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RESUMEN

De la gran diversidad de organismos que viven en el suelo, los nematodos bacteriéfagos constituyen un sujeto de estudio
interesante en la busqueda de bioindicadores adecuados para reflejar el grado de perturbacion del suelo y la marcha de los
procesos de recuperacion. En el presente trabajo se hace una evaluacion de distintas situaciones relacionadas con suelos alterados
por actividades antropicas y su relacion con las poblaciones de nematodos bacteriéfagos y bacterias, analizadas en laboratorio y a
campo. Los resultados obtenidos muestran que el comportamiento de estos organismos responde a la evolucion del los niveles de
concentracion del contaminante.
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INTRODUCCION

Los conocimientos sobre el comportamiento del suelo frente a los diferentes contaminantes no estan, como es ldgico,
perfectamente establecidos, sobre todo si se tiene en cuenta la gran variedad de éstos, la continua producciéon de nuevas y
complejas sustancias y las diferentes interacciones posibles entre ellas en cada sistema. Por ello, al tratar de establecer lineas de
necesario avance en la investigacion cientifica de suelos contaminados, no sélo deben ser consideradas la cantidad de un
determinado contaminante en el suelo, sino también su biodisponibilidad, grado de toxicidad, su persistencia y posibles
transformaciones en el tiempo y en los diferentes y cambiantes sistemas edaficos.

Los organismos que viven en el suelo, por su diversidad y su capacidad de adaptacion a condiciones diversas pueden desempefiar
multiples funciones de gran importancia para el sistema, las que podran producir efectos ecoldgicos por accion mecanica ( mezcla
de material orgénico, diseminacion de organismos dentro del suelo, etc.) o quimica (degradacion de compuestos organicos,
mineralizacion, etc.). Asimismo, algunos de ellos pueden actuar como indicadores de calidad de suelo, que pueden tener
diferentes grados de sensibilidad a distintos cambios, midiendo el grado de desequilibrio ecologico causado por el contaminante.

El indicador bioldgico resulta de gran utilidad para biomonitoreos, tales como la bioremediacion. Este proceso constituye un
conjunto de técnicas que permiten aumentar la biomasa microbiana del suelo, estimulando la biodegradacion del contaminante
(Plaza et al, 2001; Ercoli, ), de esta manera, la poblaciéon nematologica del suelo puede constituir una herramienta valiosa para
comprobar la existencia, entre otros organismos, de bacterias, las cuales desempefian un papel fundamental en los procesos de
biodegradacion, no solo de sustancias que se encuentran en el suelo sino también aquellas que son sustancias problemas.

Los nematodos del suelo son organismos microscopicos de 0,5 al,5 mm de largo y 30 um de didmetro, presentes en el agua de
los poros del suelo, en gran numero y diversidad de especies y niveles troficos, pues los hay bacteriofagos, micofagos, fitofagos,
predadores y omnivoros (Brussaard, 1997). De ellos, los nematodos bacteriofagos, nomenclatura que adoptamos de las
clasificaciones tradicionales en nematologia y mesofauna del suelo, se convierten en una medida indirecta pero especifica de la
presencia y abundancia de bacterias, lo que nos permite conocer el grado de alteracion o reconstruccion de las cadenas
alimentarias que en el suelo se producen, pudiendo comparar valores generales correspondientes a suelos no alterados o alterados
con algun contaminante.

El presente trabajo tiene como objetivo, estudiar los nematodos bacteriofagos, como indicadores bioldgicos en suelos alterados
con diferentes contaminantes y asociarlos como organismos relevantes en la evaluacion de la eficiencia de la biorremediacion .
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron muestras representativas de suelos de zonas aledafias a actividades industriales, que fueron impactadas con residuos
propios de las mismas y de suelos agricolas y/o naturales comunes de la region, como referencia de suelos inalterados o con cierta
accion antropica. Se extrajeron muestras de suelos entre 5 y 40 cm de profundidad, sacando submuestras en distintos lugares en
cada predio, las que luego se unieron y mezclaron de forma de obtener muestras compuestas representativas de cada lugar. Se
realiz6 la caracterizacion fisico-quimica de las muestras sobre el extracto acuoso segun Standard Methods.

