiltros idénticos construidos con columnas de vidrio de 50 cm de alto
con un diametro interior de 2,5 cm, rellenas con arena (tamafio de particula de
0,9 - 1,0 mm). Se utilizé un biofiltro como control negativo (la cual no se lo inoculd
con bacterias), mientras que el otro se inoculé6 con MOB-181 para evaluar el
efecto de la bioaumentacion en la eliminacion de Mn(ll) del agua cruda.

B)

C I
| o | | i ——

A4 A4

Efluente )
Filtro C e e Efluente
Filtro 1
\{ Bombas Influente e o
Desborde —a—a—

5 - Desborde
Filtro C Alimentacién Filtro |
0,3Lh"clu

Figura 5.1. Esquema de los biofiltros utilizados en el ensayo de remocién
de Mn(ll) a escala laboratorio. En A) se muestra una fotografia del sistema real
usado en este trabajo. B) Esquema del sistema disefiado que incluyd un tanque
de almacenamiento del agua cruda a tratar, dos bombas a diafragma (azules)
para bombear el influente hacia cada filtro. Se utilizaron dos columnas, una
rellena de material filtrante sin inocular (C) y la otra inoculada con MOB-181 (I).
Se dispuso de 2 puertos de muestreo (Desborde Filtro C y Desborde Filtro 1) para
medir las concentraciones de Mn(ll) en las muestras acuosas de los efluentes de
ambas columnas.

Se decidié trabajar con un agua cruda, extraida de una excavacion
subterranea (Pozo 44) de la localidad de San Lorenzo (SL), Santa Fe (32° 45'
10,1" Sur - 60° 45' 17,2" Oeste). Los datos de calidad del agua cruda (Tabla 5.1.)
se cuantificaron en el CIS-UNR, utilizando métodos estandar (Rice et al., 2017).
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Se utilizé un tanque de 80 L como reservorio del agua a tratar, y se bombed
esta agua continuamente a las columnas mediante dos bombas a diafragma
(caudal de cada una: 0,3 L h'!) que irrigaban ambas columnas en paralelo. Las
muestras de agua subterranea se recolectaron semanalmente de la localidad de

San Lorenzo.

5.2.2 Caracterizacion Microbiolégica del Agua Cruda de SL

La toma de muestras para la determinacion de la presencia/ausencia de
MOB en el agua cruda de SL, se realiz6 in situ mediante la técnica de celda de
flujo descripta por (Gariboglio y Smith, 1993). Dicho dispositivo esta compuesto
por un recipiente cilindrico que contiene un soporte para 8 portaobjetos de vidrio
de microscopio y por donde fluye el agua a estudiar. El tiempo de exposicion
necesario para la recoleccion de los microorganismos varia entre 7 a 20 d,
dependiendo de las concentraciones de Fe y Mn. En el caso particular de SL, se
instal6é una celda de flujo por 20 d en la canilla de muestreo del pozo 44, mediante
una conexién que alimentaba a la celda por su parte inferior. Dado que las
bacterias presentes en el agua se adhieren a los portaobjetos formando biofilms,
para identificar las MOB se realizaron plaqueos de los biofilms recuperados en
el medio selectivo PC, tal como se indica en el Primer Capitulo (Materiales y
Métodos, Seccion 3.2.3).

5.2.3 Determinacion de la Concentracion de Biomasa Requerida
para Inocular la Arena de los Filtros al Inicio del Ensayo de Remocidn de
Mn(I1)

Para determinar la relacion de in6culo/material filtrante adecuada para la
inoculacién de MOB-181 en los ensayos de bioaumentacion, se realizaron dos
ensayos de adsorcién de células de MOB-181 en arena estéril de tamafio
efectivo de 0,9 - 1,0 mm (similar a la utilizada en los sistemas de filtracion
biologica de aguas subterraneas). En ambos ensayos, se partié de diferentes
concentraciones iniciales de células y de una cantidad de arena constante (20
g). MOB-181 fue crecida en agitacion hasta fase exponencial tardia
(ODsoonm=2,5) y diferentes cantidades de células fueron resuspendidas en un
volumen de 10 mL de medio LB, suplementado con MnCl2 100 uM, e incubados

estaticamente en frascos de 100 mL en presencia de 20 g de arena estéril a 28

109



Resultados Il

°C durante 7 d. Como parametro de referencia de la cantidad de bacterias que
se utilizaron, se cuantificd el peso seco de la biomasa bacteriana inicial. Para
ello, 10 mL de los cultivos crecidos en medio LB se filtraron con papel de filtro
previamente pesado. Luego, el papel de filtro fue secado a 80 °C hasta obtener
un peso constante y el peso seco de la masa bacteriana se calcul6 por diferencia.
Se realizaron cuatro repeticiones por cada analisis y como control negativo se

usaron frascos con arena sin células.

5.2.3.1 Ensayos de Produccion de Formazéan de Células de MOB-181
Crecidas en Presencia de la Sal de Tetrazolio TTC

En primer lugar, se puso a punto un ensayo de adsorcion a la arena en
presencia de la sal de tetrazolio, TTC (cloruro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio), un
compuesto que en presencia de bacterias metabdlicamente activas puede ser
utilizado como una herramienta analitica para cuantificar la viabilidad celular
mediante métodos colorimétricos, dado que puede ser reducido por las
deshidrogenasas bacterianas a 1,3,5-trifenilformazéan, de color rojo (Perez et al.,
2010). De este modo, se deriva que la cantidad de formazan generado es
proporcional a la biomasa bacteriana (Berridge et al., 2005). El indicador redox,
cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC), fue provisto por Merck (Darmstadt,
Alemania).

Como se menciond, frascos de 100 mL con 20 g de arena estéril fueron
incubados con 10 mL de medio LB con distintas cantidades de células iniciales
de MOB-181; 0,5 mgmL*de TTC y 100 uM de MnCl2. Como control negativo se
usaron frascos sin células. Se incubaron estaticamente los frascos a 28 °C
durante 7 d. Al cabo de este tiempo, se lavé la arena con abundante agua estéril
mediante sucesivos lavados, para remover las células planctdénicas no
adheridas. Luego, para determinar la acumulacion intracelular del colorante en
las células adheridas a la arena, se procedi6é a efectuar la lisis de las células
bacterianas con 10 mL de etanol (grado farmacéutico). Finalmente, se realiz6
una centrifugacion (5 min, 5000 g) con el objetivo de decantar los restos
celulares, y se midio la absorbancia del sobrenadante a 476 nm de longitud de
onda de absorcion empleando un espectrofotometro UV-visible, Synergy 2
Reader (BioTek). De esta manera, la cuantificacion colorimétrica del grado de

acumulacion intracelular del colorante formazan es proporcional a la cantidad de
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bacterias, que a su vez dependera de la capacidad de los microorganismos para
adherirse a la arena. En la Figura 5.2. se muestra un esquema del protocolo

utilizado con la sal TTC.

Incubacion (7d)
células + arena
+TTC

Lavado para
remover células
no adheridas a
la arena.

Lisis de las
células adheridas
a la arena con
etanol

Medida de Absorbancia 476 nm

Figura 5.2. Cuantificacion de la concentracion de células adheridas sobre
la superficie de la arena de los filtros. Distintas concentraciones iniciales de
células de MOB-181 fueron adsorbidas sobre la arena en presencia de TTC y
posteriormente se realizaron cuantificaciones de células adsorbidas viables. Se
midio la produccion de formazéan de las células adsorbidas en la arena luego de
la lisis de las mismas con etanol y posterior medida de absorbancia
(Absorbancias7enm).
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5.2.3.2 Ensayos de Oxidacion de Mn(ll) de las Células de MOB-181
Adheridas para Determinar la Concentracion Optima de In6culo

En segundo lugar, se realizaron ensayos de oxidaciéon de Mn(ll) de MOB-
181. Para ello, frascos de 100 mL con 20 g de arena estéril fueron incubados con
10 mL de medio-LB con distintas cantidades de células iniciales de MOB-181 y
100 uM de MnClz. Como control negativo se usaron frascos sin células. Se
incubaron estaticamente los frascos a 28 °C durante 7 d. Al cabo de este tiempo,
se realizaron sucesivos lavados de la arena, para remover los microorganismos
no adheridos. Posteriormente, se incubaron estas arenas con las bacterias
inmovilizadas en su superficie, en presencia de agua cruda de SL (Tabla 5.1.),
gue naturalmente contiene Mn(ll), previamente esterilizada, y se suplementé con
MnCI2 hasta una concentracion final de 1 g L. Se incub6 a 37 °C para favorecer
la oxidacion de Mn(ll) presente en el agua cruda y a los 3 d se determiné la
concentracion de 6xidos de Mn(ll) mediante el ensayo con LBB. Brevemente, se
tom6 1 mL del sobrenadante y se incub6 con 0,5 mL de LBB, y se calcul6 la
concentracion de 6xidos LBB a partir de la curva de calibracion con KMnO4 para
determinar la concentracion de 6xidos de Mn producidos en cada caso.

En este caso, se considerd efectivo utilizar la cantidad de 6xidos producidos
luego de 3 d (cuantificacion de DOes1snm mediante reaccion con LBB) como criterio
para determinar cualitativamente la cantidad de células adsorbidas a la
superficie: cuanta mayor oxidacion de Mn(ll), mayor cantidad de células
oxidantes inmovilizadas. Es importante aclarar que MOB-181, fue incapaz de
oxidar Mn(ll) en un medio rico como el LB, de modo que este medio de cultivo
fue utilizado Unicamente para permitir la inmovilizaciéon de la células a la arena.
En la Figura 5.3., se muestra un esquema del protocolo utilizado que permitié
determinar las relaciones Optimas entre la cantidad de células iniciales/matriz en

cada bacteria.
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Incubacién (7d)
células + arena

Lavado para
remover células
no adheridas a
|la arena.

Incubacion (3d)
Agua cruda +
Mn 100 pM

Oxidacion
de Mn

Reaccion del
sobrenadante
con LEB

Medida de Absorbancia 618 nm

Figura 5.3. Protocolo utilizado para la determinacion de la concentracién
optima de in6culo. Las células fueron inmovilizadas mediante la incubacién
estética junto con la arena durante 7 d a 28 °C en LB suplementado con Mn 100
uM, para favorecer la activacion de genes de resistencia al metal. Las células no
adheridas fueron eliminadas por sucesivos lavados y se incubaron las arenas
con células inmovilizadas en presencia de H20 cruda estéril conteniendo Mn(ll)
100 puM. Luego de 3 d de incubacion se cuantifico la cantidad de MnOXx
producidos en cada caso con LBB. Se consideré que la cantidad de MnOx
presentes era proporcional a la cantidad células que estuvieran oxidandolos.
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5.24 Ensayo de Remocion de Mn del Agua a Escala Laboratorio

Se utilizé el sistema de purificacion de aguas descripto en 5.2.1. para
ensayar la remociéon de Mn(ll) a escala de laboratorio. Se compard el
comportamiento de un biofiltro control negativo (sin inocular bacterias), con el
otro biofiltro inoculado con MOB-181, inmovilizada previamente sobre la arena,
y estos ensayos se utilizaron para evaluar el efecto de la bioaumentacion con
MOB-181 en la eliminacion de Mn del agua cruda. Se decidi6 estudiar el efecto
de la bioaumentaciéon con MOB-181 en dos periodos del afio distintos, que
estuvieron principalmente diferenciados por la temperatura de los mismos. Si
bien el sistema de filtros se operd en el interior de un laboratorio del CIS, se
trabaj0 a temperatura ambiente. El registro de temperaturas ambiente fue
tomado diariamente de la pagina web:
https://www.accuweather.com/es/ar/rosario/11222/weather-forecast/11222

5.24.1 Métodos Analiticos

5.2.4.1.1 Determinacion de la Concentracion de Mn(ll) de Aguas

Durante los ensayos de remocion de Mn(ll), se colectaron muestras de
aguas del tanque de entrada (influente) y de la salida de cada biofiltro (efluentes)
para el analisis diario de la concentracion de Mn(ll). Las muestras de agua se
ajustaron a un pH <2 con HCl y a partir de diluciones adecuadas se determiné el
Mn(ll) total usando el kit de deteccion de Mn de bajo rango. Método: PAN, Rango
de deteccion: hasta 0,7 mg L, Tamario de muestra: 25 mL. Cada determinacion
se realizé por triplicado. El error del método es de 0,05 mg L.

