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Resumen

En el presente trabajo nos planteamos el estudio de las comunidades microbianas
edaficas en eldistrito minero de Almadén (Ciudad Real),analizando muestras de suelo
libre y de la rizosfera de Medicago sativa, en zonas de alta y baja concentracién de
mercurio.Se ha realizado un analisis de las comunidades microbianas(bacterias vy
hongos) atendiendo a su perfil fisiolégico (CLPP,Community Level Phisiological
Profile)mediante el uso de micro placas Biolog Eco ®(bacterias) y Biolog FF ®(hongos).
Con los datos de Biolog Eco y FF se han procesado y obtenido resultados de diversidad
metabdlica,cinéticas en placa, y estructura de las comunidades (analizada esta ultima
mediante Analisis de Componentes Principales, ACP).

Del estudio de las cinéticas en placa encontramos mayor actividad tanto en bacterias
como hongos en las muestras rizosféricas, asi mismo se detecta un efecto decelerador
en la cinética de aquellas muestras con mayor concentracién de Hg. La actividad global
detectada es inferior en el caso de los hongos. Respecto a la diversidad metabdlica, en
el caso de las comunidades bacterianas encontramos diferencias entre suelo libre y suelo
rizosférico, siendo mayor la diversidad en estas ultimas. En el caso de los hongos la
diversidad es muy homogénea, siendo estadisticamente inferior solo en el caso de suelo
libre con mayor concentracion de Hg. EI ACP realizado con los datos de perfil metabdlico
bacteriano no solo discrimina muestras rizosféricas de suelo libre, sino que también
detecta diferencias entre suelos de alta y baja contaminacion. Respecto al ACP de las
comunidades fungicas se observan similitudes entre las muestras rizosféricas pero no en
el caso de las muestras de suelo libre. Como en el caso anterior hay una sutil
discriminacién entre suelos de alta y baja contaminacion.

De modo general nuestros resultados sugieren que la estructura de las comunidades
microbianas de la rizosfera de Medicago sativa en el lugar de estudio depende mas del
efecto planta (rizosfera, exudaos radicales) que de Ila concentracion de Hg,
probablemente por una adaptaciéon de microrganismos y plantas al estrés crénico por Hg
asi como al caracter de planta resistente al mismo que ha desarrolladoMedicago sativa.

Palabras clave: Comunidades bacterianas; Rizosfera; Medicago sativa; Suelos
contaminados; Mercurio
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1. Introduccioén.

El distrito minero de Almadén, constituye la concentracién natural de mercurio mas
grande del mundo y ha representadomas del 30% de la produccion total mundial. Para
dimensionar el nivel de extraccion/produccién de esa zona basta indicar que junto a otras
dos localizaciones en Italia y Eslovenia han producido la mitad del mercurio
mundial(Millanet al., 2011).El distrito esta constituido por series de depositos de mercurio
mineral predominantemente cinabrio (HgS), también esta presente el mercurio elemental
(Hg0), que en algunos depdsitos es localmente abundante. Como resultado de la intensa
extraccion del cinabrio se ha ido produciendo una gran contaminacion por mercurio en las
capas mas superficiales del suelo con intensidad variable. La extraccion del mercurio en
esta zona se ha llevado a cabo durante mas de dos mil afios, desde tiempos de los
Romanos y su actividad cesé en Mayo de 2002. Debido al gran tamafo de este distrito
minero, las emisiones del mercurio que se han ido produciendo y la dispersién por los
rios hace considerar este area como una de las mas afectadas del mundo, tanto por el
origen natural del mercurio, como por su contaminacion antropogénica (Millan et al.,
2007).

No son pocos los estudios que diferentes grupos han realizado en dicha zona, y con una
focalizacion de los mismos muy heterogénea. Estos estudios, abarcan desde
perspectivas que incluyen los efectos del contaminante sobre los componentes abidticos,
(Millan et al. 2006), quienes describen las variaciones espaciales de las propiedades
edaficas de la zona, o en la distribucién del mercurio en ambientes acuaticos (Berzas et
al. 2003), hasta los efectos sobre las comunidades vegetales (Higueras, 2004) o acerca
de los mecanismos de adaptacion han desarrollado las distintas especies vegetales. La
interrelacion entre ambos tipos de componentes (bidticos y abidticos)ha sido igualmente
estudiada (Millan, 2006).

Por otra parte, se han realizado estudios de caracter eminentemente practico, Sanchez et
al. (2005) estudia el fraccionamiento del mercurio y otros elementos traza de los suelos
de Almadén, mediante la aplicacién secuencial de distintos procedimientos de extraccion.
Por su parte Gray (2004) investiga la especiacion y transformacion microbiana de los
residuos mineros y otros sedimentos de la zona objeto de estudio.

Sin embargo no hay estudios que hayan abordado aspectos mas globales y basicos de la
ecologia de la rizosfera de plantas capaces de crecer en esos suelos contaminados.
Segun la busqueda bibliografica realizada, no existen precedentes en la zona de estudio
de trabajos que traten los aspectos basicos que se proponen en el presente trabajo.

