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Introduccion
Microcystis aeruginosa y microcistinas

El aumento de las floraciones de cianobacterias, ligado al cambio cli-
matico y la eutrofizacién de cuerpos de agua, es una preocupacion
a nivel mundial. Estos microorganismos son de amplia distribucién
geografica y se los puede encontrar tanto en ambientes acuaticos
como terrestres. Numerosas especies de diversos géneros que habitan
reservorios y cuerpos de agua dulce, en determinadas condiciones
ambientales (altas temperaturas, aumento de nutrientes —sistemas
eutrofizados—) pueden causar problemas al medio ambiente y a la
salud humana y animal. En dichas condiciones, se produce un incre-
mento significativo de la biomasa en horas o dias, llamada floraciones
o blooms. Las floraciones pueden trasladarse hacia las orillas provo-
cando dafos importantes en aguas que son utilizadas como lugares
recreativos, pero lo que es aun mdas importante, pueden estar presen-
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tes en reservorios y fuentes de agua destinados a consumo humano y
animal, ampliamente distribuidas por todo el pais.

Se ha estimado que la mayoria de las floraciones de cianobacterias
son nocivas porque producen y liberan al medio compuestos tdxicos
(cianotoxinas). Estas se agrupan por su modo de accidn en hepato-
toxinas (microcistinas, nodularinas), neurotoxinas (saxitoxinas) y
dermatotoxinas.

Las microcistinas (MCs) son producidas por diferentes géneros
de cianobacterias tales Microcystis, Oscillatoria, Anabaena y Nostoc
y estan presentes en cuerpos de agua dulce de todos los continentes.

La Hepatitis Toxica Aguda asociada con los fendmenos de flore-
cimientos cianobacteriales es ahora reconocida como una Toxicosis
Cianobacteriana a raiz de la intoxicacion por MCs. Ademas, existe
una fuerte correlacion entre cancer primario de higado y la contami-
nacion con cianobacterias de las fuentes de agua dulce que utiliza la
poblacién aun en ausencia de casos agudos como los mencionados.

En los ultimos afios resulta significativo el aumento de la frecuen-
cia e intensidad de estos fenémenos a nivel mundial, produciendo un
fuerte impacto sanitario, econémico y ambiental al afectar un recur-
so vital como el agua.

Las cianobacterias del género Microcystis son las responsables de
mas del 60% de los casos de intoxicacién por cianotoxinas en todo
el mundo. Estas producen hepatotoxinas, siendo las MCs las mas
frecuentemente encontradas. Son heptapéptidos monociclicos que
tienen un aminodacido inusual, Adda ((2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-me-
toxi-2,6,8 trimetil-10-penildeca-4, 6-dienoic acido), que es esencial
para su actividad biolégica (Figura 99). Al presente, se han descrito
mas de 90 variantes de MCs, con distinto grado de toxicidad.
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Figura 99. Estructura de la Microcistina

Las MCs son metabolitos secundarios, de sintesis no ribosomal,
producidos por péptido sintasas (codificadas en grandes operones) y
luego liberados al cuerpo de agua por lisis celular. Una misma cepa
cianobacteriana puede producir mas de una variante de MC. Dentro
de las MCs, la variante LR (MC-LR, donde L y R representan el ami-
nodcido variable leucina y arginina, respectivamente) ha sido aso-
ciada con la mayoria de los incidentes de toxicidad que involucran
a las MCs y ha sido identificada como una de las toxinas de mayor
prioridad a ser estudiada, dados sus efectos sobre la salud humana,
su ocurrencia en cuerpos de agua, la resistencia a los tratamientos
rutinarios dados en las plantas potabilizadoras y su estabilidad (U.S.
EPA 2001).

Aunque el blanco primario de la MC-LR es el higado, se sabe que
afecta también al rifidn, cerebro y el tracto gastro-intestinal. En el
higado las MCs son potentes inhibidores de serin/treonin-fosfatasas
de proteinas tipo 2A (PP2A) y tipo 1 (PP1). Esto provoca una hiper-
fosforilacion de ciertas proteinas, entre ellas, las citoqueratinas que
cumplen su funcién biolégica en la organizacion de los microfila-
mentos de actina. Asimismo, se ven afectados los procesos de control
de la division y respiracion celular.