Se utilizé la siguiente ecuacion para calcular la eficiencia de remocién de
Mn(ll) del agua subterranea (%) en ambos filtros:

[Mn]ingreso — [Mn]egreso

% Eficiencia de Remocion = [Mn]ingreso * 100

5.2.4.1.2 Medidas de pH y Oxigeno Disuelto (OD)
Se tomaron las medidas de pH (Método electrométrico: pH-metro portable
HACH senslON1), y se midieron las concentraciones de OD (mg L) (medidor

de OD, Hanna HI 9143). Cada determinacion se realizé por triplicado.
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5.2.5 Distribucion de la Oxidacién de Mn(ll) en los Filtros

Al cabo de un tiempo de operacidon continua, los biofiltros alcanzaron un
estado estacionario estable alcanzando un 100 % de remocion de Mn. En ese
punto se finalizaron los ensayos y se registré el aspecto final de los filtros
mediante fotografias de los mismos. Posteriormente, se dividid a cada biofiltro
en cuatro secciones para analizar la distribucién de 6xidos de Mn acumulados.
Cada fraccion se analizd por separado y se hicieron comparaciones entre las
mismas. La acumulacion de éxidos de Mn a lo largo de los filtros se calcul6 con
el método colorimétrico con LBB. Brevemente, se incubd 1 g de arena con 1 mL
de buffer Hepes 10 mM (pH=7,5), y la mezcla se vortexed vigorosamente para
desprender los 6xidos unidos. Luego, diluciones de estos sobrenadante se
incubaron con LBB. Las concentraciones de Oxidos se determinaron con una

curva de calibracion realizada con KMnOa.

5.25.1 Determinacion de la Presencia de MOB en los Filtros al
Finalizar el Ensayo de Remocién de Mn(ll)

Se unificaron las fracciones de arena y se utilizaron para analizar la
presencia de MOB en las columnas control e inoculadas. Para ello, brevemente,
se resuspendié 1 g (peso humedo) de muestra de arena en 1 mL de buffer Hepes
10 mM (pH=7,5), se vortexed vigorosamente durante 5-10 min para desprender
las bacterias de la arena. Estas suspensiones se sembraron en placas de medio
selectivo y después de 14 d de incubacion a 28 °C, se examinaron las placas a
fin de detectar las colonias marrones correspondientes a MOB. Las mismas
fueron confirmadas mediante la adicién de una gota de LBB por encima de las
colonias y posterior reaccion de color azul, indicativo de la presencia de 6xidos
de Mn.

5.2.6 Extraccion de ADN, Secuenciacion y Preparacion de la
Biblioteca de ARNr 16S

Luego de unificar las distintas fracciones de arena, se extrajeron muestras

de ADN a fin de caracterizar la comunidad bacteriana presente en ambos filtros

una vez finalizado el tratamiento. Se realizé el mismo procedimiento descripto

previamente en el Capitulo 3 (Materiales y Métodos, Seccion 3.2.2.1 - 3.2.2.3).
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5.3Resultados

Los ensayos de remocioén de Mn(ll) que se describen en esta seccion, se
realizaron en colaboracion con la Lic. Lucila Ciancio, estudiante de Doctorado en
Ciencias Biologicas. Parte de su proyecto de Doctorado esta focalizado en el
escalado del sistema de remocion de Mn de aguas.

La brecha entre los avances obtenidos en las investigaciones en el
laboratorio y la posible aplicacion de las bacterias a filtros de escala real para
que remuevan Mn(ll) es uno de los mayores desafios a los cuales nos
enfrentamos. En cuanto a la posibilidad de aplicar las MOB estudiadas en este
trabajo de tesis surgieron las siguientes preguntas: ¢ Cuales bacterias aplicar?
¢En qué concentracion y en qué forma se deben aplicar? ¢Sera efectiva la
introduccién de las bacterias elegidas? y ¢ Qué pruebas hay de que el empleo de

las bacterias obtenidas en este trabajo serd mejor que las nativas?

53.1 Criterios de Seleccién Bacteriana

Para responder a la primer pregunta, ¢, Cuales bacterias aplicar?, y decidir
cudles aislados bacterianos eran los mas adecuados para disefiar un in6culo, se
tuvieron en cuenta cuidadosamente los estudios realizados y descriptos en el
Capitulo 3. Se considerd que el comportamiento de las bacterias dentro del filtro
dependera de qué tan bien puedan sobrevivir, reproducirse y permanecer activas
en este nuevo entorno sujeto regularmente a distintos cambios. Por lo tanto, no
sélo se tuvo en cuenta la capacidad de formacién de biofilms y de oxidacion de
Mn(ll) sino que, ademas, se consideraron las capacidades de oxidar este metal
en distintas condiciones de crecimiento. Es por esto que se decidio realizar un
ensayo de inoculacién con Pseudomonas sp. MOB-181 ya que fue la cepa que
mostré el mejor comportamiento y actividad en todas las condiciones ensayadas
en el laboratorio (Tabla 3.9.). Este aislado pudo oxidar Mn(Il) en un amplio rango
de temperaturas y de concentracion de este metal (Figura 3.9. y Figura 3.10.A);
la presencia de altas concentraciones de inhibidores como Fe(ll) no afectaron

considerablemente su capacidad de oxidacién de Mn(ll) (Figura 3.10.B); y fue
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capaz de oxidar Mn(ll) en diferentes medios que variaban la composicion y en

aguas subterraneas (Figura 3.12).

53.2 Sistema de Filtrado a Escala de Laboratorio.

Para evaluar el efecto de la bioaumentacion con MOB-181 en la remocion
de Mn(ll) de aguas, se utilizd el sistema de filtros descripto en Materiales y
Métodos (Figura 5.1.), donde una de las dos columnas funcioné como el control
de los experimentos y la otra se inocul6 con MOB-181. Un tanque de 80 L sirvid
como reservorio del agua cruda natural, extraida de una excavacion subterranea
(Pozo 44) de la localidad de San Lorenzo, Santa Fe. Se determind que el agua
proveniente de tal excavacion contenia una concentracion inicial de Mn(ll) igual
a 0,14 mg L*! (Tabla 5.1.) y se suplementé con Mn(ll) para llegar a una
concentracion final de 1 mg L, que es la concentracién maxima de Mn(ll) que
se puede encontrar en otras excavaciones subterraneas de la provincia de Santa
Fe, como ejemplo, en la localidad de Las Garzas donde la concetracion de Mn(ll)
esde 1,05 mgL?.

Tabla 5.1. Andlisis Fisico-quimico del Agua. El andlisis fue realizado por el
CIS. Sitio de Extraccién del agua: Pozo N° 44-San Lorenzo-Santa Fe.

Parametro Agua de SL
pH (20 °C) 8,3+0,2
Manganeso (mg L™ %) 0,14 £ 0,05
Hierro (mg L™ 1) < 0,05
Amonio (mg L™ 1) <0,05
Nitrito (mg L™ %) <0,02
Nitrato (mg L™ 1) 8,0+0,1
Sulfato (mg L™ 1) 490+ 4
Bicarbonato (mg L™ 1) -

Fluoruro (mg L™ 1) 0,7+2,0
Cloruro (mg L™ 1) 320+ 6
Calcio (mg L™ 1) 31+1
Magnesio (mg L™ %) 29
Arsénico (ug L™%) 28

Calidad Fisico-quimica del agua para consumo humano: Los parametros
subrayados NO cumplen con los limites establecidos en el Cédigo Alimentario
Argentino, Capitulo XII: Bebidas Hidricas, Agua y Agua gasificada.

Por otro lado, se determind que estas aguas estaban enriquecidas
naturalmente con MOB. Dadas las dificultades involucradas en el aislamiento de
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MOB directamente del agua cruda, donde la dilucion es un factor muy importante,
se utilizo la técnica de celda de flujo para la recoleccion por unién a superficie de
biofilms bacterianos. Las celdas consistian en una camara cilindrica con 8
portaobjetos de microscopio en su interior (Figura 5.6. A y B) a través de los
cuales fluia agua (2 L h'). Se utilizaron como superficie para recolectar bacterias
provenientes del pozo 44, durante un periodo de 20 d en el sitio. Tal como se
muestra en la Figura 5.4. (A y B), al recolectar las celdas de flujo se observo que
las mismas estaban cubiertas en su superficie por biofilms bacterianos y por
depodsitos de Oxidos de Mn, evidenciados por el color negro (sefialado en la
Figura 5.4.B con un circulo). Posteriormente se recolectaron muestras de estos
biofilms con un ansa y se plaguearon en medio PC a fin de poder visualizar la
presencia de MOB en el agua. Se decidio utilizar este medio de cultivo dado que
es el medio mas minimo en composicién comparando los tres medios descriptos
en este trabajo, asumiendo que las bacterias capaces de crecer seran aquellas
gue soporten las condiciones del agua cruda donde hay poca materia organica
disponible. Asimismo, dado que fueron capaces de formar biofilms sobre la
superficie de los portaobjetos se puede suponer que es probable que colonicen
la matriz del sistema de filtros, constituyendo una posible competencia natural
para el inéculo con MOB-181. Tal como se muestra en la Figura 5.4. Cy D, se
recuperd una gran cantidad de MOB naturalmente presentes en el agua cruda,
las cuales pueden reconocerse facilmente por su color marrén en medio PC en

presencia de Mn(ll).
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Celda de Flujo

San Lorenzo
Pozo 44

Figura 5.4. Determinacion de la presencia de MOB en el agua cruda de San
Lorenzo. En A) y B) se muestra una vista lateral y desde arriba de la celda de
flujo utilizada para recolectar biofiims de bacterias presentes en el agua,
respectivamente. En B) se sefialan ademas los portaobjetos en el interior de la
celda, que fueron utilizados como superficie para recolectar los biofilms de
bacterias, y el aspecto de los biofilms de bacterias recubiertas de éxidos de Mn
sobre la celda de flujo. En C) y D) se muestran fotos representativas de las placas
donde se reconocieron los fenotipos de MOB recuperadas, se utilizé el Medio PC
en presencia de Mn 100 uM.

5.3.3 Estrategias de Inoculacién

5.3.3.1 Determinacion de la Concentracion de MOB-181 Optima para

Inocular en la Arena de los Filtros

A fin de determinar en qué concentracién y en qué forma se debe aplicar el
inoculante, en primer lugar, se puso a punto un ensayo que permitio evaluar tanto
la capacidad de MOB-181 de adherirse a una matriz sélida como la viabilidad de
las células adheridas utilizando la sal TTC. De este modo, tal como se describe
en Materiales y Métodos se realiz6 el ensayo de adherencia de MOB-181 a la
arena, partiendo de diferentes concentraciones de células, en presencia de TTC.
Los resultados de la cantidad de formazan producido en funcion de la cantidad

de células iniciales se informan en la Figura 5.5.
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Se evaluaron cuatro concentraciones iniciales de células de MOB-181,
expresadas en gramos de células por litro de cultivo (0,18; 0,75; 1,5y 2,4 g L).
Se observo que con la menor concentracion de indculo se obtiene una menor
capacidad de adherencia a la arena, y que a partir de una concentracion inicial
de MOB-181 igual a 0,75 g L%, se mantiene constante la cantidad de células
adheridas sugiriendo que se alcanzo la capacidad maxima de adherencia porque

se saturo la arena de bacterias (Figura 5.5.).
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Figura 5.5. Produccion de formazan de células adsorbidas en la arena.
Distintas concentraciones iniciales de células de MOB-181, incubadas en
presencia de TTC, fueron adsorbidas sobre la arena, y posteriormente se
realizaron ensayos de cuantificacion de formazan producido por las células
viables adsorbidas. Se midi6 la absorbancia luego de la lisis de las células con
etanol (Absorbanciaszonm). LoOs resultados son el promedio de tres
determinaciones y las barras de error la DS.

