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INTRODUCCION

En Espaia, una de las practicas mds habituales para la eliminacién de los residuos
generados como consecuencia de la actividad doméstica y comercial de ciudades y
pueblos, ha sido y sigue siendo, su almacenamiento en vertederos de residuos sélidos ur-
banos (VRSU). Entre los desechos que se acumulan en los mismos figuran, tanto resi-
duos domésticos (basuras, muebles, electrodomésticos...), como residuos industriales
(metales, disolventes, pinturas...), que dan lugar a la acumulacidn, tanto en el suelo,
como en las aguas subterrdneas, de compuestos nitro-aromaticos, hidrocarburos polici-
clicos aromaticos, pesticidas y metales pesados, entre otros. Estos compuestos, aunque
se encuentran en bajas concentraciones, producen graves efectos bioldgicos, dado que
muchos de ellos son toxicos y/o cancerigenos (Baun et al., 2000). Ademas, debido a los
procesos quimicos y biolégicos que tienen lugar en los vertederos, aparecen compuestos
orgdnicos e inorganicos solubles, que, dependiendo de la composicién y de las caracte-
risticas del suelo, pueden originar cambios muy drasticos en la geoquimica y microbio-
logia del vertedero (Roling et al., 2001; Sastre et al., 2003). Existe, pues, una gran pre-
ocupacién por parte de la opinién publica y de los investigadores sobre el impacto
ambiental que estos vertederos ejercen sobre el suelo, y en este sentido, muchos grupos
de investigacion, tanto a nivel nacional, como internacional, estdn tratando de encontrar
nuevas estrategias para descontaminar los emplazamientos donde estos se situan.

También en los ultimos afios ha aumentado sensiblemente el interés por conocer la
salud del suelo, debido a que esta aproximacidn, podria contribuir a predecir la capaci-
dad de recuperacién del suelo danado por distintos agentes. El concepto de salud del sue-
lo hace referencia a diferentes atributos, relacionados con aspectos fisicos, quimicos y
biol6gicos, tales como: pH, retencién hidrica, mineralogia, contenido en materia orga-
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nica, incluyendo los microorganismos, que juegan un importante papel en la capacidad
del suelo para funcionar como un sistema vital (Arias et al., 2005). En este sentido, el
conocimiento de las poblaciones microbianas presentes en un ecosistema contaminado,
como es el caso de un VRSU incontrolado, podria ser usado como una herramienta para
predecir y monitorizar la posible degradacion natural de los contaminantes presentes en
el mismo (Jain er al., 2005); de hecho, las bacterias juegan un papel central en la bio-
rremediacion de contaminantes, junto con otros organismos tales como hongos, proto-
zoos y plantas (Demmerova et al., 2005).

Las técnicas que se aplican para el estudio de la microbiota del suelo son variadas e
incluyen, técnicas clédsicas y técnicas moleculares. Asi, la biodiversidad genética de
las comunidades microbianas puede ser determinada utilizando técnicas tales como, la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) y el clonaje y secuenciacion
del gen de ADNr 16S. La técnica DGGE permite el analisis de muchas muestras al mis-
mo tiempo, proporcionando informacién sobre los patrones de las comunidades micro-
bianas presentes en una muestra. Por otra parte, la secuenciacion del gen que codifica
para ARNs 16S permite identificar y establecer las relaciones filogenéticas de los mi-
croorganismos de una muestra.

El trabajo que se presenta, se ha realizado en dos vertederos urbanos de la Comuni-
dad de Madrid, situados en las localidades de Torrejon de Ardoz y Getafe, zonas que han
experimentado un gran desarrollo industrial y urbano en los ultimos afios. Estos verte-
deros fueron sellados por primera vez hace unos 20 afios, pero a lo largo de los diez ul-
timos se han depositado nuevos residuos, que han ido aumentando, tanto el drea de ver-
tido, como la contaminacién quimica de los suelos.