En este trabajo se utilizaron placas Biolog Eco ®(con el fin de estudiar las actividades
metabdlicas de las comunidades bacterianas) y Biolog FF ®(para estudiar las actividades
metabdlicas de las comunidades fungicas) en la parte rizosférica de una especie regular
que crece en zonas con alta y baja contaminacion de Almadén: Medicago sativa.El uso
de las placas Biolog Eco y Biolog FF para el andlisis de perfiles metabdlicos de
comunidades (también conocido como CCLP: Community Level Phisiological Profile)es
una herramienta robusta, sencilla y versatil, singularmente para estudios de comunidades
microbianas rizosféricas (Garcia-Villaraco et al., 2009;), o de suelo libre (Kenarova et al.,
2014). A pesar de sus limitaciones la metodologia ha sido usada ampliamente en el
estudio de muestras sometidas a contaminacion, (Miller et al., 2001; Nikliska et al., 2005;
Kamitani et al., 2006; Sprocati et al., 2013; Kenarova et al., 2014).
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La estructura y funcion de las comunidades microbianas tanto bacterianas como fungicas
es muy diferente en el suelo libre de raices y la porcién de suelo préxima a este, conocida
como rizosfera (Lynch,1990).Los microorganismos del suelo desempefan un papel
importante en el mantenimiento de la calidad del suelo y pueden ser sensibles a
alteraciones en el medioambientales (Kennedy et al. 1995) como la contaminacién por
metales pesados (Wenzel, 2009; Xie et al.,, 2011). Las comunidades microbianas
edaficaspueden indicar cambios en la disponibilidad de nutrientes y la estructura del
suelo y son elementos clave para entender el impacto de factores ambientales y
antropogénicos (DelLong et al.,, 2001). La diversidad microbiana del suelo se relaciona
con su capacidad para hacer frente a posibles perturbaciones (Kennedy, 1999), y ha sido
propuesta como un indicador de la calidad del suelo (OECD, 2001). Por ello, el analisis
de la diversidad de la microbiota edafica (sea metabdlica o estructural) es esencial
cuando tratamos de estudiar influencias ambientales y antrépicas en la calidad del suelo
(Hartmann y Widmer, 2006).

Los exudados radicales son los principales moduladores de las comunidades rizosféricas
junto a los fendmenos de competencia entre microorganismos (Badri et al., 2009; Ruiz
Palomino et al., 2005). Los exudados radicales son un heterogéneo conjunto de
sustancias que las plantas liberan al suelo a través de sus raices, bien de forma activa o
pasiva. La naturaleza quimica de los exudados radicales es muy diversa: se pueden
encontrar azucares sencillos, polisacaridos, aminoacidos, acidos organicos, acidos
grasos, esteroles, factores de crecimiento, enzimas, flavonoides, vitaminas, entre muchos
otros. Se sabe que no todas las plantas liberan ni la misma cantidad ni la misma tipologia
quimica de exudados radicales, y que una misma especie de planta exuda compuestos
diferentes dependiendo de un gran numero de factores: especie, edad, las caracteristicas
nutricionales del suelo, presencia de metales pesados, disponibilidad de agua, el pH, la
temperatura, la intensidad de luz y los microorganismos rizosféricos, entre otros (Bardi y
Vivanco, 2009).

El cierre de la actividad minera en Almadén ha causado problemas socioecondmicos que
requieren de nuevos enfoques en el uso del terreno, como puede ser el agricola o
ganadero. Para que estos cambios puedan efectuarse los suelos, deberan tratarse para
paliar la contaminacién por mercurio. En este contexto se plantea el presente trabajo, con
un pretension exploratoria orientada a comparar comunidades bacterianas rizosféricas de
plantas Medicago sativasometidas a presion por contaminacion de Hg, tanto crecidas en
suelos no contaminados como menos contaminados.

El objetivo de este trabajo se focaliza en el estudio de comunidades bacterianas
rizosféricas de Medicago sativaasociadas a plantas como acumuladoras o resistentes al
estrés (Moreno-Jiménez et al.,2006) en distintas condiciones y que crecen de forma
natural en Alimadén mediante el analisis de CLPP por placas Biolog ECO y Biolog FF.
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2. Materiales y métodos.
2.1 Zona de Estudio.

El estudio se ha realizado en el distrito minero de Almadén,Ciudad Real(Espana).Para
ello se han considerado parcelas experimentales seleccionadas atendiendo a dos
criterios:tener un diferente grado de impacto de las actividades mineras y la composicion
del la flora y el suelo de las mismas.Estas parcelas ya han sido usadas por otros autores
en estudios previos(Millan et al., 2007) y seguimos su nomenclatura.

Las caracteristicas de las parcelas seleccionadas para nuestro experimento son las
siguientes:

Parcela 6: (alto contenido en Hg)Almadén, mina de mercurio, ladera S Cerro Buitrones.
Laderas de fuerte pendiente dominadas por la especie Rumex induratusque ejerce un
efecto de estabilizacion del suelo mediante la fijacién por medio de su sistema radicular
evitando la erosion. Solamente en zonas con substrato mas fijo se asientan especies
sericicolas como Cistus crispusy Cistus scoparius . Sin embargo, en aquellas zonas con
suelo mas erosionable, solo aparecen teréfitos como Rumex bucephalophorus. El terreno
esta sometido a fuerte presién ganadera.

La concentracion de Hg en esta parcela es de :1710mg/kgHg total, 0,609mg/Kg Hg
soluble, 7,3mg/Kg Hg intercambiable (Millan et al., 2007).

Parcela 7:(bajo contenido en Hg) Aimadén, Sierra de Cordoneros, dehesa de Castilseras.
Pastizales sometidos a pastoreo en dehesa de encinar muy aclarado con presencia de
Retama sphaerocarpa, dominados por terdfitos y hemicriptéfitos de bajo porte , de
caracter heliéfilo, como Spergularia rubra, Plantago Ilagopus, Chamaemelum
mixtum,Diplotaxis catodlica, Anacyclus clavatus.