Por otro lado se probé un segundo ensayo, donde se evalu6 indirectamente
la cantidad de células adsorbidas sobre la arena, teniendo en cuenta su
capacidad de oxidar el Mn(ll) presente en el agua cruda de SL. Se considerd
efectivo utilizar la cantidad de 6xidos producidos luego de 3 d (cuantificacion de
Absorbanciasisnm mediante reaccion con LBB) como criterio para determinar
cualitativamente la cantidad de células adsorbidas a la superficie: cuanta mayor
oxidacion de Mn(ll), mayor cantidad de células oxidantes inmovilizadas.

Nuevamente, se evaluaron cuatro concentraciones iniciales de células de
MOB-181, expresadas como gramos de células por litro de cultivo (0,18; 0,75;
1,5y 2,4 gL?). Se observéd que la cantidad de células adsorbidas en la arena
(determinada por la cantidad de o6xidos de Mn(ll) detectados) variaba

dependiendo de la concentracién de células iniciales (0,18 - 2,4 g L) (Figura
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5.6.). Partiendo de una concentraciéon de inicial de 0,18 g L' de MOB-181, las
células que lograron adherirse a la arena generaron una concentracion de 41,25
uM de MnOx en el sobrenadante (Figura 5.6.), mientras que la concentracién de
MnOx resultante a partir de la inmovilizacion de las demas concentraciones de
células iniciales alcanzé un mismo valor (~80 uM MnOXx) (Figura 5.6.). Estos
resultados fueron similares a los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion
de la produccién de formazan de las células inmovilizadas en presencia de TTC
(Figura 5.5).
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Figura 5.6. Oxidacién de Mn de células adsorbidas en la arena. Distintas
concentraciones iniciales de células de MOB-181 fueron adsorbidas sobre la
matriz y posteriormente se realizaron ensayos de oxidacion de Mn(ll) de células
adsorbidas. Se midieron los MnOx presentes en el SN con el colorante LBB
(Absorbancia s18nm). Los resultados son el promedio de tres determinaciones y
las barras de error la DS.

De este modo, mediante dos técnicas diferentes se pudo determinar que
no hubo diferencia significativa para la cantidad de biomasa adherida a la arena
respecto a la concentracion inicial de MOB-181 a partir de una concentracion
inicial de células de 0,75 g L. Comparando ambos ensayos, se determind que
una concentracion inicial de células de 1,5 g L'! inoculadas en 20 g de arena es
una condicién Optima para la inmovilizacion de MOB-181 sobre la superficie de
la arena.

Estos resultados se tuvieron en cuenta para desarrollar la metodologia de

inoculacion del sistema de filtros.
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534 Impacto de la Bioaumentaciéon en la Capacidad de Remocion
de Mn(ll) de Aguas
Para reponder las preguntas ¢ Sera efectiva la introduccion de las bacterias
elegidas? y ¢ Qué pruebas hay de que el empleo de las bacterias obtenidas en
este trabajo sera mejor que las nativas? Se realiz6 un ensayo de Bioaumentacion
con MOB-181 a escala de laboratorio y se evalu6 su actividad frente a un agua

subterranea natural con presencia de MOB nativas (Tabla 5.1.).

5.3.4.1  Primer Periodo de Estudio
- El primer periodo evaluado fue el invernal, abarcando desde el 21 de junio
hasta el 14 de agosto de 2017. En esta primera seccion, se describen las
condiciones de los filtros (temperatura, pH, Oxigeno Disuelto (OD)), asi como la
evolucion temporal de las concentraciones de Mn(ll) en el influente y en los

efluentes de ambas columnas durante la secuencia del tratamiento.

- Temperatura:
La Figura 5.7. resume los valores de variacion de temperatura registrados
durante este periodo invernal, se observo una oscilacion de los valores entre -3

y 28 °C y una temperatura minima promedio alrededor de los 5 °C y una maxima
promedio cercana a los 15 °C.
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[Fuente: www.accuweather.com, Rosario]

Figura 5.7. Variacion de la temperatura diaria para el Primer Periodo de
estudio.
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- Oxigeno Disuelto:
Se realizaron mediciones de la concentracion de OD en cada parte del

sistema de filtros (Tabla 5.2.).

Tabla 5.2. Medida aritmética de la concentraciéon de OD en el sistema de
filtros durante el primer periodo de estudio, junio-agosto 2017.

Zona Media (mg Oz L) | Desviacién estandar
(mg O2LY)
Tanque influente 8,57 0,19
Efluente columna control 7,28 0,49
Efluente columna inoculada 6,62 0,78

- pH:

Se midieron los valores medios de pH tanto del agua influente como de los
efluentes obtenidos diariamente a lo largo del del ensayo. En la Tabla 5.3. se
describen los valores promedios y los respectivos desvios estandar de todas las
mediciones tomadas y, tal como se indica, no se observaron diferencias notables

entre el pH de influente y los de las salidas de los efluentes.

Tabla 5.3. Medida aritmética del pH en las diferentes etapas del sistema de
filtros durante el primer periodo de estudio, junio-agosto 2017.

Zona Media (pH) | Desviaciéon estandar (pH)
Tanque influente 8,198 0,270
Efluente columna control 8,145 0,276
Efluente columna inoculada 8,135 0,238

- Remocion de Mn(ll)

Se estudio la capacidad de remocion de la columna inoculada con MOB-
181, cuantificando las concentraciones de Mn(ll) del influente y efluente del
sistema de filtros a diferentes tiempos (dias) y se comparé con la del filtro control
sin inocular. Se observé que la columna inoculada con MOB-181 comenzé a
remover Mn(ll) (aproximadamente un 10 % de remocion) a partir del inicio del
experimento y alcanz6 una remocion total del metal luego de 40 d de operacién
continua (Figura 5.8). La columna control comenz6 a remover activamente recién
a los 39 d de operacion y alcanzo el 100 % de remocion 15 d después que la
columna inoculada (dia 55) (Figura 5.8.).

En la Figura 5.8. se puede observar ademas que, si bien al final del ensayo

(dia 55) el porcentaje de remocién de Mn(ll) es similar en ambos filtros y cercano
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al 100 % en ambos efluentes, la columna inoculada con MOB-181 logro eliminar
el 100 % de Mn(ll) luego de 40 d de operacién continua, lo que resulta
significativamente mayor a la eficiencia de remocion de la columna control en

ese mismo tiempo, que removié solo el 20 % de Mn(ll) (Figura 5.8.).
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Figura 5.8. Resultado de la remocion de Mn(ll). A) Se muestran las
concentraciones de Mn(ll) (%) en funcion del tiempo a la salida de la columna
control sin inocular (azul), de la columna inoculada con MOB-181 (naranja) y del
tanque de influente (violeta). B) Se grafico la eficiencia de la remocién de Mn(ll)
en la columna control sin inocular (azul) y en la columna inoculada con MOB-181
(naranja).
- Andlisis de los Oxidos Depositados en la Arena

Durante este ensayo se pudo observar que el inicio de la remocién del
Mn(ll) del agua estuvo localizada en la capa superior de arena de ambos filtros.
Esto fue revelado por una coloracion oscura de la arena en dicha regién, que
representaba la acumulacion de éxidos de Mn (Figura 5.9.). En el caso de la
columna inoculada con MOB-181 (l), esta coloracion se observo luego de 17 d
de operacion continua, mucho antes que la columna control, la cual mostré tales
caracteristicas 20 d mas tarde. A lo largo del ensayo, en la columna inoculada
se hizo mas homogénea la distribucién de éxidos , sin embargo, en la columna
control (C), al menos en los tiempos ensayados en este estudio (55 d), la
coloracion quedd mas restringida a la zona superior (Figura 5.9.).

En base a estas observaciones, una vez finalizado el experimento (55 d),
se registré fotograficamente el aspecto de ambos filtros. Posteriormente, se
dividieron las dos columnas en cuatro secciones cada una (Figura 5.9.) y se

recolectdo la arena de cada fraccion para analizar por separado y realizar
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comparaciones. Tal como se puede observar, las fracciones de arena
recuperadas de la columna inoculada (l) estaban mucho mas negras que las de

la columna control (C) (Figura 5.9.).

4

F1C

Figura 5.9. Fraccionamiento de las columnas del periodo invernal. Se
muestra una fotografia de como quedé el sistema de filtros luego de finalizar el
ensayo de remocion de Mn(ll) en el primer periodo. Se indican las distintas
fracciones de arena de las columnas control (C) e inoculada (l). La primera
fraccion (F 1) tiene una altura de manto de 5cm; F 2y F 3, 15 cm cada una; vy,
finalmente F 4 unos 10 cm de arena. Se realizé el mismo fraccionamiento para
las dos columnas. Se muestran las fracciones resultantes de cada columna
donde se puede notar la diferencia de color entre una fraccion en una misma
columna y entre las columnas control e inoculada debido a la cantidad de MnOx
depositados.

A fin de confirmar que la coloracién oscura se debia especificamente a la
presencia de 6xidos de Mn en la arena, se llevé a cabo una cuantificacion

mediante la reaccion con el colorante azul de LBB. Tal como se muestra en la
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Figura 5.10., en el filtro inoculado se observd una acumulacion de MnOx
relativamente homogénea a lo largo de la columna, en comparacion con el filtro
control, que al final del ensayo habia acumulado los MnOx principalmente en la
capa superior de la arena (Figura 5.10.). Por otro lado, se puede observar que la
concentracion total de MnOx en la columna inoculada fue ampliamente superior
gue la de la columna control.

400 A

350 T

150

100

[MnOx] uM g de arena

50 A

1C 2C 3C 4¢C 11 21 31 41

Fraccion de arena de Columnas

Figura 5.10. Cuantificacion de 6xidos de Mn acumulados en las distintas
fracciones en las columnas durante el primer periodo. La concentracién de
MnOx se determind en las fracciones de las columnas control (1C, 2C, 3Cy 4C)
e inoculada (11, 2I, 3l y 4l). La cantidad de MnOx esta expresada por gramo de
arena (uM g de arena). La misma se determin6é con el colorante LBB y se
construy6 una curva de calibracion con KMnOg4 para determinar la concentracion
de MnOx producidos en cada caso. Los resultados son el promedio de tres
determinaciones y las barras de error la DS.

A fin de determinar cuantitativamente la cantidad de MOB heteroétrofas
cultivables presentes en la arena de cada filtro se probaron distintos protocolos
de vortexeado vigoroso y sonicacion suave pero no se logré encontrar una
metodologia que permita obtener resultados reproducibles. Por lo tanto, se
realizaron ensayos cualitativos, a fin de demostrar la presencia de MOB en
ambos filtros (Figura 5.11). Para ello, se unieron las cuatro fracciones
recuperadas de cada filtro y se realizé un plaqueo de las poblaciones cultivables
de bacterias heterétrofas oxidantes de Mn(ll) que se lograron desprender de la

arena de los dos filtros, control e inoculado. Se reconocieron los distintos
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morfotipos macroscopicos, colonias de color marrén oscuro en placas
suplementadas con Mn(ll) y tincion con LBB, y ausencia de tal coloracion en
placas sin Mn(ll). Si bien estos ensayos no fueron cuantitativos, se pudo
determinar que ambos filtros contenian MOB al finalizar el ensayo de remocion
de Mn(ll), y se pudo recuperar un mayor numero de bacterias heteroétrofas
cultivables oxidantes de Mn(ll) a partir del filtro inoculado respecto del filtro

control (Figura 5.11.).