La intoxicacion aguda con MCs se caracteriza por un importante
dafio al higado, que deriva en hemorragias intrahepaticas seguida de
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muerte debida a congestion hepatica y shock hipovolémico (Gian-
nuzziy col., 2011).

Debemos tener en cuenta de manera especial la exposiciéon de
tipo crénica, la cual hasta el momento no ha sido suficientemente es-
tudiada. Esto resulta particularmente importante debido a que la in-
toxicacion croénica seria la forma mas probable de exposicion para la
poblacién. La exposicién cronica se caracteriza por una amplia gama
de dafios hepaticos, entre los que destacan, vacuolizacion citosoélica,
necrosis celular puntual y promocion de tumores.

La Organizacién Mundial de la Salud categorizé a la MC-LR
como un carcinoégeno probable para humanos y estableci6 un limite
maximo permitido de 1 ug.L" en aguas para bebida (WHO, 2010).

Epidemiologia

Muchas cianobacterias son formadoras de floraciones en cuerpos
de agua. En Argentina, se han detectado floraciones de cianobac-
terias en casi todas las provincias (Figura 100) siendo Microcystis
y Dolichospermum los géneros dominantes en un 60% seguido por
Planktothrix/ Oscillatoria (14%), Chroococus y Pseudoanabaena (8%),
Aphanizomenon (7%) y Cylindrospermopsis (4%) (Ministerio de Sa-
lud, 2016).
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Figura 100. Distribucion geogrdfica de la ocurrencia de
cianobacterias en Argentina. Sitio web Ministerio de Salud, Direccién
de Determinantes de Salud (2016).

Métodos de control de florecimientos cianobacterianos

Existen diversos métodos disponibles para el control de los floreci-
mientos cianobacterianos. La disminucién de nutrientes en lagos,
especialmente el fosforo (nutriente limitante en ecosistemas), puede
ser aplicada como un método preventivo para evitar proliferacion de
cianobacterias. El ingreso de nutrientes a los lagos puede darse por
fuentes puntuales (descargas de efluentes domésticos e industriales)
y fuentes no puntuales (deriva de agroquimicos; escorrentia prove-
niente de suelos erosionados). Sin embargo, para reducir el ingreso
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de nutrientes, se requieren largos tiempos para la correccion del pai-
saje y la restauracion del cuerpo de agua.

Métodos de remocion fisicos

Son diversos los métodos de control fisico aplicados en los dltimos
aflos para la eliminacion de cianobacterias en cuerpos de agua. Se
han aplicado métodos de control mecanico que incluyen tanto la reti-
rada directa de las cianobacterias, como el control de su crecimiento
por inhibicién de luz solar.

Se ha intentado, mediante bombas y rotores, generar la agitacion
del cuerpo de agua, esto provoca que se genere una mezcla en la masa
de agua, evitando que las cianobacterias se estabilicen en la superficie
y provocando la reduccién del crecimiento por inhibicién de luz. Este
método presenta la limitante de depender de las caracteristicas de la
masa de agua. Por contraposicion, se ha intentado la flotacién con
aire que también provoca la aglomeraciéon. Asimismo, la aplicaciéon
de radiacién UV directamente sobre el agua también ha sido ensaya-
da. Sin embargo, esta metodologia presenta un elevado coste y una
efectividad baja, ya que controlan la floracién en un corto periodo
de tiempo, asi como es poco especifico, pues afecta a la totalidad del
fitoplancton y puede generar efectos en el resto de la biota acudtica
por liberacién de toxina intracelular.

Métodos de remocion quimicos

Los métodos de control basados en técnicas de tipo quimico produ-
cen un efecto directo. Ejemplo de ello es el ozono (Rositano y col.,
1998) y diferentes pesticidas y alguicidas. La sustancia alguicida mas
utilizada es el sulfato de cobre, aunque se ha demostrado que las cia-
nobacterias pueden desarrollar resistencia al cobre. En general, no
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se controla la persistencia en el medio de estas sustancias, son ines-
pecificas y pueden producir dafios por bioacumulacién o biomagni-
ficacién en otros organismos. Mas recientemente se han estudiado
los efectos selectivos en las cianobacterias del peréxido de hidrégeno
(H,0,) en disoluci6n o en su forma sdlida, dependiendo, de la espe-
cie, la capacidad de formar colonias y la intensidad de la luz (Drabko-
vay col., 2007; Barrington y col., 2011).