La concentracion de Hg en esta parcela es de: 5,53mn/kg Hg total, 0,0453mg/Kg Hg
Soluble, 0,182mg/Kg Hg intercambiable(Millan et al., 2007).

2.2 Obtencion de las muestras.

Se recogieron muestras de Medicago sativa para obtener suelo rizosférico (RF) y
muestras libre de raices (SL) en las zonas descritas anteriormente,el dia 03/01/2014.

Para la obtencion de muestras edaficas y de plantas se siguié el procedimiento descrito
en Ruiz-Palomino et al. (2005). Para ello, las plantas se extrajeron del suelo empleando
un azada aseptizada, retirando la planta completa con sus raices y el suelo adherido a las
mismas. Cada planta se introdujo en una bolsa de plastico nueva. Por cada planta se
recogieron 15 ejemplares. En los mismos lugares y localizando zonas libre de raices, se
tomaron muestras de suelo libre. Todas las muestras se trasladaron al laboratorio a 4°C.

2.3 Obtencion del suelo rizosférico.

Una vez en el laboratorio, se procedi6 como sigue: para la obtencién de muestras de
suelo rizosférico, la raiz de cada ejemplar de planta se agito suavemente con objeto de
eliminar fracciones de suelo que no estuviesen intimamente pegadas a la raiz.
Seguidamente, se separo cuidadosamente la parte del suelo adherido a la raiz hasta
completar 2 g por planta. Por cada zona sereunié y homogenizé el suelo rizosférico de 5
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ejemplares para constituir una réplica, por lo que el total de réplicas fue de 3 por zona de
muestreo.

2.4 Extraccion de las comunidades bacterianas rizosféricas y del suelo libre.

Para esta actividad se siguio el procedimiento descrito en Garcia-Villaraco et al. (2010)
modificado. Para ello, 2 g de suelo se suspendieron en 20 ml de solucién salina (NaCl
0,45%) estéril y se procedié a su homogenizacién a 16.000 r.p.m. durante 2 minutos.
Seguidamente, se centrifugo a 2.500 r.p.m. durante 10 minutos.

2.5 Determinacion de la dilucion para siembra en placa Biolog Eco® y Biolog FF®.
A partir de la suspensién de 10 de la muestra, se hicieron diluciones hasta la 10

Estas diluciones se sembraron en agar sangre, agar McConkey, agar Sabouraud y
también en un Uritest®, leyéndose el crecimiento a las 24 y 48 horas tras incubacion a
37°C.

2.6 Siembra de las muestras (Biolog Eco y Biolog FF).

Los dos tipos de placas empleados en este estudio (Biolog Eco® y Biolog FF®, en
adelante Eco y FF) constan de 96 pocillos que contienen diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno liofilizadasasi como un indicador redox cuya intensidad de viraje indica el
consumo (oxidacion) de dicha fuente. En el caso de las placas Biolog Eco son sales de
tetrazolio, que viran a violeta (masintensidad de color cuanto mas sustrato se consuma)y
a color rojo en medio Biolog FF. En las placas Eco existen tres bloques repetidos de 31
sustratos (y un blanco) y en las FF los 96 pocillos son diferentes fuentes de Carbono y
Nitrégeno (95 sustratos y un pocillo blanco).

A partir de la suspension microbiana obtenida (y descrita en la actividad 2.4) y diluciones
seleccionadas, establecidas por los resultados obtenidos para 2.5,se cargaron las placas
Biolog ECO y Biolog FF con 135 pl por pocillo.

Las placas se incubaron durante 94horas, a 25°C y se midié su absorbancia a 590 nm
(Biolog ECO) y a 492nm y 750nm (Biolog FF), cada 12 horas (ECO) y cada 24 horas
(FF). La doble medida en FF se hace para sustraer a la medida de absorbancia por viraje
del tetrazolio (492 nm) la derivada de crecimiento de micelio (a 750 nm).

2.7 Procesado de datos de Biolog Eco y FF.

Con los resultados brutos obtenidos de las medidas de absorbancia se corrigié cada valor
de restandole el blanco (absorbancia corregida). Seguidamente se calculé la media de
absorbancia corregida de todos los pocillos como la media de los 31(Biolog Eco) y 95
(Biolog FF) valores de absorbancia corregidos para cada replica.

Se representd el valor de AWCD (Average Well Color Development) frente al tiempo de
incubacién para obtener las curvas de crecimiento de la comunidad microbiana en los
pocillos de la placa. En estas curvas se eligid el momento de incubacién en el que el
crecimiento de los microorganismos estaba iniciando la fase estacionaria, para los
ulteriores analisis multivariantes (apartado 2.8).
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Adicionalmente, con los valores de absorbancia corregidos del momento de incubacion
escogido como AWDC se calculd la diversidad metabdlica de cada muestra utilizando el
indice de diversidad de Shannon-Weaver.

H(m)=-3 q;log: q;

Donde q= n/N siendo n la absorbancia corregida(AWCD) de cada pocillo y N la
absorbancia total de todos los pocillos.