Figura5.11. Crecimiento de MOB heterodtrofas cultivables al final del ensayo
de remocion de Mn(ll) del primer periodo. Se muestra una fotografia
representativa de las MOB heteroétrofas cultivables obtenidas luego de 14 d de
incubacion en medio Lept a 28 °C. Las bacterias de color marron fueron
posteriormente repicadas en medio Lept sin Mn(ll) para chequear que perdieran
la coloracion y ademas se les agregd una gota de LBB para confirmar la
presencia de 6xidos de Mn en las colonias.
- Andlisis de la Composicion de las Comunidades Bacterianas
Presentes en los Filtros
Finalmente, para caracterizar las comunidades microbianas presentes en
los filtros y evaluar el efecto del tratamiento durante el primer periodo, se realizé
una comparacion de la composicion de las comunidades bacterianas entre las
columnas inoculada y control, luego de los 55 d de operacion continua del
sistema. Para esto, se realizé la extraccion del ADN total bacteriano de la mezcla
de la arena de cada columna y posterior secuenciaciéon masiva del gen 16S
ARNr. Para poder identificar y estimar la sobrevida de MOB-181 luego del
tratamiento, se incluy6 en el analisis la secuencia del gen 16S ARNr (Capitulo 3)

utilizada inicialmente para su identificacion.
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Las curvas de rarefaccion de todos los microbiomas tendieron a una
asintota lo cual indica que la profundidad de la secuenciacion fue suficiente para
una exploracion exhaustiva de las comunidades bacterianas presentes en
ambas columnas. Las dos columna tuvieron similar riqueza de especies (Figura
5.12.A) y los indices de Shannon mostraron que la diversidad y riqueza en la
columna control (indice de Shannon: 6,022) fueron muy similares a las de la
columna inoculada (indice de Shannon: 6,102) al finalizar el tratamiento, Figura
5.12.B.

E
L

—e—Columna Control
60 ¢ —o—Columna Inoculada

—e—Columna Control
2 +—Columna Inoculada

Valores Indice de Shannon

0 50 100 150 200 250
Secuencias por muestra

Figura 5.12. a-diversidad derivada de la secuenciacion masiva de 16S ARNr
de comunidades bacterianas recuperadas de la arena de las columnas al
final del ensayo de remocién de Mn(ll) del primer periodo.

Aquellas secuencias con similitud >97 % se trataron como unidades taxonémicas
operativas y fueron consideradas como especies "estrechamente relacionadas".
(A) Las curvas indican el nimero de OTUs observados (eje y) para las columnas
luego del ensayo de remocién de Mn(ll) de aguas de la Columna Control y
Columna Inoculada obtenidos una vez finalizado el ensayo de remocién del
primer periodo en funcion del nUmero de lecturas (eje x).

(B) indice de Shannon para representar la diversidad de bacterias de cada
muestra recuperada de la columna control y columna inoculada con MOB-181.
La diversidad y la rigueza bacteriana, estimada por el indice de diversidad de
Shannon a partir de los datos de OTU, fue muy similar para las muestras
obtenidas de la columna control y de la columna inoculada.

Las OTU identificadas representaron a 14 filos bacterianos diferentes. Las
proteobacterias fueron el filo mas abundante en ambas columnas, pero su
abundancia fue mayor en la columna inoculada (52,8 %) que en la columna

control (41,8 %) (Tabla 5.4.). Ademas, dos filos bacterianos Spirochaetes y
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Synergistetes fueron encontrados Unicamente en la columna control. El resto de

los filos fueron comunes en ambas columnas (Tabla 5.4.).

Tabla 5.4. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos
identificados en cada columna al finalizar el ensayo de remocién de Mn(ll)
del primer periodo.

Taxonomia % CC % CI
Acidobacteria 1,1 1,0
Actinobacteria 22,8 8,6
Armatimonadetes 1,1 4,3
Bacteroidetes 5,4 7,5
Chlamydiae 0,4 0,2
Cyanobacteria 0,2 0,3
Firmicutes 4,1 1,4
Nitrospirae 1,6 1,1
Planctomycetes 16,5 16,8
Proteobacteria 41,8 52,8
Spirochaetes 0,2 0,0
Synergistetes 0,3 0,0
Thermotogae 0,2 0,1
Verrucomicrobia 1,7 3,3

El andlisis basado en los perfiles de la comunidad bacteriana a nivel del
género se detalla en la Tabla 5.5y en la Figura 5.13. Se observa claramente que
la inoculacion condujo a algunos cambios en la poblacién bacteriana resultante.
Los datos obtenidos mostraron que las poblaciones pertenecientes al género
Pseudomonas aumentaron en la columna inoculada (5,5 %) con respecto a la
columna control (2,3 %) (Figura 5.13. y Tabla 5.5.). También se observé una
dominancia significativa de los géneros Microbacterium, Planctomyces,
Sphingomonas, Limnobacter, Nevskia y Arenimonas en la columna inoculada
con MOB-181 (Figura 5.13. y Tabla 5.5.). Por otro lado, se observa una
disminucién de la poblacion de los géneros Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Bacillus y Acinetobacter en la columna inoculada respecto de la

columna control (Figura 5.13. y Tabla 5.5.).
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Tabla 5.5. Abundancia relativa de los principales géneros bacterianos
identificados en cada columna al finalizar el ensayo de remocién de Mn(ll)

del primer periodo.

Filo Género % CC | %Cl
Actinobacteria Corynebacterium 4,9 0,9
Actinobacteria Microbacterium 0,0 1,7
Actinobacteria Mycobacterium 9,4 4,2
Actinobacteria Nocardia 8,6 1,8
Bacteroidetes Cytophaga 0,1 0,0
Bacteroidetes Fluviicola 0,0 0,1
Bacteroidetes Flavobacterium 0,0 0,1
Bacteroidetes Elizabethkingia 1,0 0,3
Firmicutes Bacillus 3,5 1,3
Firmicutes Eubacterium 0,2 0,0
Firmicutes Syntrophomonas 0,1 0,0
Nitrospirae Nitrospira 1,6 1,1
Planctomycetes Gemmata 3,6 2,4
Planctomycetes Planctomyces 2,0 3,5
Proteobacteria (Alfa) Phenylobacterium 0,9 0,8
Proteobacteria (Alfa) Devosia 0,0 0,1
Proteobacteria (Alfa) Methylobacterium 0,7 0,2
Proteobacteria (Alfa) Hyphomonas 4,1 3,8
Proteobacteria (Alfa) Rhodobacter 0,6 0,6
Proteobacteria (Alfa) Sphingobium 0,1 0,1
Proteobacteria (Alfa) Sphingomonas 0,0 1,2
Proteobacteria (Alfa) Sphingopyxis 0,9 1,5
Poteobacteria (Beta) Hydrogenophaga 0,5 0,9
Poteobacteria (Beta) Limnobacter 0,7 3,5
Poteobacteria (Beta) Methyloversatilis 0,1 0,4
Proteobacteria (Epsilon) | Sulfurimonas 0,1 0,0
Proteobacteria (Gama) | Cellvibrio 0,0 0,1
Proteobacteria (Gama) | Rheinheimera 0,2 0,3
Proteobacteria (Gama) | Legionella 0,1 0,0
Proteobacteria (Gama) | Halomonas 0,0 0,3
Proteobacteria (Gama) | Acinetobacter 2,4 1,4
Proteobacteria (Gama) | Enhydrobacter 0,3 0,7
Proteobacteria (Gama) | Pseudomonas 2,3 5,5
Proteobacteria (Gama) | Nevskia 0,3 1,4
Proteobacteria (Gama) | Arenimonas 0,2 0,9
Spirochaetes Sphaerochaeta 0,1 0,0
Thermotogae Kosmotoga 0,2 0,1
Verrucomicrobia Opitutus 0,1 0,0
Verrucomicrobia Prosthecobacter 0,7 0,5
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Figura 5.13. Diferencias en abundancias relativas a nivel de género de las
comunidades bacterianas en las columnas control e inoculada al finalizar
el ensayo de remocion de Mn(ll) del primer periodo.

En la figura 5.14. se representa el porcentaje de Pseudomonas que
corresponden dentro de la categoria de las Gammaproteobacterias, ademas, se
incluyé el analisis que se realizé con la secuencia de MOB-181 para calcular su
abundancia dentro de las columnas. Se determiné que las secuencias idénticas
a la Pseudomonas MOB-181 representaban el 33,46 % de las Pseudomonas
totales en la columna inoculada, lo cual fue significativamente mas alto que en la

columna control (0,57 %).
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Figura 5.14. Abundancias de OTUs dominantes y proporcién de
Pseudomonas en las columnas inoculadas (Cl) y control (CC).

Gréfico de barras, basado en los OTUs bacterianos mas abundantes detectadas
en las columnas control (CC) e inoculada (Cl), Se muestra representativamente
con un cuadro las abundancias del género Pseudomonas dentro del grupo de
las Gammaproteobacterias. Asimismo, se indica la proporcion total de
Pseudomonas que corresponde a MOB-181.

5.3.4.2 Segundo Periodo de Estudio

A continuacién, se presenta el analisis del segundo periodo evaluado, en
época de verano, abarcando desde el 21 de enero hasta el 20 de febrero de
2018. En esta seccion se muestran las condiciones del sistema de filtros
(temperatura, pH, OD), asi como la evolucién temporal de las concentraciones
de Mn(ll) en el influente y en los efluentes de ambas columnas durante la

secuencia del tratamiento.

- Temperatura:

Los valores maximos, minimos y medios de temperatura registrados
durante el segundo periodo de estudio se muestran en la Figura 5.15. Los
mismos oscilaron entre 8 y 37 °C, con un valor minimo promedio de 18 °C y un
valor maximo promedio de alrededor de 30 °C. Se puede apreciar que los valores
de temperatura registrados aqui fueron mucho mas altos que los del primer
periodo en estudio (Figura 5.7.). Asimismo, un amplio intervalo de las
temperaturas registradas a lo largo de este periodo (18 - 37 °C) se encuentra

dentro de los valores registrados para el desarrollo 6ptimo de la actividad
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oxidante de Mn(ll) de la bacteria MOB-181 de acuerdo con los estudios
realizados en el Tercer Capitulo.
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Figura 5.15 Variacion de la temperatura diaria para el Segundo Periodo de
estudio.

- Oxigeno Disuelto:

En la Tabla 5.6. se indican los valores medios y la desviacion estandar de

la concentracion de OD en cada parte del sistema de remocioén de Mn(ll),

Tabla 5.6. Medida aritmética de la concentracién de OD en el sistema de
filtros durante el segundo periodo de estudio, enero-febrero 2018.

Zona Media (mg O2L7) Desviacion
estandar (mg O2LY)
Tanque influente 7,4 0,29
Efluente columna control 6,1 0,63
Efluente columna inoculada 5,5 0,86

Como ocurrié en el primer periodo, la concentracion de OD del agua
influente se mantuvo por encima de 5 mg Oz L correspondiendo a un sistema

aerobio propicio para el crecimiento bacteriano.
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- pH:

En la Tabla 5.7. se describen los valores medios de pH registrados y sus
respectivas desviaciones estandar, tanto del influente como de los efluentes
obtenidos a lo largo de todo este periodo de estudio. Al igual que lo que ocurrié
durante los meses de invierno, en este periodo tampoco se observaron grandes

diferencias en al agua del influente y los diferentes efluentes de las columnas.

Tabla 5.7. Medida aritmética del pH en las diferentes etapas del sistema de
filtros durante el segundo periodo de estudio, enero-febrero 2018.