Métodos de remocion biologicos

Si bien la remocién quimica y fisica ha sido muy bien investigada,
recientemente ha cobrado gran importancia el estudio de la remo-
cién por métodos bioldgicos. Entre estos estudios se encuentra la
lisis de M. aeruginosa por bacterias asociadas al florecimiento, este
es un tema de gran interés en el campo del control bioldgico como
alternativa amigable con el ambiente. Algunos estudios han indicado
que ciertas cepas bacterianas aisladas e identificadas como especies
de Sphingomonas provenientes de drenaje de agua de riego participa-
ban en la degradacion de MCs. Nuestro grupo de trabajo ha logrado
aislar e identificar una bacteria que degrada MCs y su secuenciacién
ha sido depositada en el banco de datos genéricos correspondien-
do a Achromobacter xylosoxidans. Esta bacteria ha sido aislada en un
florecimiento de M. aeruginosa en el Rio de la Plata en el afo 2014
y ha demostrado reducir los niveles de MC en soluciones acuosas
en un 79.5% (Crettaz Minaglia y col, 2018). El grupo de trabajo ha
evaluado la capacidad de Achromobacter xylosoxidans de degradar
MC en solucién acuosa, sin embargo, no se conoce cudl sera el com-
portamiento de la bacteria Achromobacter xylosoxidans en co-cultivo
con M. aeruginosa. Siendo la temperatura uno de los factores am-
bientales determinante para el crecimiento de bacterias y la expresion
de determinadas enzimas, es posible que un aumento de tempera-
tura esperable en escenarios de cambio climdtico podria modificar
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la actividad de lisis de M. aeruginosa. Resulta de interés evaluar la
cinética de crecimiento de la bacteria Achromobacter xylosoxidans a
diferentes temperaturas teniendo en cuenta el aumento de tempera-
tura ambiental previsto en escenarios de cambio climatico. Para ello,
el modelado matematico resulta ser una importante herramienta a
ser aplicada.

Modelos matematicos

La microbiologia predictiva se basa en el desarrollo de modelos ma-
tematicos que permiten predecir la velocidad de crecimiento de los
microorganismos bajo determinadas condiciones ambientales.

A efectos de modelar el crecimiento de la bacteria Achromobacter
xylosoxidans puede utilizarse el modelo de Gompertz para describir su
desarrollo (Zwietering y col., 1990). Este modelo determina la respues-
ta de los microorganismos bajo diversas combinaciones de factores
ambientales. Es una funcion doble exponencial basada en 4 parame-
tros que describen una curva sigmoidal asimétrica (Ecuacion 1).

Ec. 1Log (N) = a + ¢ *exp(-exp(-b*(t - m)))

Donde Log (N) es el logaritmo decimal del recuento de colonias
(Log UFC.ml"), a es el logaritmo del recuento asintético cuando el
tiempo decrece indefinidamente (equivale al logaritmo inicial del
numero de bacterias (N) expresado como log (UFC.mL"), c es el
logaritmo asintético del conteo cuando el tiempo es aumentado in-
definidamente (el nimero de ciclos logaritmicos de crecimiento) (log
(cél.mL™)), b es la velocidad de crecimiento relativa al tiempo t (ho-
ras!) y m es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad
de crecimiento (horas). A partir de estos parametros, se pueden esti-
mar los pardmetros derivados de la ecuacién de Gompertz que son:
la velocidad especifica de crecimiento () que corresponde al valor
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definido como la tangente en el punto de inflexion y se calcula como
u=b.c/e con e=2,7182 (horas™); la duracién de la fase de latencia (FL)
definida como la intercepcion de la tangente en el eje x y la asintota
del eje y fue calculada como FL=m-1/b (horas); y la maxima pobla-
cion (MPD) como el valor maximo de células alcanzado y se calcula
como MPD = a+c (log (UFC.mL™")

Objetivos

- Estudiar la cinética de crecimiento de Achromobacter xylosoxi-
dans a tres temperaturas en el rango esperado en escenarios de
cambio climatico.