2.8 Analisis estadistico de los datos.

El analisis de los resultados se hizo mediante Analisis de Componentes Principales
(ACP) utilizando el programa estadistico SPSS v.19.0 (SSPS Inc.). Se usaron estos
analisis multivariantes como técnica exploratoria de tendencias y para discriminar
diferencias entre los tratamientos (SL, SR con alta cantidad de mercurio Z6 y con baja
cantidad de mercurio Z7)

Para las curvas de crecimiento (cinéticas) y diversidad se realizo un ANOVA
unidireccional para establecer diferencias entre tratamientos, con el mismo programa
estadistico. Cuando las diferencias fueron significativas (p<0.05) se aplico el test de
Duncan.

3. Resultados.

3.1 Recuento de microorganismos en placas.
Los resultados de las siembras en placas y Uritest® de las muestras aparecen en la
Tabla |

Se observa mayor numero de bacterias en la zona RF que en la zona de SL, tanto de
bacterias totales (agar Sangre) como de bacterias gram negativas(agar Mkconkey). Los
niveles de hongos como vemos en el agar Sabouraud son nulos en la zona 6 y residuales
enlazona?7.

A la vista de los resultados se emplearon las diluciones 10?para suelos libres y 10 para
las muestras de rizosfera de cara al estudio con placas Biolog.

Tabla I: Resultados de crecimiento en placa de las muestras(filas) en los diferentes
medios de cultivo.Unidades Ufc/g de suelo , todos los valores van multiplicados por 10°
(excepto conteo por Urintest®)
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agar McConkey agar Sabouraud agar Uritest®
Sangre

Rizosfera 102 nc 132 Cled: 10°
Zona 6 Mc 10*
Suelo Libre 0,02 nc 4.8 Cled 10°
Zona 6 Mc -nc
Rizosfera 1,26 0,13 1,44 Cled 10*
Zona 7 Mc 10°
Suelo libre 1 0,08 0,9 Cled 10°
Zona 7

Mc 10°

3.2 Cinéticas en placas Biolog ECO y Biolog FF.

En la figura 1se representa el valor de AWCD obtenido en las placas Biolog Eco, frente
al tiempo de incubacién de cada uno de los tratamientos estudiados. Esta representacion
grafica nos da idea de la dinamica temporal de las comunidades bacterianas sometidas a
los diferentes tratamientos al crecer en placa, y de su funcionalidad metabdlica.

Detectamos un gradiente en la celeridad de consumo de las distintas fuentes de carbono
y nitrégeno por parte de las respectivas comunidades bacterianas entre las muestras
analizadas. Al inicio de la incubacion (las dos primeras mediciones a 12 y 24 horas) no
hay diferencias significativas entre las diferentes muestras. Comienzan a detectarse
diferencias a partir de las 40 horas de incubacion y desde las 64 horas los tratamientos
de suelo libre (SL) difieren significativamente de los rizosféricos (RF), que no muestran
diferencias significativas entre si.

Asi pues, la cinética encontrada sigue la siguiente gradacion 7RF >6RF > 7SL > 6SL, es
decir la mayor funcionalidad metabdlica se encuentra en muestras rizosféricas (mayor en
las muestras de suelo con baja contaminacion) y menor en las muestras de suelo libre
(inferior en el suelo con alta contaminacion).
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Figura 1. Valor de AWCD obtenido en las placas Biolog Eco, frente al tiempo de
incubacién de cada uno de las muestras estudiadas. En ordenadas se representa la
absorbancia promedio de las tres repeticiones de cada réplica (n=3) y las barras de error
estandar. Las letras a, b y ¢ indican diferencias entre los manejos (p<0.05), para cada
tiempo de medicion. NS, no hay diferencias significativas.

Como se puede observar en la figura 2 correspondiente a las cinéticas en placas Biolog
FF, los hongos muestran un metabolismo mas activo en las muestras rizosféricas que en
el suelo libre. Considerando la concentracion de mercurio, se detecta mayor actividad en
las muestras de menor nivel de contaminacion. En periodos cortos de incubacion no se
detectan diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo desde las 50 horas,
las muestras 7RF, 7SL y 6SL difieren estadisticamente entre si, presentando valores
intermedios la muestra 6RF entre 7RF y 7SL. Finalmente destacamos que los valores de
absorbancia en Biolog FF son la mitad que los encontrados en Biolog Eco.
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Figura 2. Valor de AWCD obtenido en las placas Biolog FF, frente al tiempo de
incubacion de cada uno de las muestras estudiadas. En ordenadas se representa la
absorbancia promedio de las tres repeticiones de cada réplica (n=3) y las barras de error
estandar. Las letras a, b y ¢ indican diferencias entre los manejos (p<0.05), para cada
tiempo de medicion. NS, no hay diferencias significativas.

3.3 Diversidad Metabédlica

En la figura 3 se muestran los resultados de diversidad metabdlica encontrados en las
placas Biolog ECO. La mayor diversidad biolégica la encontramos en las muestras
rizosféricas, que no difieren estadisticamente. Las muestras de suelo libre no difieren
estadisticamente entre si, pero si respecto a las rizosféricas.

Diversidad Eco

s | b b

6SL 6RF 7SL 7RF
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Figura 3. Valores de la diversidad metabdlica [H(m)] obtenido a partir de los valores de
absorbancia a 94 horas en las placas Biolog Eco, promedio de las tres repeticiones de
cada réplica (n=3) y las barras de error estandar. Las letras a y b indican diferencias entre
los manejos (p<0.05). Unidades de ordenadas, bits.