Los nematodos se separaron del suelo por el método de Baermann modificado (Fraga, 1968). Se caracterizé cualitativa y
cuantitativamente la presencia de nematodos. A partir de alicuotas del agua extraida de la muestra, se calculd el promedio y el
total de nematodos bacteri6fagos del volumen total. El recuento se realizd bajo microscopio. Se determind heterétrofos aerobios
totales con técnica de Frioni (Frioni, 1999), para evaluar la microflora bacteriana del suelo.

La evaluacion de los nematodos bacteriofagos como bioindicador se realizo en base a distintas experiencias con suelos
pertenecientes a la zona de Lomitas (Norte de Salta) para la actividad petrolera y suelos pertenecientes a Rosario de Lerma (Valle
de Lerma - Salta) correspondientes a una curtiembre. Se tomd como referencia suelos inalterados del lugar donde se desarrollan
las actividades.

Se tomaron muestras representativas de campo con concentraciones de hidrocarburo variables siguiendo la metodologia anterior,
para determinar el nivel tolerable del contaminante por el bioindicador.

Para estudiar los nematodos bacteriéfagos en los biomonitoreos del proceso de bioremediacion de suelos contaminados con
petrdleo, se realizaron experiencias en laboratorio. Se utilizaron cajas con 12 litros de tierra cuyas caracteristicas dependen de las
variantes a estudiar. Las variantes estudiadas fueron: suelo natural (Lomitas) como suelo inalterado y suelo alterado, compuesto
por una mezcla de suelo natural y residuo de petrdleo (concentracion aproximada de Hidrocarburo de 7%). Previo a la
incorporacion de residuo de petrdleo se prepard el suelo mecanicamente manteniendo la humedad o6ptima, de manera de
descompactar, airear y homogeneizar el material aumentando el numero de poros.

Las cajas permanecieron durante tres meses en cdmara termostatizada a una temperatura de 29°C +/-2, fueron
sometidas a un régimen de humectacion y aireacion con una frecuencia de dos veces por semana, equivalente a un
tratamiento de biorremediacion por landfarming. El método seleccionado para la recoleccion de la muestra de cada
caja, fue la construccion de una grilla hipotética cuadrada a partir de la cual se extrajeron submuestras de forma
sistematica del centro de cada cuadrado, las que posteriormente fueron integradas en una sola muestra compuesta
para cada caja.

Las determinaciones fisico-quimicas de las muestras de suelo se efectuaron en forma paralela a las determinaciones biologicas
(nematodos y heterotrofos totales).

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Evaluacién de organismos del suelo como bioindicadores

Del analisis de la Tabla 1 se resume que los nematodos bacteriéfagos se comportan como organismos relativamente tolerantes a la
exposicion de polucionantes tales como hidrocarburo y altas concentraciones de sales, de manera tal que son mas altos cuando las
condiciones del suelo se acercan a valores normales o comunes (suelos inalterados y agricolas) y son bajos en suelos alterados.

Una caracteristica comtn de los suelos impactados por actividades de petroleo y de curtiembre, es el alto contenido de materia
organica que en principio tendria que favorecer el desarrollo bacteriano y por ende el de los nematodos bacteriofagos, cosa que no
ocurre debido a la presencia de alguna sustancia inhibidora o una relacién de nutrientes desequilibrada. Para el caso de la
curtiembre el suelo alterado posee alta conductividad, por alto contenido de sales que afecta la membrana celular de las bacterias
disminuyendo su poblacion y por consiguiente la poblacion de nematodos.

Actividad Nemat. Bacterias Mat. Nitrogeno | Fosforo ppm | PH Conductividad
bacteriofag | UFCgr/suelo | Organica | ppm mmbhos/cm
os/cm’
suelo

Curtiembre Suelo 2300 9200x10° 0.29 20 8 6.4 0.19

inalterado
Suelo 333 430x10° 5.8 390 17 7.0 18.1
Alterado
Petrolera Suelo 1156 90x10" 0.1882 |2000 161 732 |0.12
inalterado
Suelo alterado | 134 190x10"" 6.0986 | 2400 53 7 0.42
Agricola Cult. Alfalfa 1600 1.69 1100 2 7.3 1.43
Valores
optimos para 2.51- 1100-1500 | 11-20 6.7- | menora2.0
un suelo 3.90 7.3
agricola *