- Evaluar el efecto de la temperatura sobre la capacidad de lisar
células toxicogénicas de M. aeruginosa por parte Achromobacter
xylosoxidans, microorganismo autdctono aislado de un floreci-
miento en el Rio de la Plata.

Materiales y Métodos

Cepas utilizadas: La cepa utilizada de Achromobacter xylosoxidans
fue aislada de un florecimiento de M. aeruginosa del Rio de la Plata,
en trabajos previos realizados por el laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Ciencias Exactas UNLP. La cepa de Microcystis aerugi-
nosa utilizada en este trabajo corresponde a la cepa CAAT-003 del
cepario de cianobacterias con el que cuenta el laboratorio de Toxi-
cologia de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. La cepa de Micro-
cystis aeruginosa fue obtenida de un florecimiento en la localidad de
Pila, Provincia de Buenos Aires. La misma se repica periddicamente
y mantiene en cultivo en medio BG11.

Cinética de crecimiento de Achromobacter xylosoxidans a tres
temperaturas. A efectos de evaluar la mejor temperatura de creci-
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miento de la bacteria Achromobacter xylosoxidans se evalué la cinéti-
ca de crecimiento a tres temperaturas (28, 32 y 36°C).

Obtencion del indculo. Se tomé 1 ml del cultivo de la bacteria
crecida por 12 horas en Caldo Nutritivo estimando un inéculo en
10° UFC/ml. Luego se centrifugé durante 10 minutos a 10000 rpm.
El pellet obtenido se resuspendié en 1 ml de Caldo Nutritivo. La
suspension resultante se homogeneizé en Vortex y se le realizaron
diluciones seriadas en Agua Peptona hasta llegar a un inéculo final
estimado de 10° UFC.ml™.

Incubacion del indculo a tres temperaturas. El indculo recien-
temente preparado, se fracciono en tres volumenes de 10 ml cada
uno y se incubé cada uno en estufa a tres temperaturas controladas
de 2810,5°C, 32+0,5°C 0 36+0,5°C. Para evaluar la cinética de creci-
miento de Achromobacter xylosoxidans, se tomé 1 ml de cada cultivo
cada 2 a 4 horas hasta 19 horas de maximo a fin de realizar el conteo
en placa de Petri empleando el medio de cultivo Plate Count Agar
por duplicado. Se empled el método de plaqueo en profundidad para
luego realizar la incubacién a 37°C durante 48 horas. Los resultados
se expresaron en unidades formadoras de colonias (UFC.ml").

Lectura de absorbancia. Se tomé 1 ml de suspension incubada
en estufa a 28°C, 32°C 0 36°C cada 2 a 4 horas hasta un maximo de 19
horas con el objetivo de medir absorbancia a 600 nm.

Deteccion de la actividad cianocida de Achromobacter
xylosoxidans en co-cultivo con Micocystis aeruginosa a
tres temperaturas

Condiciones de cultivo. La cepa A. xylosoxidans se inocul6 en
caldo nutritivo y se incub6 durante 12hs a tres temperaturas 28°C,
32°C y 36°C. Luego el cultivo crecido se cosechd por centrifugacion
a 10.000 x g durante 10 min, ajustando la OD 660 a 1.0 con medio
fresco BG11.
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Co-cultivo. La capacidad de lisis de A. xylosoxidans se realizd
mediante su inoculacién en cultivos liquido de una cepa toxicogénica
M. aeruginosa CAAT-003.

Co-cultivo en medio BG11. Para ello, 1 ml de suspension de A.
xylosoxidans conteniendo aproximadamente 8 x 10’7 UFC/ml se ino-
cul6 en erlenmeyers conteniendo 19 ml de cultivo de M. aeruginosa
(10° células mL™"). El cultivo de partida de M. aeruginosa se obtuvo
a partir de agregar 10 ml de medio BG11 a 10 ml de cultivo 2x10°
células.mL™. Los co-cultivos se incubaron por 7 dias a 28°C, 32°C y
36° C en camara de temperatura controlada (Ingelab I-292PF) con
intensidad de irradiaciéon de 30 pmmol fotones.m?s' y fotoperiodo
de luz oscuridad 14/10 hs respectivamente.