En la figura 4 se han graficado los valores de diversidad metabdlica de hongos (plagas
Biolog FF).A diferencia del caso anterior(diversidad metabdlica bacteriana) en el caso de
los hongos los resultados son mas homogéneos entre todas las muestras exceptuando la
muestra 6SL,que exhibe una diversidad metabdlica estadisticamente inferior al resto.

Destacamos que en el caso de diversidad para hongos, el valor supera los 5 bits en la
mayor parte de los casos. Sin embargo en la diversidad metabdlica bacteriana ninguna
alcanza los 5 bits.

Diversidad FF

b b b
a I I I
6SL 6RF 7SL 7RF

Figura 4. Valores de la diversidad metabdlica [H(m)] obtenido a partir de los valores de
absorbancia a 97 horasen las placas Biolog FF, promedio de las tres réplicas (n=3) y las
barras de error estandar. Las letras a y b indican diferencias entre los manejos (p<0.05).
Unidades de ordenadas, bits.

o P N W b U O N

3.4 Diferencias en el CLPP de las comunidades (ACP).

En la Figura 5 se muestra la proyeccién sobre los dos componentes principales del ACP
realizado con los resultados de Biolog Eco (valores de absorbancia a las 94 horas).Estos
dos primeros ejes explican un total del 63,5 % de la varianza (componente 1 46,1% vy
componente 2 17,4%). En la grafica se puede observar una clara discriminacién entre
muestras de suelo libre y de suelo rizosférico especialmente evidente respecto al
componente 1. las muestras RF se sitian hacia los valores positivos de dicho
componente mientras que las muestras SL lo hacen en valores negativos.

Atendiendo al componente 2 observamos que las muestras procedentes de la zona
6(mayor concentracion de Hg) estan vinculadas a valores mas altos en dicho eje.
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Figura 5.Representacion del ACP de las muestras de Biolog Eco (CLPP en las diferentes

muestras) proyectados en los dos primeros componentes; n=3, y barras de error
estandar.

La Figura 6muestra los factores de carga del ACP mostrado en la figura 5.Como se
puede observar, si proyectamos los factores de carga sobre el componente 1, las
muestras de suelo libre estdn mas vinculadas a azucares (como celobiosa, manitol,
glicégeno, eritrol...) mientras que las muestras rizosféricas lo estan a aminoacidos(L-
asparagina,L-arginina) y acidos organicos(D-glucosaminico, Ac. piravico).

Si atendemos al componente 2 se observa que hacia los valores mas altos estan
vinculados acidos organicos y aminoacidos (correspondiente en el ACP con muestras de
la zona 6) y los azucares se localizan hacia valores mas bajos de este eje
(correspondiente en el ACP con las muestras de la zona 7, menos contaminada)
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Figura 6.Representacién de los factores de carga del ACP de las muestras de Biolog Eco
(CLPP en las diferentes muestras).

La Figura 7muestra la proyeccién sobre los dos componentes principales del ACP
realizado con los resultados de Biolog FF (valores de absorbancia a las 97 horas).El
primer componente explica un 46,3% de la varianza total mientras que el componente 2
lo hace de un 30,7%, asi los dos primeros ejes absorben un 77,0% de la varianza total.
Las muestras rizosféricas aparecen proximas entre si y se localizan hacia los valores mas
negativos de ambos componentes.

Las muestras de suelo libre aparecen distantes entre si, encontrandose la de baja
contaminacién (7SL) hacia los valores altos del componente 2, y las muestras
procedentes de la zona 6SL hacia los valores mas bajos de dicho componente.

Si atendemos al componente 2, al proyectar sobre este las muestras, aquellas de alta
contaminacion (zona 6) presentan coordenadas mas bajas y las de baja contaminacion
(zona 7) las presentan altas.
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Figura 7.Representacion del ACP de las muestras de Biolog FF (CLPP en las diferentes
muestras) proyectados en los dos primeros componentes; n=3, y barras de error
estandar.

La figura 8 muestra los factores de carga del ACP representado en la figura 7.La mayor
densidad de los 95 factores de carga se localiza proxima al origen de coordenadas,
mientras que unos 30 factores de carga se localizan dispersos hacia los valores positivos
de ambos ejes. Considerando esto junto a la disposicion de muestras (figura 7) resulta
evidente que son numerosas las fuentes de carbono y nitrégeno utilizadas por las
comunidades fungicas de RF(proximas al origen de coordenadas), mientras que son
menores las utilizadas por las comunidades de SL(vinculadas a valores altos del
componente 1). A diferencia de lo encontrado en los factores de carga del ACP con
Biolog Eco, no se observan familias de compuestos (acidos organicos, azucares y
aminoacidos) que formen agrupaciones definidas, y que carguen de forma prioritaria
sobre la disposicion de las muestras.
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Figura 8.Representacion de los factores de carga del ACP de las muestras de Biolog FF
(CLPP en las diferentes muestras).

4. Discusion

En el presente trabajo se ha analizado por primera vez la estructura metabdlica mediante
CLPP de las comunidades microbianas tanto fungicas como bacterianas en suelos del
Distrito Minero de Almadén. El estudio se ha centrado en zonas previamente estudiadas
por otros investigadores y con otros fines (Millan et al. 2007) si bien desde un punto de
vista novedoso: nos hemos centrado no solo en el suelo libre sino también en la rizosfera
de Medicago sativa. El trabajo se ha enfocado en esta especie al ser parte exploratoria,
de un proyecto mayor, orientado a la rizoremediacion. En este sentido, hay interesantes
estudios en la literatura orientados tanto al conocimiento de mecanismos de resistencia
de la planta como de su endosimbionte (Rai et al., 2004; Ruiz-Diez et al, 2012). No
obstante cualquier proceso de rizoremediacién debe contar con informacion de las
comunidades microbianas autdctonas y de la planta que vaya a utilizarse. En este sentido
se integra el presente trabajo.