Este trabajo se centra en un estudio de la biodiversidad microbiana presente en los
vertederos citados, con el objeto de determinar las poblaciones microbianas presentes en
suelos con distintas concentraciones de contaminantes organicos, tales como hidrocar-
buros policiclicos aromdticos (PHAs) y bifenilos policlorados (PCBs), asi como de
metales pesados.

Para determinar la actividad microbiana de los vertederos se han medido parametros
tales como, biomasa, actividad respiratoria inducida por sustrato y perfiles enzimaticos.
La caracterizacién de las comunidades microbianas presentes en los vertederos se ha lle-
vado a cabo, mediante técnicas moleculares, tales como electroforesis en gel con gra-
diente desnaturalizante (DGGE) y clonaje y secuenciaci6n del gen de ADNr 16S.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracteristicas de los vertederos

A los vertederos situados en los municipios de Torrején de Ardoz y Getafe corres-
ponden los anilisis efectuados en este trabajo; han sido descritos en sus aspectos gene-
rales en Pastor y Hernandez (2002 y 2007), asi como en el primer capitulo de este libro.
Diremos, no obstante, que est4n localizados en la region central espaiiola, que se carac-
teriza por presentar un clima mediterraneo continental de caracter semidrido (con pre-
cipitaciones medias anuales entre 400 y 600 mm y una evapotranspiracién potencial me-
dia anual de 750 mm). Los vertederos estudiados estan ubicados en un entorno de
importante actividad industrial, por lo que los residuos sélidos urbanos almacenados en
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estos vertederos aparecen mezclados con otros procedentes de industrias de muy diver-
sa indole.

2.2. Muestreo y procesado de las muestras

En cada uno de los vertederos estudiados se muestrearon 4 zonas, denominadas T2,
T2B, T8 y T9, en el caso del vertedero de Torrejon de Ardoz, y G1,G2,G3yG4,enel
caso del vertedero de Getafe. Las muestras de suelo de las diferentes zonas (2 kg) sere-
cogieron mediante azada en la capa superficial del suelo comprendida entre 0 'y 15
cm, retirando la hojarasca antes de tomar la muestra. Las muestras s€ guardaron en bol-
sas de pldstico y se transportaron en frio al laboratorio. Alli, una parte de cada muestra se
secé a temperatura ambiente y otra en campana de flujo laminar, con el fin de mantener
a esterilidad necesaria para la valoracion de los pardmetros biol6gicos. Una vez secas,
las muestras se tamizaron para conseguir un tamafio de particula menor de 2 mm. Para la
realizacién de los analisis fisico-quimicos, se guardo una parte de las muestras a tem-
peratura ambiente. Para la determinacién de las actividades enzimaticas se mantuvo otra
parte a 4 °C y para los estudios genéticos a —20 °C.

2.3. Analisis fisico-quimicos

En las muestras analizadas se determinaron los siguientes parametros:

1. pH: para la determinacién del pH se realiz6 una suspension acuosa 1: 2,5 sue-
lo:agua. Posteriormente, el pH se midi6 en un pH-metro digital Orion 720 A.

2. Capacidad de campo (CC): su determinacion se llevé a cabo en un aparato de
presién-membrana de Richard. La capacidad de campo de una muestra se estimé
por gravimetria, pesando la muestra antes y después de someterla a una presion
de 1/3 de atmésfera (pF = 2,5).

3. Hidrocarburos totales: se determinaron por espectrofotometria infrarroja si-
guiendo la Norma UNE 77307.

4. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs): su determinacién se llevo a cabo
por cromatografia de gases, y s sigui6 la Norma ISO 18287.

5. Bifenilos policlorados (PCBs): se determinaron por cromatografia de gases, de
acuerdo a la Norma ISO 10382.

6. Metales pesados: se determinaron por espectroscopia de emisién de plasma ICP
(Allen, 1989).

2.4. Analisis biologicos

24.1. Recuento en placa de microorganismos viables del suelo

Se tomaron 10 g de suelo y se resuspendieron en 95 mL de tamp6n fosfato (PBS) pH
7.4,0,1 M, incubando dicha mezcla a 28 °C durante 30 minutos. A continuacion, se rea-
lizaron diluciones decimales seriadas en el mismo tampon.
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El recuento de bacterias viables se llev a cabo tras inocular 100 ml de las diluciones
correspondientes en placas que contenian el medio TSA (Agar Triptona de Soja) diluido
1:10. Las placas se incubaron durante 1 semana a 28 °C, realizando el recuento de las co-
lonias cada 24 horas.