Para complementar se realizd un ensayo control en las mismas
condiciones en ausencia de A. xylosoxidans. Al inicio y a los 7 dias de
incubacion se tomaron alicuotas del cultivo, se midio6 el pH, el con-
tenido de clorofila (clo-a) y se calculd el porcentaje de lisis celular de
M. aeruginosa. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Co-cultivo en agua del Rio de la Plata. En este caso se intentd
simular las condiciones normales de crecimiento de A. xylosoxidans
y M. aeruginosa. Para ello, 1 ml de suspension de A. xylosoxidans
conteniendo aproximadamente 8 x 107 UFC/ml se inoculd en erlen-
meyers conteniendo 20 ml de cultivo de M. aeruginosa (10° células
mL™). Este cultivo se obtuvo a partir de agregar 10 ml de agua del Rio
de la Plata a 10 ml de cultivo de M. aeruginosa conteniendo aproxi-
madamente 10° células mL™. Los co-cultivos se incubaron por 7 dias
a 36° C en camara de temperatura controlada (Ingelab I-292PF) con
intensidad de irradiaciéon de 30 pmmol fotones.m?s' y fotoperiodo
de luz oscuridad 14/10 hs respectivamente. Asimismo, se realiz6é un
ensayo control en las mismas condiciones en ausencia de A. xylo-
soxidans. Al inicio y a los 7 dias de incubacidén se tomaron alicuotas
de los mismos a efectos de evaluar el pH, el contenido de clo-a y se
calculd el porcentaje de lisis celular de M. aeruginosa. Los ensayos se
realizaron por duplicado.
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Determinacion de pH. Se determino el pH de los co-cultivos de
M. aeruginosa y A. xylosoxidans, al inicio y a los 3 y 7 dias a las tres
temperaturas empleando un pHmetro Sper Scientific Water Quality
Meter Model 850081.

Determinacion de clorofila (clo-a). Se llevo a cabo segun el mé-
todo de Marker (1980): se tom¢6 1 ml del cultivo de M. aeruginosa, se
centrifugé durante 10 minutos a 10.000 rpm, se elimind el sobrena-
dante y al pellet se le aftadié 1 ml de metanol. Se dejo6 en extraccion,
durante una noche, en oscuridad. Una vez finalizada la extraccién
se tomd el extracto y se lo colocd en una cubeta de 1 cm de camino
optico y se leyo la absorbancia a 750 y 665 nm. En la misma cubeta se
agreg6 1 gota de HCl 1 N y luego de 1 minuto se repiti6 la lectura a
ambas longitudes de onda empleando un espectrofotémetro Hitachi
U 1900 con cubetas de 1 cm de camino éptico. Con el fin de corregir
el valor de clo-a, se restaron los valores de absorbancia de los feopig-
mentos que interfieren en la determinacion.

Determinacion de porcentaje de lisis. La actividad litica (AL)
a los 7 dias de cultivo fue calculada con la Ecuacién 2 (Zhang y col,,
2011).

AL() = (1 - %) » 100 AL(%) = (1 - %) % 100

Ec. 2 £ t

Donde:

r.T, corresponde a la concentracién de clo-a a obtenida a partir
del co-cultivo de M. aeruginosa CAAT-003 tratada con A. xylosoxi-
dans, a los 7 dias. €t €t corresponde a la concentracion de clo-a a
obtenida a los 7 dias de cultivo control de M. aeruginosa CAAT-003.

También se calculf la fraccién remanente de clo-a (F) para cada
tratamiento y fueron comparados entre si, aplicando la Ecuacién 3:
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_ Clorofilas gins _ Clorofilas gias

T= - T = -
Ec.3 Clorofilainiciar Clorofilainiciar

Analisis estadistico. El efecto de la temperatura sobre el creci-
miento de Achromobacter xylosoxidans y sobre la lisis de M. aerugi-
nosa, se evaluaron mediante el Andlisis de la Varianza (ANOVA) con
un nivel de significacién p<0,05. El ajuste de los resultados experi-
mentales al modelo matematico de Gompertz se realizé empleando
el software SigmaPlot 12. El programa arroja los parametros a, b, m
y c asi como el coeficiente de correlacion (R?) que indica el grado de
ajuste de los resultados experimentales al modelo propuesto.