La metodologia de analisis de comunidades microbianas que hemos seguido es la
conocida como CLPP(Community Level Phisiological Profile) iniciada en los afios 80 del
pasado siglo como aplicacion con fines taxondmicos para aislados bacterianos. Mas
adelante esta metodologia fue adaptada por limnélogos para el estudio de comunidades
bacterianas en aguas epicontinentales. Finalmente en los 90 comienzan a utilizarse para
el estudio de comunidades microbianas edaficas (Garland y Mills, 1991). Las microplacas
Biolog contienen diferentes fuentes de carbono y un colorante violeta redox de sales de
tetrazolio que se convierte en azul si el microorganismo inoculado utiliza alguna de esas

www.conama2014.org | 15



¥ 2014

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

fuentes. Al comparar los sustratos de carbono que han sido utilizados por el
microorganismo con una base de datos, es posible la identificacién de la cepa bacteriana.

Las microplacas Biolog Eco proporcionan un gran numero de datos dificiles de
interpretar, ya que no solo tiene en cuenta las bacterias sino que también la muestra del
suelo y el pre tratamiento. También el procedimiento Biolog puede ser considerado un
meétodo en el que las comunidades originariamente inoculadas estan alteradas y que eso
de lugar a color en la microplaca porque estas interaccionen entre ellas. Aun asi, este
complejo set de datos obtenidos prueba que es un método relevante para la
discriminaciéon de comunidades bacterianas en base a su actividad catabdlica (Mufiiz et
al., 2014).

Analizando nuestros resultados un primer aspecto llamativo es que las tasas metabdlicas
de las comunidades fungicas son inferiores al de las comunidades bacterianas, tanto en
rizosfera como fuera de ella y con independencia de la concentracién de mercurio
presente. Esto se puede deber a varias causas. La primera es que la tasa intrinseca
metabdlica de los hongos edéaficos es inferior a la de las bacterias (de Boer et al., 2005).
También podria deberse a que haya menos contingente de hongos que de bacterias. Sin
descartar la primera causa, hay que considerar la segunda en base a los resultados
obtenidos en el recuento en placa (tabla 1) en la que solo hay crecimiento fungico en la
zona de baja concentracion de Hg. Sin embargo como demuestran nuestros resultados
de Biolog FF, cuando el periodo de incubacion es mas largo los hongos evidencian su
presencia. Estos resultados son consistentes con el hecho de que los hongos tengan
tasas de crecimiento mas lentas que las bacterias en medios de cultivo.

En lo que se refiere a la cinética metabdlica de las comunidades bacterianas (figura 1) y
fungicas (figura 2) se detecta la misma tendencia: a tiempos de incubacioén largos (94 o
97 horas) encontramos que las muestras rizosféricas tienen tasas metabolicas mas altas
que el suelo libre, y secundariamente que Ila alta concentracidon de Hg ralentiza la
actividad metabdlica, singularmente en suelo no rizosférico. Estos resultados indican que
el status metabdlico de los microorganismos procedentes de rizosfera es mayor que los
de suelo libre, probablemente por estar activados su metabolismo para utilizar los
compuestos organicos liberados por exudacion (Bais et al., 2006). Si adicionalmente
consideramos la concentracion de mercurio en ambos suelos, vemos que en el caso con
mayor concentracion el metabolismo microbiolégico se ve ralentizado, de modo que no se
ve compensada esta actividad por la accion de la rizosfera.

Zeng et al. (2008) encuentra que en la rizosfera de plantas que crecen en suelos
contaminados se da un incremento de la exudacién de materia organica, singularmente
acidos organicos. Nuestros datos no son aparentemente consistentes con los del citado
autor, probablemente porque aquellos analizan otra especie de planta (arroz) y otro metal
pesado (Cr). Se sabe que entre los factores que modulan la exudacién radical destacan
la especie de plantay los estreses ambientales (Bais et al., 2006), consecuentemente
deducimos que en el caso de alfalfa y mercurio no se promueve un nivel de exudacion
como el que refieren Zeng et al. (2008).

Jinga et al. (2007) estudiaron los efectos del pH, los &cidos organicos, y cationes
competitivos en la desorcion de Hg?** de suelos, encontrando que los &cidos organicos
(singularmente citrico, oxalico) son capaces de sustraer Hg?* adsorbido por arcillas y
materia organica del suelo. Es conocido que las plantas exudan acidos organicos, tanto
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en condiciones normales (Badni y Vivanco, 2009) como bajo el efecto de materiales
pesados (Zeng et al., 2008). Los resultados obtenidos en nuestro estudio nos cuestionan
si la disponibilidad para las bacterias de los exudados liberados por las plantas se ve
alterada por la union al mercurio del suelo de los acidos organicos. Vemos que en los
suelos rizosféricos la tasa metabdlica de los microorganismos es mayor que aquella en
suelo libre. Puede deberse a que el Hg?* es captado por los acidos organicos liberados
por la planta, favoreciendo la actividad microbioldgica. Sin embargo en los suelos con alta
concentraciéon de Hg? suponemos que las plantas son capaces no solo de exudar la
cantidad suficiente de acidos organicos que acomplejen al mercurio, sino que también
liberen suficiente cantidad de los mismos como para que las bacterias continien con su
actividad metabdlica aunque en menor cantidad que en suelos con menor concentracion.