Para recuento de mohos y levaduras se sembraron las diluciones correspondientes en
placas que contenian el medio Agar Sabouraud con Oxitetraclina (100 mg/ml). Las placas
se incubaron a 28 °C y los recuentos se realizaron diariamente durante una semana.

Los resultados se expresaron en unidades formadoras de colonias/gramo de suelo
(ufc/g).

2.4.2. Actividad microbiana: Respiracién Inducida por Sustrato (SIR)

Para la determinacién de la respiracién inducida por sustrato (SIR) se sigui6 el mé-
todo de Jenkinson y Powlson (1976) modificado. Para ello, tres muestras de suelo fres-
co (5 g cada una) se incubaron con una solucién de glucosa (0,45 mg/g de suelo) durante
dos dias, a 30 °C en frascos con tapén de rosca. La concentracién de CO, se determin6
en un analizador p-Trac 4200 siguiendo el método automatizado Bac-Trac, método ba-
sado en la medicién de los cambios de impedancia de una solucién de KOH al 2%.

2.4.3. Valoracién de las actividades enzimadticas
Las actividades enzimaticas determinadas en las muestras de suelo fueron:

1. Fosfatasas 4cida y alcalina (Tabatabai y Bremner, 1969).

2. B-glucosidasa (Tabatabai, 1982).

3. B-N acetilglucosaminidasa (Tabatabai, 1982).

4. Celulasa (Pancholy y Rice, 1973, modificado por Garcia-Alvarez e Ibafiez,
1994).

5. Invertasa (Hoffmann y Pallauf, 1965, modificado por Garcia-Alvérez e Ibénez,
1994).

6. Ureasa (Kandeler y Gerber, 1988).

2.4.4. Andlisis moleculares
7.4.4.1. Extraccién del ADN cromosémico de las muestras de suelo

Para la extraccién de ADN se parti6 de 0,5 g de muestra de suelo y se us6 el Kit co-
mercial «Power Soil DNA Isolation Kit» (MoBio, Carlsbad, CA, USA). Las muestras de
ADN obtenidas se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los geles se ti-
fieron con bromuro de etidio, y el ADN se visualiz6 a la luz ultravioleta (A, 254 nm). La
extraccién del ADN se realizé por triplicado para cada suelo.

2.4.4.2. Condiciones de desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

A partir de las distintas muestras de ADN se amplificaron por PCR fragmentos del
gen codificante para ARNr 16S. Para ello, se utilizaron cebadores universales del do-
minio Bacteria (341F + GC clamp y 907 R; 27 F y 1492R) y del dominio Archaea
(340F + GC clamp y 915R). Para todas las amplificaciones se utiliz6 la Taq polimerasa
«FideliTaq PCR Master MIX», de la casa comercial General Electric.
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2.4.4.3. Condiciones de desarrollo de la electroforesis en geles de gradiente
desnaturalizante (DGGE)

Los fragmentos de ADNr 16S elegidos para su amplificacion y posterior andlisis por
DGGE fueron los correspondientes a la region V3-V5 (347F + GC clamp y 907 R) para
el dominio Bacteria, y a la region amplificada por los cebadores 340F + GC clamp y
915R para el dominio Archaea (Nakatsu et al., 2000; Yu y Morrison, 2004).

La DGGE se realiz6 en un sistema de deteccion DCode Mutacion Universal (Bio
Rad, Hércules, CA, USA). Para separar los distintos fragmentos de ADNr 16S amplifi-
cados en la reaccion de PCR, se prepararon geles de poliacrilamida al 6 % con diferentes
gradientes desnaturalizantes de urea-formamida, con el fin de conocer cudl era el gra-
diente 6ptimo de separacién de los fragmentos amplificados. La electroforesis se desarro-
116 a un voltaje constante de 60 V durante 18 h, a 60 °C. Para visualizar las bandas de
ADN, los geles se tifieron con bromuro de etidio (50 pg/mL) durante 20 minutos y se des-
tifieron con agua desionizada durante 40 minutos. Las bandas de ADN se visualizaron con
luz UV y se digitalizaron en un Gel Doc 2000 (BioRad, Hércules, CA, USA).