Resultados y Discusion

Cinética de crecimiento de Achromobacter xylosoxidans a tres
temperaturas. Se evaluo la cinética de crecimiento de la cepa Achro-
mobacter xylosoxidans en caldo nutritivo incubada a tres tempera-
turas 28°C, 32°C y 36°C mediante el recuento en placa y la medida
de la absorbancia a 600 nm. La Figura 101 presenta la cinética de
crecimiento de A. xylosoxidans donde los puntos corresponden a los
valores experimentales de los recuentos en placa y las lineas corres-
ponden a la aplicacién del modelo matematico de Gompertz. Se ob-
servo diferencia significativa en el crecimiento de A. xylosoxidans a
las distintas temperaturas de cultivo 28°C, 32°C, 38°C (p<0,05). Tam-
bien se observo diferencias significativas (p<0,05) segin el tiempo y
la interaccion tiempo -temperatura. Pude observarse en la figura que
la fase de latencia del microorganismo a 36°C fue la menor respecto
ala de los otros 2 tratamientos. El cultivo a 36°C se mantuvo con va-
lores de recuentos mayores en el tiempo, seguido del cultivo a 32°Cy
por ultimo el de 28°C. Al cabo de 16 horas los cultivos se encontraron
en fase estacionaria igualandose el de 32°C y 36°C. La aplicacion del
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modelado permite obtener los parametros cinéticos de crecimiento
de A. xylosoxidans, siendo estos la fase de latencia (FL), velocidad es-
pecifica de crecimiento (pt) y méxima densidad poblacional (MDP).
En la Tabla 1 se presentan los parametros del modelo de Gompertz
(¢, b, mya) ylos derivados yu, FL y MPD.

El modelado de Gompertz arrojo6 valores de R? superiores a 0.985
para los tres tratamientos, indicando que los resultados experimen-
tales se ajustan bien a los predichos por el modelo matematico. Se
observo que a medida que la temperatura aumentaba, la velocidad
especifica de crecimiento también lo hizo, notandose diferencias sig-
nificativas entre 28°Cy 32°C, 28°C y 36°C, pero no entre 32°Cy 36°C.
Asimismo la fase de latencia disminuyé con el aumento de tempera-
tura, siendo significativa la diferencia al comparar los tratamientos
de 28°C y 36°C, 32°C y 36°C pero no entre 28°C y 32°C. Finalmente
analizando la maxima densidad poblacional se observd que no exis-
tian diferencia significativa entre los tres tratamientos.

(=1

Log (UFCfml)

3 T T T
4] 5 0 L 20

Tiempo (horas)

Figura 101. Cinética de crecimiento de A. xylosoxidans a t28°C,
532Cy 1 36°C
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Tem-

peratu

Tabla 1. Parametros cinéticos obtenidos por modelado matematico de Gompertz

MDP
c b m a w(h) FL (h) (UEC.

ra mL™")

28 °C 3,81+0,19 0,25+0,03 7,81+0,26 5,02+0,12 0,35+0,06*° 3,81+0,74°> 8,83+0,31°

32°C
36°C

4,95+0,37 0,30+0,05 7,07£0,43 4,35+0,24 0,55+0,17° 3,72+0,98" 9,30+0,61°
3,99+0,10 0,40+0,05 4,31+0,16 5,03+0,07 0,59+0,11° 1,81+0,47*° 9,02+0,17

Figura 102. Diferentes letras en cada columna indican diferencias
significativas en los pardmetros (p<0,001)

Correlacion de la Absorbancia con el recuento en placa de A.
xylosoxidans a diferentes temperaturas. En la figura 103 se puede
observar la relacion lineal que existe entre la absorbancia y el log (N)
de A. xylosoxidans. Los coeficientes de determinacién (R*) obtenido
en la regresion lineal fueron de 0.951, 0.944 y 0,831 para las tempera-
turas 28°C, 32°C y 36°C respectivamente.

Deteccion de la actividad cianocida de A. xylosoxidans en
co-cultivo con M. aeruginosa a tres temperaturas. Otro ensayo de
interesante analisis es la actividad cianocida de A. xylosoxidans so-
bre la cepa de M. aeruginosa en co-cultivo. La actividad litica de A.
xylosoxidans se observé indirectamente midiendo la concentracién
de clo-a en el medio de cultivo. Para ello, se estudié las variaciones de
clo-aalos 3 y 7 dias de co-cultivo a tres temperaturas (28, 32 y 36°C).
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Figura 103: Correlacion lineal entre la Absorbancia y el log del
ntimero de A. xylosoxidans, 4 28°C, A 32°C y M36°C.