*INTA. EEA Salta
Tabla 1: Caracterizacion fisica-quimica y biologica de suelos provenientes de distintas actividades.
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Los analisis de campo en emprendimientos de explotacion petrolifera (Figura 1) muestran el descenso de las poblaciones de
nematodos bacteriofagos y bacterias al aumentar el porcentaje de petroleo en el suelo. Cuando el valor de hidrocarburo sobrepasa
el 1%, la poblacion de nematodos bacteriéfagos y bacterias bajan a valores minimos o a niveles no detectables.
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Figura 1: Variacion de las cantidades de nematodos bacteriéfagos con la concentracion de hidrocarburo (gr Hidrocarburos
Totales en 100 gr de muestra seca) en suelos de lugares de actividad petrolera.
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Figura 2: Variacion de la cantidad de microorganismos bacterianos con la concentraciéon de hidrocarburo (%HTP en muestra
seca) en suelos en lugares de explotacion petrolera.

2. Evaluacion de nematodos bacteriéfagos en un biomonitoreo del proceso de bioremediacion de suelos contaminados con
petroleo

En Figura 3 se observa una oscilacion de las poblaciones de nematodos bacteriéfagos y bacterias entre rangos normales en un
suelo inalterado durante los 100 dias que transcurri6 la experiencia. En el suelo alterado, los valores iniciales de nematodos son
muy bajos por la introduccion del contaminante lo que también hace disminuir en una primera etapa la poblacion bacteriana. A
mitad del proceso, y en la medida que disminuye el petroleo ( Figuras 4 y 5), ambas poblaciones aumentan.

06.77



UFC/ml

Suelo Inalterado

—— UFC/ml
—&— Nemat. Bacteriof.

9.80E+12 = 2000
9.60E+12 —e\/ 1 1500
9.40E+12 1 1000
9.20E+12 -
9.00E+12 1 500
8.80E+12 | : : : : 0

0 20 40 60 80 100

Dia

Figura 3: Variacion temporal entre cantidades de nematodos bacteriéfagos en 100 cc de suelo y microorganismos bacterianos
(Unidades formadoras de colonias por ml) en un suelo inalterado en cajas en laboratorio.
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Figura 4: Variacién temporal entre nematodos bacteridfagos por 100 cc de suelo y microorganismos bacterianos (Unidades
formadoras de colonias por ml) en un suelo alterado en cajas en laboratorio.
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Figura 5: Variacion temporal entre nematodos bacteriofagos por 100 cc de suelo y concentracion de hidrocarburo (%HTP en
muestra seca) en un suelo alterado en cajas en laboratorio.

Si se comparan los niveles de petrdleo entre las experiencias de cajas en laboratorio y en el campo, se observa que con un 2% de

hidrocarburo, en laboratorio se mantienen poblaciones relativamente altas de nematodos, esto probablemente se deba al manejo en
condiciones controladas, con el mantenimiento de condiciones optimas de temperatura, humedad y aireacion constantes.
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CONCLUSION

Los nematodos bacteriéfagos del suelo pueden comportarse como organismos indicadores de situaciones alteradas debidas a
algin polucionante en concentraciones determinadas. En el caso de suelos contaminados con hidrocarburos se demuestra que a
concentraciones mayores del 1%, la poblacion nematologica se deprime, como asi también a altas concentraciones de sales.

En condiciones normales los nematodos bacteridfagos del suelo son abundantes y estan presentes en una gran diversidad de
ambientes. Por otro lado presentan un ciclo de vida relativamente largo, lo que permite su conservacion. Su tamafio facilita la
cuantificacion y estudio en laboratorio. Las técnicas de separacion y aislacion son practicas y econdmicas. Estas caracteristicas,
entre otras, como la posibilidad de criarlos en laboratorio, permiten considerarlos como promisorios bioindicadores.

En un proceso de bioremediacion para la recuperacion de suelos empetrolados muestran también ser adecuados para su
biomonitoreo, porque su evolucion responde al proceso de descontaminacion.

ABSTRACT

Among the large variety of living organisms in soil the bacteriophagous nematodes have been studied extensively due
to their potential use as biosensors. These biosensors can be used to determine the degree of soil perturbation
(damage) and the rate of soil restoration. This paper evaluates different damaged (contaminated) soils due to the
human activity and their relationship to the bacteriophagous nematodes population in field and laboratory scales. The
results indicate that the behaviour of the organisms population is correlated to the contaminant concentration levels.

Key words: Biosensors, nematodes, bioremediation, contaminated soils.
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