2.4.4.4. Clonaje del gen codificante para ARNr 16S y andlisis de las secuencias

Para el clonaje del gen de ADNr 16S del dominio Bacteria se llevé a cabo la am-
plificacién del citado gen utilizando los cebadores universales 27F y 1492R. El producto
de amplificacion se cloné en células competentes de E. coli utilizando el kit de clonacién
«TOPO TA Cloning Kit» (Invitrogen, Carsbad, USA) utilizando el protocolo descrito por
el fabricante. Los clones positivos (aproximadamente 100 por muestra), se purificaron
utilizando el Kit Ultraclean (MoBio, USA) y se analizaron en el Servicio de Secuen-
ciacion de la Unidad de Biologia Molecular de la Universidad de Alcala. Las secuencias
obtenidas se compararon con las disponibles en la base de datos Ribosomal Data Project.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Vertedero de Torrejon de Ardoz

En el vertedero de Torrejon de Ardoz se han estudiado cuatro zonas: T2, T2B, T8 y
T9 en las que se ha detectado la presencia de diferentes compuestos téxicos, tales
como, hidrocarburos (alifdticos y aromadticos), hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHs) y bifenilos policlorados (PCBs). Los resultados correspondientes a la concen-
tracion de estos compuestos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de contaminantes organicos presentes en las muestras
de suelo del vertedero de Torrejon de Ardoz

Hidrocarburos
Muestras totales PAHs PCBs
(mg Kg™") (mgKg') (mgKg")
T2 165,60 0,21 0,22
T2B 84,52 0,16 0,057
T8 54,48 0,20 <0,04
T9 189,91 11,06 4,14
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Como puede observarse en esta tabla, aunque los contaminantes estdn presentes en to-
das las zonas del vertedero analizadas, los valores mas elevados de hidrocarburos totales
y PCBs se encontraron en las zonas T9 (189,91 mg/kg y 4,14 mg/kg, respectivamente) y
T2 (165,6 mg/kg y 0,22 mg/kg, respectivamente). Es importante destacar la elevada
concentracién de PAHs detectada en la zona T9 (11,06 ppm), en la que se detectaron
compuestos como: pireno (1,33 ppm), fluoranteno (1,55 ppm), benzo[b]fluorantepo
(1,69 ppm) y benzo[a]pyreno (2,23 ppm). En la zona T8, se detectaron las concentracio-
nes mas bajas de hidrocarburos totales y de PCBs, si bien también se determind la pre-
sencia de benzo[b]fluoranteno (0,062 ppm) y benzo[a]pireno (0,059 ppm).

Los resultados correspondientes a los parametros fisicos (pH y capacidad de campo)
y biolégicos (biomasa microbiana) determinados en las distintas zonas del vertedero fi-
guran en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros fisicos y biolégicos determinados en el vertedero de Torrejon de Ardoz

CC Bacterias viables Hongos viables
Muestras pH (%) (ufcg™) (ufc g ) SIR*
T2 7,58 36,4 4,6 x 10° 5,0 10* 46,55
T2B 775 23,0 1,68 x 107 2,0x 10° 76,19
8 1,62 35,5 1,9 X 10" 1,Zx 1% 77,33
T9 7.8 20,9 1,5 x 107 5,5 % 10* 45,05

* SIR (mg CO, h™" 100 g suelo seco)

Los resultados correspondientes a la biomasa microbiana, estimada mediante el re-
cuento de bacterias y hongos viables y mediante la respiracién inducida por sustrato
(SIR), ponen de manifiesto una mayor actividad microbiana en las zonas T8 y T2B, zo-
nas en las que se detectaron las concentraciones mas bajas de los contaminantes orga-
nicos. En las distintas zonas estudiadas del vertedero, se han valorado, ademas, distintas
actividades enzimdticas relacionadas con los ciclos del C, N y P. Los resultados obteni-
dos se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Actividades enzimaticas determinadas en las muestras de suelo
del vertedero de Torrejon de Ardoz