Co-Cultivo de A. xylosoxidans con M. aeruginosa en medio
BG11 a 28°C, 32°C, 36°C. En la Figura 104 se presentan los valores
de la concentracion de Clo-a y el tiempo de cultivo, tanto para el
cultivo control de M. aeruginosa como para el co-cultivo de M. aeru-
ginosa y A. xylosoxidans a las tres temperaturas ensayadas 28°C, 32°C
y 36°C. Puede observarse que la concentracién de Clo-a disminuye
cuando M. aeruginosa es co-cultivada con A. xylosoxidans a las tres
temperaturas ensayadas. Sin embargo, esto no se observa en el cultivo
control de M. aeruginosa por lo que se puede afirmar que A. xylo-
soxidans es capaz de lisar a M. aeruginosa. De esta manera la clo-a
que es liberada al medio luego de la lisis celular es degradada por A.
xylosoxidans lo cual conduce a la disminucién de la concentracion de
Clo-a en el medio de cultivo.

No se observaron diferencias significativas en la concentraciéon
final de clo-a a los 7 dias en cultivo control de M. aeruginosa a las
tres temperaturas (p>0,05). La concentracion de clo-a a los 7 dias de
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co-cultivo de M. aeruginosa con A. xylosoxidans presenté diferen-
cias estadisticamente significativas dependiendo de la temperatura
del cultivo (p<0,05). También se cuantificé la fraccién remanente de
Clo-a (Fr) para el co-cultivo a las tres temperaturas ensayadas (Ecua-
cion 3, Tabla 2).

Los resultados expuestos demuestran que la fracciéon remanente
de clo-a (Fr) disminuyé con el aumento de la temperatura. Es decir,
que conforme aumenta la temperatura, la concentracion de clo-a los
7 dias de co-cultivo, respecto a la concentracion inicial, tiende a va-
lores mas bajos lo cual indica su degradacién. Asimismo, el pH de
los cultivos se mantuvo estable en el rango de 8,0 a 8,5. Se cuanti-
fico la actividad litica (AL) de A. xylosoxidans sobre M. aeurigonsa
a los 7 dias a las 3 temperaturas ensayadas (Ecuacion 2) siendo de
25,3+2,2%; 43,0+2,0% y 48,3£5,5 %a los 28, 32 y 36°C respectiva-
mente. Por lo anterior, podemos afirmar que el porcentaje de lisis
de M. aerugionsa en presencia de A. xylosoxidans aumenta conforme
aumenta la temperatura del co-cultivo.

Figura 104. Variacién de la concentracion de Clorofila-a en el tiempo.
Cultivo de M. aeruginosa (control) a tres temperaturas | 28°C,
r32°C y "36°C, Co-cultivo de M. aeruginosa y A. xylosoxidans a tres
temperaturas t28°C, 532°C y < 36°C
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28°C 3269 2622 0,80

32°C 3269 2054 0,63
36°C 3269 1801 0,55

Figura 105. Fraccion remanente de clorofila-a a diferentes
temperaturas

Si bien en el presente trabajo no se realizaron ensayos que permi-
tan proponer el mecanismo a través del cual A. xylosoxidans es capaz
de lisar a M. aeruginosa, otros autores han publicado sus estudios
acerca de la actividad litica de distintas especies bacterianas sobre
M. aeruginosa. Nakamura y col., (2003) propuso que a pH alcalino
y a temperaturas que entre 25-30 °C Bacillus cereus N-14 posee el
mayor rendimiento litico sobre M. aeruginosa, estudio profundizado
por Su y col., (2016) quien indicd que la temperatura 6ptima a la
que Acinetobacter sp. J25 produce la lisis de M. aeruginosa es 30,5°C.
Coincidiendo con lo observado en el presente trabajo para A. xylo-
soxidans, Daft y col (1975) y De Leon y col., (2002) concluyeron que
estas condiciones de altas temperaturas y pH alcalinos son las mas
adecuadas para realizar ensayos de co-cultivos de M. aeruginosa, al
ser las mas cercanas a las condiciones naturales ambientales de desa-
rrollo de estas bacterias.