Los indices de diversidad metabdlica (figura 3 y 4) no reflejan necesariamente la
composicion de las comunidades bacterianas. Asi dos comunidades pueden tener distinta
composicion pero valores similares de diversidad metabdlica, por ejemplo consumiendo
distintas fuentes de carbono o nitrégeno pero con la misma intensidad (Sofo et al., 2014).
En nuestro caso hemos asociado el analisis global de las comunidades mediante ACP
para poder discriminar diferencias entre comunidades, aun en el caso en que los valores
de diversidad sean iguales. Los resultados de diversidad metabdlica encontrados en las
comunidades bacterianas (Biolog Eco) son consistentes con los hallados en las cinéticas
de poblacion. El efecto del mercurio no se detecta, pero si el efecto rizosférico difiriendo
significativamente las muestras de suelo libre y rizosférico (figura 3). En el caso de los
hongos la diversidad mas baja la encontramos en el suelo libre con mayor concentracion
de Hg, difiriendo significativamente del resto. Podemos suponer que esto se debe a que
la concentracién de mercurio y la ausencia de fuentes de carbono procedentes de la
rizosfera dificulten las condiciones de desarrollo de los hongos.

Un aspecto a destacar es el rango de diversidades metabdlicas encontradas en bacterias
respecto al encontrado en hongos. En las primeras los valores oscilan entre 4 y 4,6 bits,
mientras que en los hongos fluctuan entre el 4,5 y casi 6 bits. Se podria pensar que las
comunidades fungicas son mas diversas que las bacterianas. De hecho se sabe que los
hongos son mas tolerantes a la presencia de metales pesados que las bacterias
(Forstegard et al., 1993). Sin embargo no podemos descartar que esta observacion se
deba a un artefacto matematico del algoritmo de diversidad: el nimero de pocillos en las
placas Biolog FF es de 95 mientras que en Biolog Eco es de 31 pocillos. Asi una
comunidad fungica que utilizase la mitad de las fuentes de carbono seria aparentemente
mas diversa que una comunidad bacteriana que utilizase el 100% de las fuentes de
carbono.

Es conocido que la diversidad en la rizosfera es menor que en suelo libre como se sabe
desde hace afos (Marilley et al., 1998), por efecto de la seleccién de microorganismos
por la planta a través de los exudados, circunstancia que no sucede en el suelo libre.
Nuestros resultados en el caso de la diversidad fungica podrian responder a este modelo
(figura 4), mientras que no lo hace en ningun caso en la diversidad bacteriana (figura
3).En este ultimo caso encontramos justo lo contrario. Tenemos que tener en cuenta que
la seleccion de bacterias por la planta es en base a la diversidad taxondémica, y en
nuestro estudio nos hemos basado en la diversidad metabdlica.
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También debemos suponer que la presencia de mercurio afecta por tanto a esta
seleccion, ya que la unién del mercurio a los acidos organicos de los exudados de la
planta favorecen la actividad metabdlica bacteriana, y ello a su vez favorece su diversidad
metabdlica. En suelos libres, sin embargo, al no existir la presencia rizosférica y el aporte
de materia organica en forma de los exudados, se reduce la diversidad. Adicionalmente,
en el suelo libre no se produce una amortiguacion del efecto toxico del Hg sobre las
bacterias derivada de la desorcién del metal pesado por los acidos organicos.

El analisis global de los CLPP tanto de las comunidades fungicas como bacterianas
(figuras 5 y 7) mediante ACP nos aportan mas informacién que los analisis de diversidad
o de cinéticas, descubriendo diferencias que no se evidenciaban a través de las otras
aproximaciones.

La discriminacion de las cuatro muestras obtenidas por Biolog Eco mediante el ACP es
clara y permite diferenciar el efecto rizosfera (proyeccion sobre el componente 1) y el
efecto Hg (proyeccién sobre el componente 2). Esto nos permite indicar que existe una
jerarquia de los factores determinantes de la estructura de las comunidades bacterianas
en la que el efecto raiz es superior.

La localizacién de las muestras en el ACP (figura 5) viene determinada por los factores
de carga (figura 6 ), que son las fuentes de carbono y nitrdbgeno mas activamente
utilizadas por las bacterias. Los factores de carga que mas peso tienen en suelo
rizosférico son aminoacidos y acidos organicos. Podemos inferir que son compuestos de
ese tipo los que en el momento de extraer las bacterias del suelo son su sustrato
prioritario, y consecuentemente se corresponderia con la composicion quimica de los
exudados. Este razonamiento es compatible con lo encontrado por Johansson et al.
(2008). Estos autores analizando quimicamente los exudados de plantas sometidas a
metales pesados encuentran que la presencia de estos estimula la produccion de
aminoacidos y acidos organicos.

En lo que respecta a los factores de carga de las muestras de suelo libre son
fundamentalmente azucares. Las bacterias procedentes de muestras rizosféricas estan
metabodlicamente activas en el momento de hacer la extracciéon (al estar utilizando los
sustratos liberados por exudacion). Sin embargo las bacterias procedentes de suelo libre
estan (muy probablemente) en estado latente o de baja actividad metabdlica (consistente
con los resultados cinéticos). Al ser inoculadas en los pocillos de las placas Biolog, es
muy probable que consuman mas activamente sustratos facilmente asimilables (como es
el caso de los azucares).