Fosfatasa Fosfatasa B-N-acetil-
acida alcalina  B-glucosidasa Invertasa  Celulasa glucosaminidasa Ureasa
Ugh Ugh Ugh Ugh Ugh Ugh Ugh
T2 0,61 1,35 0,59 7,15 0,08 0,07 0,80
T2B 0,76 485 1,70 44,02 0,34 0,17 1,90
T8 2,47 9,72 6,66 53,75 0,18 0,32 2,77
T9 0,70 2,90 1,94 18,49 0,18 0,11 1,03

Las actividades fosfatasas, B-glucosidasa y B-N-acetilglucosaminidasa se expresan en pumoles de p-nitrofenol/h. Las
actividades invertasa y celulasa en pmoles de glucosa/h. La actividad ureasa en pmoles de NH,/h.

Como se puede observar en la Tabla 3, los valores de actividad enzimdtica mas altos
se detectaron en la zona T8 y correspondieron a las enzimas invertasa, fosfatasa alcalina,
B-glucosidasa y ureasa. Asimismo, es importante mencionar que, al igual que ocurri6
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con el recuento de bacterias y hongos y la determinacién de SIR, los valores de actividad
de todas las enzimas estudiadas fueron mas elevados en las zonas con menor concen-
tracién de compuestos téxicos (T8 y T2B). Estos resultados, por tanto, ponen de mani-
fiesto la existencia de una relacién lineal entre la actividad enzimadtica, el recuento de
viables y el SIR. Resultados similares fueron obtenidos para otros suelos analizados por
Taylor et al. (2002). Ademds, y teniendo en cuenta que los pardmetros biolGgicos arriba
mencionados han sido propuestos como biomarcadores de recuperacion de suelos afec-
tados por diversas perturbaciones (Garcia et al., 1997; Pascual y et al., 2000; Trasar-
Cepeda et al., 2000), las zonas T9 y T2 pueden ser consideradas como las mas degra-
dadas del vertedero de Torrejon de Ardoz en el momento actual.

La diversidad genética de las poblaciones microbianas pertenecientes a los dominios
Bacteria y Archaea se estudié mediante la técnica de DGGE y los resultados obtenidos
aparecen representados en la Figura 1.

Figura 1. Patrones de bandas correspondientes a los dominios Bacteria (I) y Archaea (II)
(fotografia invertida) obtenidos mediante DGGE

Respecto al dominio Bacteria, se obtuvieron patrones de bandas diferentes en cada
muestra analizada. Podemos observar, que la muestra T9 present6 el menor nimero de
bandas, mientras que el mds alto se obtuvo en la muestra T2B. En la fotografia corres-
pondiente al DGGE del dominio Archaea, se observa el mayor nimero de bandas en la
muestra T8 y el menor en las muestras T2 y T9. Una vez més se pone de manifiesto el
efecto negativo de los contaminantes estudiados sobre las poblaciones microbianas
presentes en los suelos.
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La caracterizacion de las poblaciones microbianas presentes en las muestras de
suelo de las diferentes zonas del vertedero, se llevé a cabo mediante el clonaje del gen
codificante para ARNr 168S. Esta técnica permite, no sélo la identificacion de los grupos
microbianos presentes en las muestras, sino también el establecimiento de sus relaciones
filogenéticas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2. Las secuencias de los
genes que muestran un valor de similitud mayor o igual al 95% se considera que perte-
necen al mismo filotipo.
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Figura 2. Grupos filogenéticos (%) presentes en las distintas zonas del vertedero de Torrejon de
Ardoz. Zonas: T2 (I); T2B (II); T8 (I11); T9 (IV). Grupos filogenéticos: Acidobacteria (Acid);
Actinobacteria (Actin); Proteobacteria (Prot); Bacteroidetes (Bact); Firmicutes (Firm);
Gemmatimonadetes (Gemt); Planctomycetes (Plact); Chloroflexi (Chlo); Verrucomicrobia (Verm);
No identificadas (No ID).