Zona Media (pH) | Desviacién estandar (pH)
Tanque influente 8,47 0,09
Efluente columna control 8,42 0,10
Efluente columna inoculada 8,43 0,15

- Remocion de Mn(ll)

Para este segundo periodo, tal como en el periodo invernal, se
cuantificaron las concentraciones de Mn(ll) del influente y efluente del sistema
de filtros a diferentes tiempos (dias) y se compar6 con la del filtro control sin
inocular. En la Figura 5.16. se muestran los resultados obtenidos y lo primero a
resaltar, es que en este segundo ensayo se alcanz6 el 100 % de remocion de
Mn(1l) del agua mucho tiempo antes que en el ensayo del primer periodo (Figura
5.8.).

En la columna inoculada, se observé una diferencia importante respecto del
porcentaje de remocion a partir del inicio del experimento de alrededor de un 30
%, en comparacién con la columna control que registré6 apenas un 5 % de
remocién de Mn(ll). A los 26 d de funcionamiento continuo del sistema, se logré
un porcentaje de remocién de Mn(ll) igual al 100 % en la columna inoculada,
mientras que en la columna control, la remocién total de Mn(ll) se alcanzé a los
30 d (Figura 5.16.).
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Figura 5.16. Resultado de la remocién de Mn(ll). A) Se muestran los
porcentajes de Mn(ll) en funcion del tiempo de la columna control sin inocular
(azul), de la columna inoculada con MOB-181 (rojo) y del tanque de influente
(violeta). B) Se calculd la eficiencia de la remocion de Mn(ll) en la columna
control sin inocular (azul), de la columna inoculada con MOB-181 (rojo).

- Andlisis de los Oxidos Depositados en la Arena

Al igual que en el ensayo del primer periodo, se observo que el inicio de la
oxidacion de Mn(ll) estuvo dada en la parte superior de ambos filtros, revelado
por una coloracién oscura de la arena en dicha regién debido a los MnOx (Figura
5.17). En este ensayo, los tiempos estuvieron mas acelerados en comparacion
con los del primer periodo y esto también se vio reflejado en el aspecto de las
columnas. Al cabo de una semana de operacion continua, se empez6 a observar
la coloracion oscura en la parte superior de la arena de la columna control, pero
para este tiempo, la columna inoculada ya habia adquirido tal coloracion en su
totalidad. A lo largo del ensayo aumento la acumulacién de MnOx por la columna
control (C), y al menos en los tiempos ensayados en este estudio (30 d), la
coloracién quedo restringida a la mitad superior del total de la arena (Figura
5.17.).

Se registraron fotograficamente estas observaciones una vez finalizado el
experimento (30 d). Se dividieron las dos columnas en cuatro secciones cada
una (Figura 5.17.) y se recolect6 arena de cada seccién. Como se puede apreciar
a simple vista en la Figura 5.17., las fracciones de arena recuperadas de la
columna inoculada presentaban un color mas oscuro que las de la columna

control. Las fracciones 1y 2 fueron las mas oscuras de la columna control.
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Figura 5.17. Fraccionamiento de las columnas del periodo de verano. Se
muestra una fotografia de como quedo el sistema de filtros luego de finalizar el
ensayo de remocion de Mn(ll) en el segundo periodo. Se indican las distintas
fracciones de arena de las columnas control (C) e inoculada (I). La primera
fraccion (F 1) tiene una altura de manto de 5 cm; F 2y F 3, 15 cm cada una; y,
finalmente F 4 unos 10 cm de arena. Se realiz6 el mismo fraccionamiento para
las dos columnas. Se muestran las fracciones resultantes de cada columna
donde se puede notar la diferencia de color entre una fracciébn en una misma
columna y entre las columnas control e inoculada debido a la cantidad de MnOx
depositados.

La cuantificacién de MnOx para cada una de las fracciones de los filtros al
final del ensayo mostr6 una mayor acumulacion de MnOx totales a lo largo de
las fracciones en el filtro inoculado, mientras que en la columna control se

observé una acumulacion significante de MnOx Unicamente en las fracciones 1
y 2 (Figura 5.18).
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Figura 5.18. Cuantificacion de 6xidos de Mn acumulados en las distintas
fracciones en las columnas durante el segundo periodo. La concentracion
de MnOx se derteminé en las fracciones de las columnas control (1C, 2C, 3Cy
4C) e inoculada (11, 2I, 3l y 4l). La cantidad de MnOx esta expresada por gramo
de arena (uM g de arena). La misma se determiné con el colorante LBB y se
construy6 una curva de calibracion con KMnOg4 para determinar la concentracion
de MnOx producidos en cada caso. Los resultados son el promedio de tres
determinaciones y las barras de error la DS.

Los ensayos cualitativos de la mezcla de las cuatro fracciones, mostraron
la presencia de MOB en ambos filtros (Figura 5.19). Al igual que en el primer
periodo, se pudo determinar que ambos filtros contenian MOB al finalizar el
ensayo de remocion de Mn(ll), y se pudo recuperar un mayor nimero de
bacterias heterotrofas cultivables oxidantes de Mn(ll) a partir del filtro inoculado

respecto del filtro control (Figura 5.19.).
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Figura5.19. Crecimiento de MOB heterdétrofas cultivables al final del ensayo
de remocién de Mn(ll) del segundo periodo. Se muestra una fotografia de las
MOB heterotrofas cultivables obtenidas luego de 14 d de incubacion en medio
Lept a 28 °C. Las bacterias de color marron fueron posteriormente repicadas en
medio Lept sin Mn(ll) para chequear que perdieran la coloracion y ademas se les
agrego una gota de LBB para confirmar la presencia de 6xidos de Mn en las
colonias.

- Analisis de la Composicion de las Comunidades Bacterianas en la
Arena luego del Periodo de Verano

Finalmente, para caracterizar las comunidades bacterianas presentes en
los filtros y evaluar el efecto del tratamiento de este segundo periodo, se analizé
su composicion de bacterias del mismo modo que se describid para el primer
periodo.

Las curvas de rarefaccion tendieron a una asintota indicando que la
profundidad de secuenciacion fue suficiente para una exploracion exhaustiva de
las comunidades bacterianas presentes en ambas columnas. La columna control
tuvio mayor riqueza de especies respecto de la columna inoculada (Figura
5.20.A). Los indices de Shannon mostraron que en la diversidad y riqueza en la
columna control (indice de Shannon: 7,069) fueron significativamente mas altas
que las de la columna inoculada (indice de Shannon: 4,859) al finalizar el

tratamiento, Figura 5.20.B.
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Figura 5.20. a-diversidad derivada de la secuenciacion masiva de 16S ARNr
de comunidades bacterianas recuperadas de la arena de las columnas al
final del ensayo de remocién de Mn(ll) del primer periodo.

Aquellas secuencias con similitud >97 % se trataron como unidades taxonémicas
operativas y fueron consideradas como especies "estrechamente relacionadas".
(A) Las curvas indican el numero de OTUs observados (eje y) para las columnas
luego del ensayo de remocion de Mn(ll) de aguas de la columna control y
columna inoculada obtenidos una vez finalizado el ensayo de remocion del
segundo periodo en funcion del nimero de lecturas (eje X).

(B) indice de Shannon para representar la diversidad de bacterias de cada
muestra recuperada de la columna control y columna inoculada con MOB-181.
La diversidad y la rigueza bacteriana, estimada por el indice de diversidad de
Shannon a partir de los datos de OTU, fue mayor para las muestras obtenidas
de la columna control respecto de la columna inoculada.

Las OTU identificadas, representaron a 15 filos bacterianos diferentes. Las
Proteobacterias fueron el filo mas abundante presente en ambas columnas y la
abundancia fue mayor en la columna inoculada (60,2 %) que en la columna
control (41,5 %), Tabla 5.8. Ademas, dos filos bacterianos Armatimonadetes, y
Chlorobi fueron encontrados unicamente en la columna control. El resto de los

filos encontrados fueron idénticos en ambas columnas, Tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Abundancia relativa de los principales filos bacterianos
identificados en cada columna al finalizar el ensayo de remocién de Mn(ll)
del segundo periodo.

Filo % CC % CI
Acidobacteria 6,7 3,3
Actinobacteria 5,6 11,6
Armatimonadetes 0,2 0,0
Bacteroidetes 9,8 4,3
Chlamydiae 0,5 0,1
Chlorobi 0,4 0,0
Chloroflexi 0,2 0,1
Cyanobacteria 0,7 0,3
Firmicutes 0,3 1,5
Gemmatimonadetes 0,1 0,2
Nitrospirae 7,8 4,0
Planctomycetes 10,7 7,7
Proteobacteria 41,5 60,2
Spirochaetes 0,5 0,1
Verrucomicrobia 4.4 3,0

El analisis basado en los perfiles de la comunidad bacteriana a nivel del
género y sus abundancias relativas se detalla en la Tabla 5.9 en la Figura 5.21.A
y Figura 5.21.B. Las secuencias pertenecientes al género Pseudomonas
representaron un 37,4 % en la columna inoculada y fueron significativamente

mas altas que en la columna control (0,7 %).
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Tabla 5.9. Abundancia relativa de los principales géneros bacterianos
identificados en cada columna al finalizar el ensayo de remocién de Mn(ll)

del segundo periodo.

Filo Género % CC | % Cl
Actinobacteria Terracoccus 0,0 7,4
Actinobacteria Mycobacterium 1,9 0,6
Actinobacteria Nocardia 3,2 3,3
Actinobacteria Rhodococcus 0,2 0,1
Armatimonadetes Fimbriimonas 0,2 0,0
Bacteroidetes Cytophaga 0,1 0,0
Bacteroidetes Runella 0,2 0,0
Bacteroidetes Crocinitomix 0,5 0,0
Bacteroidetes Chryseobacterium 0,0 0,2
Bacteroidetes Sediminibacterium 0,2 0,1
Firmicutes Bacillus 0,3 0,4
Firmicutes Exiguobacterium 0,0 1,0
Gemmatimonadetes Gemmatimonas 0,0 0,1
Nitrospirae Nitrospira 7,8 4,0
Planctomycetes Gemmata 15 1,3
Planctomycetes Planctomyces 3,1 0,8
Proteobacteria (Alpha) Caulobacter 0,2 0,2
Proteobacteria (Alpha) Phenylobacterium 0,4 0,3
Proteobacteria (Alpha) Devosia 0,1 0,0
Proteobacteria (Alpha) Mesorhizobium 0,1 0,0
Proteobacteria (Alpha) Agrobacterium 0,1 0,0
Proteobacteria (Alpha) Hyphomonas 3,3 2,2
Proteobacteria (Alpha) Rhodobacter 1,2 0,3
Proteobacteria (Alpha) Kaistobacter 0,1 0,0
Proteobacteria (Alpha) Sphingobium 1.8 0,0
Proteobacteria (Alpha) Sphingomonas 0,2 0,4
Proteobacteria (Alpha) Sphingopyxis 0,8 0,9
Proteobacteria (Beta) Delftia 0,1 0,2
Proteobacteria (Beta) Hydrogenophaga 0,3 0,1
Proteobacteria (Beta) Limnohabitans 0,1 1,9
Proteobacteria (Beta) Methylibium 0,1 0,0
Proteobacteria (Beta) Cupriavidus 0,1 0,2
Proteobacteria (Delta) Bdellovibrio 0,3 0,1
Proteobacteria (Delta) Plesiocystis 0,5 0,1
Proteobacteria (Gamma) Rheinheimera 0,0 0,1
Proteobacteria (Gamma) Legionella 0,5 0,1
Proteobacteria (Gamma) Tatlockia 0,2 0,0
Proteobacteria (Gamma) Pseudomonas 0,7 37,4
Proteobacteria (Gamma) Aquimonas 0,7 0,3
Proteobacteria (Gamma) Pseudoxanthomonas | 0,1 0,0
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Spirochaetes Turneriella 0,5 0,1
Verrucomicrobia Opitutus 0,8 0,8
Verrucomicrobia Prosthecobacter 0,1 0,1

Como se puede apreciar en la Figura 5.21.A, la principal diferencia entre
las columnas control e inoculada estuvo dada por la cantidad de Pseudomonas;
0,7 %y 37,7 %, respectivamente. Este género domindé ampliamente la columna
inoculada. En la Figura 5.21.B se excluyd género Pseudomonas del analisis a fin
de comparar las demas comunidades bacterianas de menor abundancia. Se
observé claramente que la inoculacion condujo a algunos cambios notables en
la poblacion bacteriana resultante.