Para la realizacion de este trabajo se tuvieron en cuenta estas in-
vestigaciones previas, de esta manera se establecié que el rango de
temperatura en el cual se realizarian los ensayos seria de 28°C a 36°C
y el rango de pH 8,0 a 8,5 con el objetivo de obtener la mayor activi-
dad litica de A. xylosoxidans.

Por otra parte, otros trabajos expusieron la actividad dual de algunas
especies de bacterias que no sélo producen lisis de M. aeruginosa, sino
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que también son capaces de degradar MCs como Pseudomonas (Zhao
y col.,, 2005) y Acinetobacter (Liy col., 2016). Estas especies bacterianas
poseen una mayor capacidad litica sobre M. aeruginosa respecto a la
observada para A. xylosoxidans. Lee y col., (2010) y Yang y col., (2013)
propusieron que otras bacterias producen sustancias alguicidas que se
liberan al medio extracelular generando degradacion de la pared ce-
lular de M. aerugionosa, mientras que Daft y col., (1975) propuso que
para que se genere la lisis es necesario el contacto célula-célula.
Co-Cultivo de A. xylosoxidans con M. aeruginosa en agua
de Rio de la Plata a 36°C. Seguidamente se evalud la activi-
dad cianocida de A. xylosoxidans en agua del Rio de la Plata con-
teniendo M. aeruginosa. Este ensayo se evalud sélo a 36°C dado
que corresponde a la temperatura que produce la mayor acti-
vidad litica en co-cultivo con M. aeruginosa. En la Figura 106
se presentan los resultados obtenidos de clo-a en co-cultivo de
A. xylosoxidans con M. aeruginosa en agua de Rio de la Plata.

M. aeruginosa co-cultivada
con A. xylosoxidans en
agua del Rio de la Plata

M. aeruginosa cultivada en agua
del Rio de la Plata

0 dias 3444 8.2 3444 8.2

7 dias 4140 8,5 2740 8,4

Figura 106. Valores de clorofila-a en co-cultivo de A. xylosoxidans con M.
aeruginosa en agua de Rio de la Plata

Se observo que en el control se produjo un aumento en la con-
centracion de clo-a a los 7 dias, mientras que en el co-cultivo a 36°C
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hubo una disminucién de la concentracion de clo-a luego de 7 dias
por accion litica de A. xylosoxidans sobre M. aeruginosa y posterior
degradacion de clo-a en el medio. Esta disminucion fue estadistica-
mente significativa (p<0,05). El co-cultivo en agua de Rio de La Plata
sigui6 el mismo comportamiento que el co-cultivo en medio BG11.
El porcentaje de actividad litica (AL) de A. xylosoxidans luego de los 7
dias de co-cultivo fue de 34% (Ec. 2). De manera cualitativa se observo
una disminucion en el color verdoso caracteristico de M. aeruginosa en
el erlenmeyer donde se realizaron el tratamiento, Figura 107.

Conclusiones

En este trabajo se estudié la remocién bioldgica de M. aeruginosa
como un método complementario de decontaminacién del agua de
consumo. A. xyloxosidans ha demostrado tener alta eficacia en la lisis
de M. aeruginosa. Se demostré que el maximo crecimiento y acti-
vidad litica de A. xylosoxidans se alcanz6 a 36°C, mientras que se
observo el menor crecimiento y actividad litica a 28°C indicando la
influencia de la temperatura en estos procesos.

Adicionalmente, se comprob6 que la cuantificaciéon de Clo-a es
una buena estrategia de monitoreo de la lisis de M. aeruginosa. El
co-cultivo de M. aeruginosa y A. xylosoxidans demostrd que esta ul-
tima no solo tiene una actividad litica directa sobre M. aeruginosa,
sino que también es capaz de degradar la Clo-a liberada al medio de
cultivo. De forma andloga, este fendmeno fue observado también en
co-cultivo en agua de rio, lo que sugiere que esta interacciéon podria
ocurrir también bajo las condiciones ambientales.
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Figura 107. A la izquierda se encuentra el control, y a la derecha el
erlenmeyer en el cual se realizo el tratamiento. Nétese la diferencia de
color.
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