Respecto al ACP realizado con los resultados de CLPP de Biolog FF (figura 7) se
observan tendencias analogas pero no iguales a las obtenidas para bacterias:
discriminacion por el primer componente de rizosfera vs suelo libre, y separaciéon por el
componente 2 de alta contaminacién vs baja contaminacion.

Observamos que las comunidades fungicas se ven mas afectadas por la presencia del
mercurio cuando no estan favorecidas por el efecto rizosfera que las comunidades
bacterianas. Los hongos encontrados en la zona de suelo libre con mayor concentracion
de mercurio se ven ampliamente desplazados de los encontrados en las otras muestras,
y estos resultados coinciden con los obtenidos en los analisis de diversidad metabdlica.

www.conama2014.org | 18



¥ 2014

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

Los factores de carga del ACP (figura 8) nos muestran como las comunidades fungicas
encontradas en suelo libre tienen un uso mucho mas restringido de fuentes de carbono
que aquellas encontradas en suelo rizosférico. Estos resultados son consistentes con los
resultados hallados tanto en la diversidad metabdlica como en la cinética de las
comunidades. A diferencia del caso anterior, no nos es posible inferir qué tipo de
moléculas estan presentes en los exudados a partir de las fuentes de carbono y nitrégeno
que son utilizadas por los hongos. Sin embargo es notoria la diferenciacion que hay de
factores de carga entre suelo libre y suelo rizosférico, ya que en suelo libre la cantidad de
sustratos es minima, mientras que en suelo rizosférico es muy amplia (figura 9).

En sintesis, nuestro estudio demuestra que el factor principal que conforma el perfil
metabdlico de las comunidades microbianas (tanto fungicas como bacterianas) en suelos
con alta o baja contaminacion de Hg es el efecto rizosfera de la planta estudiada,
Medicago sativa. Asi tanto la diversidad metabdlica, las cinéticas, como el CLPP
mediante (ACPs) indican una amortiguacion del efecto toxico del mercurio sobre las
comunidades microbianas por la planta muy probablemente a través de los exudados. En
el caso de las comunidades bacterianas hemos detectado efecto de acidos organicos y
aminodacidos, pero en el caso de las comunidades fungicas no hay ningun grupo
bioquimico de compuestos que tenga un papel relevante. Estos resultados permiten
especular que Medicago sativa en combinaciéon con microorganismos edaficos podria ser
una buena candidata para la biorremediacién del suelo del distrito minero de Almadén.

5. Conclusiones

A partir de los resultados descritos y discutidos anteriormente y considerando los
objetivos del presente trabajo, exponemos a continuacién las siguientes conclusiones:

1- Las tasas metabdlicas de las comunidades fungicas de suelo libre y de suelo
rizosferico de Medicago sativa son inferiores a las encontradas al analizar las
comunidades bacterianas, con independencia de la concentracion de mercurio del
suelo. Esto se puede deber, bien a la inferior tasa intrinseca metabdlica de los hongos
o bien a que el numero (tamafo de la comunidad) fuese inferior al de bacterias.

2- El analisis de la cinética metabdlica de las comunidades bacterianas indica que las
muestras rizosfericas tienen tasas superiores a las de suelo libre y, secundariamente,
el efecto del metal pesado ralentiza la actividad metabdlica (de forma mas obvia en el
suelo rizosférico). Nuestros resultados sugieren que las bacterias procedentes de
rizosfera estan mas activas, probablemente por sustentar su metabolismo mediante
compuestos organicos liberados por exudacién radical.

3- En cuanto a la diversidad metabdlica de las comunidades bacterianas, no detectamos
efecto del mercurio, pero si el efecto de la planta (rizosfera). En el caso de la
diversidad metabdlica en hongos, los valores mas bajos aparecen en el suelo libre
con mayor concentracion de mercurio.

4- El andlisis de componentes principales realizado con el CLPP de Biolog Eco
(comunidades  bacterianas) discrimina claramente el efecto raiz (asociado al
componente principal 1) y el efecto del mercurio (asociado al segundo componente
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principal). Esta jerarquia no se detectaba ni en el estudio de cinéticas ni en el de
diversidad metabdlica. Los factores de carga indican que las bacterias procedentes de
rizosfera consumen basicamente acidos organicos y aminoacidos, por lo que
inferimos que estdan adaptadas a la metabolizacion de estos compuestos y
consecuentemente deben estar presentes en los exudados.

El analisis de componentes principales realizado con el CLPP de Biolog FF
(comunidades fungicas) discrimina también de forma jerarquica el efecto de la
rizosfera y nivel de contaminacion por mercurio. No es posible detectar si hay grupos
de compuestos (fuentes de carbono y nitrégeno, factores de carga) que de una forma
prioritaria sean utilizados por los hongos de rizosfera o de suelo libre. Sin embargo los
factores de carga si exhiben una mayor heterogeneidad metabdlica de las muestras
rizosfericas, lo que seria consistente con la presencia de exudados en estas.

Considerando las conclusiones anteriores, el presente estudio demuestra que el
factor principal que determina el perfil metabdlico de las comunidades microbianas
(bacterianas y fungicas) en el suelo estudiado (distrito minero de Almadén) es el
efecto rizosfera de la planta estudiada: Medicago sativa. La rizosfera (a la luz de
nuestros resultados) tampona el efecto deletéreo del mercurio, muy probablemente
mediante acidos organicos de los exudados.
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