También se observdé una dominancia significativa de los géneros
Terracoccus, Exiguobacterium y Limnohabitans en la columna inoculada con
MOB-181 (Figura 5.21.B y Tabla 5.9.). Por otro lado, se observé una disminucion
de la poblacibn de los géneros Nitrospira, Planctomyces Sphingobium
Rhodobacter y Mycobacterium en la columna inoculada respecto de la columna
control (Figura 5.21.By Tabla 5.9.).
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comunidades bacterianas en las columnas control e inoculada al finalizar

Figura 5.21. Diferencias en abundancias relativas a nivel de género de las
el ensayo de remocién de Mn(ll) del segundo periodo.

Se realizaron dos figuras, una que incluye a las Pseudomonas (Figura 5.16.A) y

otra que excluye a las Pseudomonas de la comparacion (Figura 5.16.B).

En la figura 5.22. se representa el porcentaje de Pseudomonas que

corresponden dentro de la categoria de las GammaProteobacterias. Ademas, se

incluyo el analisis que se realizo con la secuencia de MOB-181 para calcular su

abundancia dentro de la columna. Se determind que las secuencias idénticas a

la Pseudomonas MOB-181 representaba el 77,76 % de las Pseudomonas totales
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en la columna inoculada, lo cual fue significativamente mas alto que en la
columna control (0,097 %).
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Figura 5.22. Abundancias de OTUs dominantes y proporcién de
Pseudomonas en las columnas inoculadas (I) y control (C).

Gréfico de barras, basado en los OTUs bacterianos méas abundantes detectados
en las columnas control (CC) e inoculada (Cl). Se muestra representativamente
con un cuadro las abundancias del género Pseudomonas dentro del grupo de
las Gammaproteobacterias. Asimismo, se indica la proporcién del total de
Pseudomonas que corresponde a MOB-181.

5.4 Discusion

La bioaumentacion es una estrategia que se ha estudiado y aplicado de
manera intensiva para el tratamiento de aguas residuales (Guo et al., 2010; Zhu
et al., 2015), suelos (Tribedi y Sil, 2013) y sedimentos (Ahn et al., 2008; Wang et
al., 2015) con el objetivo de resolver algunos problemas practicos (por ejemplo,
mejorar el catabolismo de compuestos organicos refractarios) y aumentar la
eficiencia de remocion de contaminantes (Herrero y Stuckey, 2015). Sin
embargo, su utilizacion en el tratamiento de agua potable es menos comun,
debido a la menor cantidad de nutrientes presentes en el influente, el
sometimiento de las bacterias a lavados, y debido a que en los sistemas de
tratamientos de aguas los roles microbianos no suelen estar muy bien definidos

(Bai et al., 2016). El grupo de Benner y colaboradores (Benner et al., 2013) han
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propuesto en una revision que la bioaumentacion para el tratamiento de aguas
es "una potencial alternativa, sostenible y rentable, a los procesos de tratamiento
existentes". Asimismo, se han utilizado estrategias de bioaumentacion en filtros
de arena para mejorar con éxito la eliminacién de 2,6-diclorobenzamida (Albers
et al., 2015b) y estrégenos(Haig et al., 2016) presentes en aguas.

En el Capitulo tres se describié la identificacion y caracterizacion de
comunidades de MOB, obtenidas a partir de muestras de pre-filtros vy filtros de
plantas de tratamiento de agua que remueven eficientemente el Mn(ll). Se
determind que algunos de estos aislados tendrian la capacidad de colonizar
estos nichos, y que podrian asi brindar una oportunidad para desarrollar un
in6culo especializado que podria explotarse mediante bioaumentacion. Sin
embargo, a pesar de que los microorganismos seleccionados por este tipo de
estrategias pueden ser prometedores para ser utilizados como inoculantes, el
éxito del proceso de remocion dependera de muchos factores, siendo los
ambientales uno de los determinantes de la actividad biologica de los
microorganismos inoculados. A fin de evaluar la funcionalidad de estos aislados
en la optimizacion de la remocién de Mn(ll) de aguas subterraneas naturales,
gue contienen altas concentraciones de Mn(ll), se disefid un método de
bioaumentacién a escala de laboratorio. Especificamente, se inmovilizé a la
MOB Pseudomonas sp. MOB-181 mediante adsorcién a la arena de los filtros y
se comparo la eficiencia de la eliminacion del Mn(ll) entre un filtro inoculado con
MOB-181 y otro filtro no inoculado (control).

Ademas del procedimiento de seleccion de cepas, se consideré que la
forma de introducir y mantener el indculo y sus actividades dentro del filtro son
muy importantes. La inmovilizacién de las células a la superficie de la arena de
los filtros fue la metodologia elegida. La aplicacidén de células inmovilizadas para
estudiar procesos microbiologicos es una de las principales tendencias de la
biotecnologia moderna. Las ventajas econdmicas y metodoldgicas de esta
técnica son principalmente el incremento de la concentracion celular, prevencion
del lavado de las células expuestas a altas velocidades de flujo, y actividades
metabdlicas prolongadas, entre otras (el-Naggar et al., 2003). En nuestro trabajo,
la bioaumentacion se estructuré en dos pasos: (i) inmovilizacién de MOB en la
arena de los filtros, (ii) activacion del metabolismo de oxidacion de Mn(ll) en los

microorganismos adsorbidos en la arena y adaptacidon a las condiciones

145



Resultados Il

(incubacién en H20 cruda) a las cuales van a estar expuestas en el ensayo de
remocion del metal.

Se realizaron dos ensayos en distintos periodos, cuya principal diferencia
fue el registro de temperaturas de los mismos. Ademés, se utilizé la
secuenciacion por lllumina del gen 16S ARNr para examinar la diversidad
microbiana en los filtros al finalizar el tratamiento y determinar la sobrevida de
MOB-181.

Los resultados de la remocion de Mn(ll) mostraron que en la columna
bioaumentada se aceler6 el inicio de la remocién del Mn(ll) en los dos periodos
estudiados (Figuras 5.8. y 5.16.). Estas diferencias revelan que la inoculacién de
los filtros con la Pseudomona MOB-181 fue la responsable de acelerar los
tiempos de remocion de Mn(ll) del agua en las dos condiciones ensayadas. Las
medidas de pH y Oz disuelto en el H20 fueron estrictamente controladas a lo
largo de los ensayos a fin de determinar si estaban dadas las condiciones para
el crecimiento bacteriano y la oxidacion biolégica dentro del sistema de filtros. A
pHs muy altos (pH>9) es termodindmicamente favorable la oxidacién quimica del
Mn(ll) por el Oz (Luther, 2009), y a pHs mas bajos la oxidacién de Mn(ll) sélo es
posible en presencia de MOB que aceleran la reaccién. Durante los dos ensayos,
los valores de pH no variaron significativamente entre el influente y los efluentes
de las dos columnas, siempre en el rango de 8,135<pH<8,47 (Tablas 5.3.y 5.7.).
Tal como se describi6 al inicio de este capitulo (Seccién 5.3.3.1), los valores de
pH del agua influente fueron adecuados tanto para el crecimiento de MOB-181
como para su actividad oxidante de Mn(ll). Por esto, es posible especular que en
ambos periodos la oxidacion de Mn(ll) fue mayoritariamente biolégica.

La concentracion de OD fue controlada en cada sector del sistema debido
a la importancia de este parametro, dado que, al igual que la temperatura, son
factores que influyen en la mayoria de los procesos vitales de los organismos asi
como en variados factores abidticos (Mouchet, 1992). Su importancia en el
proceso de oxidacion biologica del Mn(ll), reside en el hecho que el inoculante
no solo necesita el O2 para vivir, sino que también la oxidacion del Mn(ll) es
llevada a cabo en un ambiente completamente aerobio, con un contenido de OD
superior a 5 mg L (Gislette y Mouchet, 1997; Mouchet, 1992). Algunos autores
han registrado altas remociones de Mn a concentraciones menores de OD,

alrededor de 3,5 mg L' (Katsoyiannis y Zouboulis, 2004). Los resultados

146



Resultados Il

obtenidos mostraron que, a lo largo de los ensayos, la OD del agua influente fue
adecuada para propiciar el crecimiento bacteriano y similar a la de los sistemas
de filtrado de escala real (Pacini et al., 2005). Estos valores fueron de 8,57 mg L
Len el inviernoy 7,4 mg L en el verano, coincidiendo con los datos publicados
en la literatura que muestran que al aumentar la temperatura, disminuye la
cantidad de oxigeno disuelto en el agua (Taylor y Barton, 1992). Asimismo, se
puede suponer que estuvieron dadas las condiciones para el desarrollo éptimo
del inoculante y de la actividad oxidante de Mn(ll).

En los dos periodos de estudio se alcanzo una eficiencia de remocion de
Mn(ll) del 100 % en las columnas control e inoculada, y, en ambos casos, en la
columna inoculada el tiempo en el que se alcanzo esta eficiencia fue mas corto
(Figuras 5.8. y 5.16.). La diferencia entre ambos periodos estuvo dada
principalmente por el tiempo de duracién de los ensayos, siendo el verano el
periodo donde se alcanzo la mayor eficiencia en el menor tiempo.

En ambos ensayos se observd que la acumulacion de los MnOx
comenzaba en la capa superior de la arena durante la remocion del Mn(ll) del
agua (Figuras 5.9.y 5.17.). Esto sugiere que el modo de flujo del influente (desde
la parte superior a la parte inferior de las columnas) permitié a las bacterias
presentes cerca de la toma de agua aceptar mas nutrientes. De este modo, se
podria explicar por qué la proliferacion y la oxidacion de Mn(ll) por parte de las
bacterias en la capa superior fueron mas rapidas que las de la parte inferior de
los biofiltros. La posterior cuantificaciéon de la acumulacién de MnOx en las
distintas fracciones de la arena permitié determinar en qué zonas del filtro estaba
dada la mayor actividad oxidante de Mn(ll). Los resultados del primer periodo
(Figura 5.10.) muestran concentraciones de MnOx de ~350 uM 6xidos g* de
arena, mientras que en el segundo periodo, las concentraciones maximas
estuvieron alrededor de ~750 puM o6xidos g*! de arena. Por otro lado, la
distribucion de los MnOx en la columna inoculada luego del segundo perido fue
mas escalonada a lo largo de la columna, en orden decreciente; mientras que en
la columna control se detectd que la actividad estaba localizada en las dos
primeras fracciones de arena, abarcando una mayor area respecto del primer
periodo (Figuras 5.10. y 5.18). En base a estas determinaciones se puede
observar como las altas temperaturas favorecen la actividad oxidante de Mn(ll)

en los sistemas de filtros biologicos.
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Todos los inoculantes son sensibles a la temperatura dado que, a bajas
temperaturas, las velocidades de crecimiento bacteriano disminuyen y se retrasa
la oxidacion de Mn(ll) y a temperaturas muy extremas se reduce la carga
microbiana de los filtros (Bai et al., 2016). Tal es asi que en invierno, por ejemplo,
los filtros tienen una significante reduccion de los Oxidos de Mn biogénicos
debido a la baja actividad bacteriana. En tales casos, los filtros necesitan una
mayor concentracion de biomasa en los periodos de invierno que en los de
verano, siendo necesario el agregado de mas indculo a intervalos regulares para
una optimizacion de la remocién (Herrero y Stuckey, 2015).