En todas las muestras analizadas el phylum mayoritario fue el de Proteobacteria (24,5
—38.,9), seguido de los phyla Acidobacteria (13,5 —23,5) y Actinobacteria (6,5-17,6).
Es importante resaltar que la muestra T9 present6 la menor diversidad microbiana, pues-
to que sélo se detectaron 5 phyla, siendo las proteobacterias (26,4) y las acidobacterias
(23,5) los grupos mas representativos. En todas las muestras estudiadas se calcul6 el in-
dice de biodiversidad de Shannon utilizando el programa PAST (http://folk.uio.no/oham
mer/past). Este indice oscil6 entre valores comprendidos entre 1,89 y 1,44, correspon-
diendo los valores mas bajos a las muestras T9 y T2 (1,44 y 1,52, respectivamente) y los
mis altos a T2B y T8 (1,89 y 1,69, respectivamente).
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Como ya se ha mencionado, el phylum predominante en todas las muestras fue el de
Proteobacteria. Se han identificado o-, B-, Y-y S-Proteobacteria, siendo el sub-grupo o-
Proteobacteria €l més abundante en todas las dreas. En el 4rea T8, las B-proteobacterias
fueron tan abundantes como las o-proteobacterias (44, 4 %), mientras en el 4area T9, des-
taca, a diferencia de otras dreas estudiadas, el sub-grupo d-proteobacterias (333 %).
Aunque entre las d-proteobacterias y y-proteobacterias se han descrito cepas microbia-
nas degradadoras de hidrocarburos (Powell et al., 2003), seran necesarios estudios mas
exhaustivos para determinar si los grupos microbianos identificados pudieran estar im-
plicados en la degradacion natural de los hidrocarburos presentes en los suelos.

En conclusién, los resultados obtenidos sugieren una clara relacién inversa entre la
presencia de contaminantes en el suelo y la actividad y diversidad microbiana presente
en el mismo. De hecho, en las zonas T9 y T2, zonas en las que se ha detectado la con-
centracién més elevada de contaminantes, se han encontrado también los valores més ba-
jos de biomasa microbiana, de actividades enziméticas y una menor diversidad en las po-
blaciones microbianas.

3.2. Vertedero de Getafe

En el vertedero situado en la localidad de Getafe se muestrearon 4 zonas: G1, G2, G3
y G4. En todas ellas se detect6 la presencia de metales pesados, cuyas concentraciones se
presentan en la Tabla 4. Las concentraciones més elevadas se detectaron en la zona Gdy
correspondieron a los metales Cu, Zn y Pb. Destaca, ademds, la presencia de elevados ni-
veles de hidrocarburos alifaticos (854,41 mg/kg) en la zona G4 (dato no mostrado).

Tabla 4. Concentracion de metales pesados presentes en las muestras de suelo
del vertedero de Getafe

Muestras Almgkg Cumgkg Fe mg/kg Mnmgkg Ni mg/kg Pbmgkg  Znmg/kg

Gl 4,62 0,60 3,09 4,66 0,04 247 5,50
G2 3,98 0,97 2,52 4,09 0,04 421 8,87
G3 3,05 0,19 1,07 7,26 0,05 1,09 0,32
G4 3,06 32,19 4,26 5,64 0,32 430 11,06

Tabla 5. Parametros fisicos y biologicos determinados en el vertedero de Getafe

Bacterias viables Hongos viables
Muestras pH (ufcg™) (ufcg™) SIR*
G1 8,10 4,6 x 10° 2,6 x 10* 13,8
G2 7,81 1,6 x 107 29x%x10° 30,6
G3 7,83 53x10° 1,7 % 10° 34,0
G4 757 4,7%x10° 6,2 x 10* 14,0

* SIR (mg CO, h™' 100 ¢! suelo seco)

En la Tabla 5 se presentan los resultados correspondientes al pH, recuento de bac-
terias y hongos viables y SIR. Podemos observar que en todas las muestras analizadas
mediante la técnica de recuento en placa, el nimero de bacterias fue siempre mayor que
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el de hongos viables (mohos y levaduras). Cabe destacar asimismo, que en las muestras
correspondientes a las zonas G2 y G3 se estim6 un nimero mayor de microorganismos
viables (bacterias y hongos). Del mismo modo, fue en estas zonas donde se detectaron
los niveles m4s elevados de respiracion inducida por sustrato (SIR).

En la Tabla 6 se presentan los resultados correspondientes a las actividades enzi-
miticas valoradas en las diferentes zonas del vertedero. Como se puede observar, las
zonas G1 y G4 presentaron los niveles mds bajos de actividad enzimdtica, especial-
mente en lo que se refiere a las enzimas fosfatasa alcalina, B-glucosidasa e invertasa. Es
importante mencionar, que fue también en estas zonas, principalmente en la zona G4,
donde se detectaron los niveles mds elevados de metales pesados (Tabla 4). Estos re-
sultados estan de acuerdo con lo descrito para las actividades invertasa y B-glucosida-
sa, que se muestran especialmente sensibles a la presencia de agroquimicos y metales
pesados (Sastre et al., 1996).

Tabla 6. Actividades enzimaticas determinadas en las distintas zonas del vertedero de Getafe

Fosfatasa Fosfatasa B-N-acetil-
acida alcalina  B-glucosidasa Invertasa  Celulasa glucosaminidasa Ureasa
Ugh Ugh Ugh Ugh Ugh Ugh Ug
G1 0,37 1,:37 0, 46 20, 25 0,05 0,20 0,82
G2 1,71 3,88 3,90 42,97 0,03 0,17 1,23
G3 0, 54 3,34 2,61 55,69 0,05 0,31 1,03
G4 0, 54 2,26 1,13 17,45 0,08 0,11 1,00

Las actividades fosfatasas, B-glucosidasa y p-N-acetilglucosaminidasa se expresan en umoles de p-nitrofenol/h. Las
actividades invertasa y celulasa en pmoles de glucosa/h. La actividad ureasa en umoles de NH,/h.

Por otra parte, al igual que en el vertedero de Torrejon, los resultados obtenidos en
estas muestras de suelo, indican una relacién directa entre los pardmetros, biomasa mi-
crobiana, SIR y actividad enzimatica.

En el vertedero de Getafe se estudié asimismo, la diversidad genética de las pobla-
ciones microbianas de Bacteria y Archaea mediante la técnica de DGGE. En este caso,
los resultados obtenidos no muestran diferencias significativas entre los patrones de ban-
das de las distintas zonas del vertedero estudiadas. Este hecho podria ser debido a las ba-
jas concentraciones de metales pesados detectadas en las zonas analizadas. Sin embargo,
a altas concentraciones de metales pesados, se ha demostrado una clara influencia sobre
la actividad y diversidad microbianas (Wang et al., 2007).

En la Figura 3 se muestran los resultados del andlisis de la libreria de clones de la
zona G4., que es la que se detect6 una mayor concentracion de metales pesados.

En esta zona se identificaron 6 filotipos, siendo el mayoritario el correspondiente al
phylum Proteobacteria (54%), seguido de los phyla Acidobacteria y Bacteroidete (12%)
y Actinobacteria (6%). Dentro del phylum Proteobacteria, se han encontrado los sub-
grupos o-, -, y- y 8-Proteobacteria, siendo el sub-grupo o-Proteobacteria €l més
abundante. Dentro de este grupo, los 6rdenes Rhizobiales'y Sphingomonadales fueron
los mds abundantes.

En estudios posteriores se intentard comprobar el potencial de estos grupos bacte-
rianos encontrados para poder ser utilizados, en la biorremediacion de estos ecosistemas
contaminados.
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No ID . Actinobacteria
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g Bacteroidetes
12%

Acidobacteria
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Proteobacteria
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Figura 3. Grupos filogenéticos (%) identificados en la zona G4 del vertedero de Getafe
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