Diversos estudios han reportado la dificultad de separar los
microorganismos provenientes de un biofilm de su material de soporte, dadas las
desventajas y problemas que implica el proceso de sonicacion en la viabilidad
celular (Perez et al.,, 2010). Si bien nuestros intentos de cuantificar las MOB
heteroétrofas cultivables fallaron debido a la poca reproducibilidad de los ensayos,
se pudo demostrar la existencia de MOB provenientes de los biofilms de ambos
filtros en los dos periodos de estudio al finalizar los ensayos de remocion de
Mn(Il) (Figuras 5.11. y 5.19.), sugiriendo que la remocion en los dos sistemas de
filtros fue mediada biolégicamente.

Hay indicios que indican el establecimiento de MOB-181 al final del ensayo
en las columnas inoculadas en ambos periodos, tales como el andlisis de los
datos de secuenciacion por lllumina (Figuras 5.14 y 5.22.). Sin embargo, la
prevalencia de MOB-181 al finalizar el segundo periodo fue mucho mayor que al
cabo del primer periodo. Estos resultados sugieren una mejor sobrevida y/o
adherencia a la arena de la columna de MOB-181 en épocas de temperaturas
mas altas. Sin embargo, es interesante destacar en este punto que estos
estudios se realizaron al finalizar los dos ensayos y surgen dos principales
diferencias que dificultan la comparacion directa de los resultados obtenidos. La
primera razon esta asociada a la cantidad de dias que duro cada tratamiento, el
primero 55 d y el segundo 30 d. En segundo lugar, ambos sistemas estuvieron
sometidos a diferentes condiciones, entre las cuales se destaca la variacion de
temperaturas. La razon de las diferencias observadas en los resultados
anteriores podria ser que las bajas temperaturas registradas durante el primer
periodo pudieron resultar letales para algunas bacterias, incluida MOB-181 y por

eso el inoculante se vio disminuido al final del ensayo en comparacion con la
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abundancia detectada en el segundo periodo. De hecho, es importante notar que
durante los dias 26 a 29 del primer periodo se registraron los picos minimos de
temperaturas que estuvieron entre -3y 0 °C. Por otro lado, la menor abundancia
puede deberse a que MOB-181 se lavdé més facilmente en aguas con menor
temperatura. Por lo tanto, el efecto de la bioaumentacion al finalizar los ensayos
pudo haber estado determinado tanto por las condiciones del ambiente como por
la cepa inoculada.

Los resultados de secuenciacion por lllumina del gen 16S ARNr obtenidos
durante el primer periodo también permitieron determinar que, al finalizar el
ensayo, tanto la columna inoculada con MOB-181 como la control poseian una
diversidad bacteriana similar, sugiriendo que la presencia de MOB-181 en la
columna inoculada no afect6 la colonizacion del filtro por parte de las bacterias
presentes en el agua (Figura 5.12.). El grupo de Bai y colaboradores, hipotetizan
gue una posible razon para explicar la observacion de iguales diversidades entre
sistemas de filtros se relaciona con el hecho de que las bacterias en el ambiente
oligotréfico (agua subterranea) son tolerantes al estrés por inanicion. Esto es de
gran importancia en lo que respecta a la bioaumentacién, ya que la
biodegradacion de una amplia gama de contaminantes depende de las bacterias
indigenas (Bai et al., 2016).

Por otro lado, la mayoria de los estudios de bioaumentacién en aguas
residuales han revelado que las cepas inoculadas pueden alterar
significativamente la composicion de la comunidad microbiana indigena (Bai et
al., 2011; Shietal., 2015; Wang et al., 2009; Zhu et al., 2015). Esto es consistente
con lo que ocurrié en el segundo periodo, donde la diversidad bacteriana se vio
notablemente disminuida debido a la gran prevalencia de MOB-181 en la
columna inoculada (Figura 5.20.). En la columna control se observo una buena
eficiencia de remocién del Mn(ll) de aguas y pudo haberse debido al hecho que
una cantidad considerable de especies co-construyeron un ecosistema complejo
que, si bien no funcion6é muy bien a tiempos cortos para remover el Mn(ll), una
vez establecido logré remover el Mn(ll) total en tiempos similares a los de la
comuna inoculada con MOB-181. Se ha sefialado que "cuanto mas complejo es
el ecosistema de un reactor, mas estable y resistente sera" (Zein et al., 2004).
Por lo tanto, en el segundo periodo, la bioaumentacion con la cepa MOB-181

afecto la estructura de la comunidad microbiana y la dinamica de los filtros.
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En los resultados de las abundancias del primer periodo, la proporcion final
de MOB-181 no permite concluir tan claramente que las diferencias observadas
en la remocion de Mn(ll) se deban estrictamente a la presencia del inoculante.
Sin embargo, la proporcion de Pseudomonas en la columna inoculada es mayor
(5,5 %) respecto de la control (2,3 %), y se determind que una gran proporcion
corresponde al inoculante MOB-181 (Figura 5.12.). Es posible que las bajas
temperaturas hayan afectado la sobrevida y actividad del mismo pero que con
esta minima diferencia sea suficiente para explicar los cambios observados a lo
largo del ensayo. Las bajas temperaturas también explicarian el retraso del inicio
de la remocién respecto de los tiempos registrados en el segundo periodo
(Figuras 5.8.y 5.16.). Con los resultados obtenidos, también es posible especular
que durante el primer periodo el inoculante se establecié adecuadamente pero
que por algun motivo, ya sea un descenso brusco de la temperatura durante el
ensayo o dado los extensos tiempos de duracion del experimento que impidieron
su sobrevida al finalizar. Un resultado que apoya esta hipotesis es la cantidad
total de MnOx acumulados en la columna inoculada al final del ensayo, los cuales
fueron mucho mayores que en la columna control (Figura 5.10.). Aunque faltan
datos para asegurar, se puede presuponer que las diferencias observadas en
cuanto a la remocion del Mn(ll) estuvieron dadas por la accién del inoculante
MOB-181 durante los primeros tiempos.

En el segundo periodo de estudio, el inoculante fue capaz de establecerse
adecuadamente, de sobrevivir a las condiciones presentes en el agua dentro de
los tiempos experimentales ensayados y los cambios observados en la remocion
en este periodo pueden atribuirse a su presencia. En conjunto, estos resultados
sugieren que las altas temperaturas son mas beneficiosas tanto para la
aceleracion del inicio de la remocion, como para la sobrevida del inoculante y la
competencia con las bacterias indigenas del agua, y que es posible que la
aplicacion a escala real de estos ensayos requiera de re-inoculaciones en los
periodos de baja temperatura para asegurar el adecuado funcionamiento de los
sistemas de filtros.

Finalmente, vale la pena mencionar que las Proteobacteria fueron el filo
dominante en los sistemas control e inoculados durante los dos periodos
evaluados, lo que indica que los miembros de este grupo desempefiaron

funciones importantes en la eliminacion del Mn(ll) y que dicho metal era menos
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toxico para ellas. Estos resultados coinciden con los obtenidos a partir del estudio
de las comunidades microbianas presentes en las plantas de VO y LT
presentadas en el Capitulo tres (Figura 3.3. y Tabla 3.4.). Un total de 62 géneros
bacterianos diferentes fueron identificados en ambos periodos de los cuales 20
géneros aparecieron en ambos ensayos. Un total de 19 géneros fueron
identificados Unicamente en el primer periodo y 23 géneros fueron propios del

segundo periodo de estudio, Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Géneros bacterianos identificados en las columnas control (CC)
e inoculada (CI) al final los ensayos de remocion de Mn(ll) del primer y
segundo periodo de estudio. Los géneros que fueron identificados en ambos
periodos se muestran en una misma fila y los géneros identificados en cada
periodo se encuentran en diferentes columnas. En negrita se indican los géneros
previamente reportados como MOB en la literatura.

Géneros Primer | % CC | % CI Géneros Segundo | % CC | % CI
Periodo Periodo

Corynebacterium 4,9 0,9

Microbacterium 0,0 1,7

Halomonas 0,0 0,3

Enhydrobacter 0,3 0,7

Acinetobacter 2,4 14

Nevskia 0,3 1,4

Fluviicola 0,0 0,1

Flavobacterium 0,0 0,1

Elizabethkingia 1,0 0,3

Eubacterium 0,2 0,0

Syntrophomonas 0,1 0,0

Methylobacterium | 0,7 0,2

Limnobacter 0,7 3,5

Methyloversatilis 0,1 0,4

Sulfurimonas 0,1 0,0

Cellvibrio 0,0 0,1

Arenimonas 0,2 0,9

Sphaerochaeta 0,1 0,0

Kosmotoga 0,2 0,1

Mycobacterium 9,4 4,2 Mycobacterium 1,9 0,6
Nocardia 8,6 1,8 Nocardia 3,2 3,3
Cytophaga 0,1 0,0 Cytophaga 0,1 0,0
Bacillus 3,5 1,3 Bacillus 0,3 0,4
Nitrospira 1,6 1,1 Nitrospira 7,8 4.0
Gemmata 3,6 2,4 Gemmata 1,5 1,3
Planctomyces 2,0 3,5 Planctomyces 3,1 0,8
Phenylobacterium | 0,9 0,8 Phenylobacterium 0,4 0,3
Devosia 0,0 0,1 Devosia 0,1 0,0
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Rhodobacter 0,6 0,6 Rhodobacter 1,2 0,3
Hyphomonas 4,1 3,8 Hyphomonas 3,3 2,2
Sphingobium 0,1 0,1 Sphingobium 1,8 0,0
Sphingomonas 0,0 1,2 Sphingomonas 0,2 0,4
Hydrogenophaga | 0,5 0,9 Hydrogenophaga 0,3 0,1
Sphingopyxis 0,9 15 Sphingopyxis 0,8 0,9
Rheinheimera 0,2 0,3 Rheinheimera 0,0 0,1
Legionella 0,1 0,0 Legionella 0,5 0,1
Pseudomonas 2,3 5,5 Pseudomonas 0,7 37,4
Opitutus 0,1 0,0 Opitutus 0,8 0,8
Prosthecobacter 0,7 0,5 Prosthecobacter 0,1 0,1
Terracoccus 0,0 7,4
Rhodococcus 0,2 0,1
Fimbriimonas 0,2 0,0
Runella 0,2 0,0
Crocinitomix 0,5 0,0

Chryseobacterium 0,0 0,2

Sediminibacterium 0,2 0,1

Exiguobacterium 0,0 1,0
Gemmatimonas 0,0 0,1
Caulobacter 0,2 0,2
Mesorhizobium 0,1 0,0
Agrobacterium 0,1 0,0
Kaistobacter 0,1 0,0
Delftia 0,1 0,2
Limnohabitans 0,1 1,9
Methylibium 0,1 0,0
Cupriavidus 0,1 0,2
Bdellovibrio 0,3 0,1
Plesiocystis 0,5 0,1
Tatlockia 0,2 0,0
Aquimonas 0,7 0,3
Pseudoxanthomonas | 0,1 0,0
Turneriella 0,5 0,1

Algunos géneros encontrados en ambos periodos fueron previamente
reportados en la literatura con capacidad de oxidaciéon de Mn(ll), tales como
Pseudomonas (Cerrato et al., 2010; Geszvain et al., 2016), Hydrogenophaga
(Marcus et al., 2017), Acinetobacter (Beukes y Schmidt, 2012), Bacillus (Wang
et al., 2010), Sphingomonas (Francis et al., 2001), Flavobacterium (Akob et al.,
2014), Sphingopyxis (Liang et al., 2017), Rhodobacter (Templeton et al., 2005),
Cupriavidus , Rhodococcus (Yang et al., 2013), Legionella (Piazza et al., 2019),
Microbacterium (Yang et al., 2013). Estos géneros bacterianos, sefialados en la

Tabla 5.10. en negrita, podrian ser los responsables de la remocion de Mn(ll) en
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la columna control mediada por bacterias indigenas y, su presencia en la
columna inoculada, podria estar contribuyendo a la actividad de MOB-181.

Los resultados muestran ademas que las abundancias del género
Pseudomonas durante el segundo periodo fueron significativamente diferentes
entre las columnas control e inoculada y ningun otro género mostro tal diferencia
(Tabla 5.10.).

A partir de estos resultados se desprenden varias conclusiones
importantes. La primera tiene que ver con el hecho de que el comportamiento de
la cepa inoculada y de las bacterias indigenas en los sistemas de filtros depende
de la temperatura. Tal como se menciono anteriormente, la aplicacion exitosa de
la tecnologia de bioaumentacion para el tratamiento de aguas con altos
contenidos de Mn(ll) depende de las cepas microbianas apropiadas y de su
subsiguiente supervivencia y actividad una vez liberadas en las unidades de
tratamiento. Por otra parte, en estos casos donde la poblacion de bacterias
autoctonas tiene la capacidad de optimizar el tratamiento, es deseable que las
cepas microbianas introducidas por bioaumentacion “refuercen” esta actividad
pero que no superen a los demas microorganismos oxidantes autdctonos debido
a la competencia por espacio y nutrientes (Bai et al., 2009). Sin embargo, no
podemos dejar de mencionar que este tipo de sistemas falla cuando la
comunidad microbiana indigena es incapaz de sobrevivir y/o oxidar el Mn(ll)
presente en el agua. Para tales sistemas, donde si 0 si se necesitan desarrollar
tecnologias de bioaumentacién adecuadas, es recomendable que ocurra lo que
se describié en el segundo periodo de manera de garantizar el éxito de la
aplicacion. Es decir, asegurarse de que la bacteria inoculada compita
eficientemente con las bacterias indigenas inadecuadas.

Los resultados de esta parte del estudio muestran la factibilidad del uso de
una técnica de inoculacion de filtros de arena para tratamiento de aguas
subterraneas que contienen Mn(ll) y la verificacion experimental de la hipotesis
de que la inoculacién mediante la inmovilizacion de MOB-181 en |la arena acelera
la formacion de oxidos de Mn.

Como se menciond anteriormente, se decidi6 trabajar con una
concentracion de Mn(ll) igual a 1 mg L%, lo que equivale a aproximadamente 5
veces el valor promedio presente en muchas de las aguas a tratar (~ 0,2mg L)

y a 20 veces el valor permitido por la ley (< 0,05 mg L*!). Estos parametros
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destacan la importancia de los resultados obtenidos, donde no sélo se saturé el
agua de Mn(ll) sino que ademas se saturo la capacidad de la columna y de todos
modos se llegé a una remocion del 100 % en tiempos razonables. En un agua
que naturalmente contiene 0,2 mg L™, se necesitaria alcanzar un 75 % de
remocion para llegar a la concentracion permitida de 0,05 mg L. Si se pudieran
extrapolar los resultados obtenidos de las eficiencias en los dos periodos
ensayados, se podria especular que en un ensayo de invierno se necesitarian
32 d para lograrlo y en verano bastaria con 19 d de operacion continua del
sistema bioaumentado con MOB-181.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
inoculacién con MOB-181, podria ser utilizada en filtros de arena para el

tratamiento de aguas reales con alto contenido de Mn(ll).
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6 Conclusiones

La filtracion biologica se utiliza para eliminar los metales presentes en el
agua subterranea, ya que es una tecnologia rentable que minimiza el uso de
oxidantes quimicos. Sin embargo, en estos procesos biolégicos, una eliminacion
optima de Mn(ll) sélo se puede lograr en sistemas que contengan comunidades
microbianas apropiadas. En este trabajo, para caracterizar nuevas bacterias con
estas propiedades, se caracterizaron las comunidades bacterianas y MOB
cultivables que residen en dos plantas de tratamiento biolégico de aguas
subterraneas.

Mediante la secuenciacion lllumina del gen 16S ARNr bacteriano, se
caracteriz6 el microbioma total de dos plantas de tratamiento biol6gico de aguas
de la provincia de Santa Fe, que actualmente funcionan eficientemente
removiendo Mn. Los resultados obtenidos permitieron disefar estrategias de
seleccion y aislamiento de MOB en medios de cultivo especificos. Se obtuvieron
202 aislados bacterianos putativos oxidantes de Mn, los cuales fueron
identificados molecularmente. Se determiné que un gran numero de MOB eran
previamente conocidos y varios de los aislamientos caracterizados nunca antes
se habian informado como MOB. Un total de 23 MOB fueron caracterizadas en
funcién de su capacidad oxidante de Mn y formadora de biofilms. Cinco de tales
MOB fueron clasificadas como las mejores. Considerando como objetivo final el
uso de estas cepas en plantas de tratamientos de aguas a fin de optimizar la
remocion biolégica de Mn, estas cinco MOB fueron estudiadas luego en funcion
de su capacidad de oxidacion de Mn frente a diferentes condiciones: cambios de
temperaturas y presencia de metales inhibidores. La cepa MOB-181,
perteneciente al género Pseudomonas, resulté ser la bacteria mas versatil, con
capacidad de oxidar en todas las condiciones ensayadas. Esta MOB ademas fue
capaz de oxidar Mn(ll) de un agua subterranea natural cuando estuvo
inmovilizada sobre arena y no inhibio el crecimiento de otras MOB cuando se

crecieron juntas.

La produccion de EPS que permiten la adhesion a las superficies y que
posteriormente conduce a la formacion de biofilms es una caracteristica que se

encuentra con frecuencia en los sistemas de tratamiento de aguas en presencia
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de metales. El desarrollo del biofilm es importante para que las MOB queden
retenidas sobre la arena de los filtros para llevar adelante su funcion y resistan
ser lavadas del sistema. En el presente estudio, se profundizé el conocimiento
sobre la produccion de EPS y de formacion de biofilm en MOB-181, previamente
caracterizada. Se determind, a través del estudio de morfologia de macrolonia
en agar, que MOB-181 produce EPS agregativos y en mayor cantidad en
presencia de Mn. Ademas, se aplicé el enfoque de
microseccionamiento/microscopia para el andlisis simultineo de los dos
procesos de interés en el estudio de MOB para aplicaciones biotecnolégicas, la
formacion de biofilms y la oxidacion de Mn(ll). Se determiné la localizacion de la
produccion de EPS dentro del biofilm in situ y la localizacion de las areas
especificas en el interior del biofilm de células que llevan a cabo la oxidacion del
Mn(ll). Mediante el modelo de biofilm en macrocolonia se pudo visualizar a los
biofilms de MOB como verdaderos sistemas biol6gicos complejos desde el punto
de vista estructural y dinamico. Los resultados sugieren que la oxidacion del
Mn(ll) ocurre antes y es independiente de la secrecion de EPS en MOB-181. Por
otro lado, se determiné que la oxidacion del Mn in situ en el biofilm es muy

diferente entre bacterias que muestran distintas capacidades de oxidacion.

Por ultimo, se construy6 un sistema a escala de laboratorio para evaluar la
funcionalidad de un in6culo con MOB-181 en un ensayo de bioaumentacion de
filtros y se estudio su efecto en la remocién de Mn(ll) de aguas subterraneas. Se
analizé la influencia de la temperatura en estos sistemas, realizando dos
ensayos, uno en invierno y otro en verano. En ambos periodos se alcanzaron
eficiencias de eliminacion de Mn del 100 % y la bioaumentacion con MOB-181
acelero6 el tiempo de inicio de la remocion del metal. Por otro lado, en verano se
alcanzé la méaxima eficiencia en tiempos mucho mas cortos que en invierno. Se
demostré la existencia de distintas MOB al finalizar los dos ensayos y se
corroboro la prevalencia de MOB-181, siendo el verano el periodo de mayor
sobrevida de esta bacteria. Finalmente, se determind que en invierno, la
presencia de MOB-181 no afecta la diversidad bacteriana de los filtros pero que
en verano, MOB-181 compite de manera muy visible con las bacterias indigenas

del agua influente. En conjunto, los resultados obtenidos indicaron que la
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inoculacién con MOB-181, podria ser utilizada en filtros de arena para el

tratamiento de aguas reales con alto contenido de Mn(ll)
En general, este trabajo contribuyé al conocimiento de las comunidades

bacterianas presentes en las plantas de tratamiento biolégico de aguas y

ayudara a la optimizacién de la eliminacion de Mn de las aguas subterraneas.
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7 Resumen

La presencia de Mn en aguas subterraneas para consumo humano causa
problemas de orden estético y de aceptabilidad, organolépticos, operativos y
sanitarios. Los métodos empleados para la remocidon de Mn en el agua
subterranea se pueden clasificar en: fisico-quimicos y biolégicos. En estos
altimos, el Mn contenido en el agua es oxidado y precipitado con la ayuda de
bacterias ambientales que suelen aparecer en forma natural en las aguas
subterraneas que contienen Mn. Sin embargo, en estos procesos se alcanza una
Optima remocion de Mn Unicamente cuando los sistemas contienen
comunidades bacteriana apropiadas, es decir, bacterias oxidantes de Mn y
formadoras de biofilm.

En este trabajo, se evaluaron los microbiomas de dos plantas de
tratamiento biolégico de aguas subterraneas que actualmente eliminan Mn(ll)
con alta eficiencia. Por otro lado, se cultivdé un gran numero de MOB conocidos
y varios aislamientos que nunca antes se habian informado como MOB. La cepa
MOB-181 del género Pseudomonas, se destacO de las demas por mostrar
caracteristicas de interés. La misma estuvo presente en el sistema de filtracion
de LT representando alrededor del 4 % del total de las Pseudomonas y pudo
cultivarse con facilidad en el laboratorio. Asimismo, demostré buena capacidad
de oxidacién de Mn(ll) en diferentes medios de crecimiento analizados; a
diferentes temperaturas; y en presencia de metales inhibidores como el Fe y el
propio Mn en altas concentraciones. Resultd ser una excelente formadora de
biofims y pudo oxidar Mn(ll) presente en agua cruda mientras estuvo
inmovilizada sobre arena. El estudio del rendimiento de la oxidacién de Mn(ll) de
diferentes MOB aisladas en este trabajo permitié postular a MOB-181 como el
mejor candidato con potencial para el desarrollo de un inéculo bacteriano
aplicable para mejorar el proceso de eliminacion de Mn(ll) de aguas
subterraneas.

La oxidacion de Mn y la formaciéon de biofilms son dos caracteristicas
deseables para la eleccion de cepas con potencial uso en los procesos de
remocion de Mn de aguas. A fin de determinar si estos dos procesos estan
relacionados en las MOB, se aplicaron ensayos de morfologia de macrocolonia

en agar y crioseccionamiento/microscopia para tratar de comprender la
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oxidacion de Mn y la produccion de EPS in situ en el modelo de biofilm de
macrocolonia. Mediante el simple modelo de biofilm de macrocolonia, se pudo
visualizar a los biofilms como sistemas bioldgicos complejos, donde los distintos
grupos celulares estan influenciados por un montén de factores, resultando en
grupos de células diferentes dependiendo del entorno en el cual se encuentran.

Finalmente, se construyd un sistema de filtros a escala laboratorio donde
se evaluo la funcionalidad de la inoculacion de filtros con MOB-181 en la
remocion de Mn del agua. Se demostrd que un ensayo de bioaumentacion con
esta bacteria fue capaz de acelerar el inicio de la remocion de Mn en aguas
naturales. Asimismo, se observé que los tiempos requeridos para alcanzar la
fase estacionaria de la remocion estaban fuertemente influenciados por las
temperaturas, alcanzando mas rapido la mayor eficiencia a temperaturas mas
altas. Estos resultados se utilizaran para optimizar los procesos de remocién de

Mn de aguas y para el disefio de mejores tecnologias.
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