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Resumen: El humedal salino de Pétrola, situado en un ambiente semiarido en el sureste de la
provincia de Albacete (Espafia), estd sometida a multiples entradas de contaminacion entre las
que destacan el nitrato, y la atrazina, un herbicida usado ampliamente en las practicas
agricolas. Estas condiciones dan lugar a un ambiente extremo que propicia condiciones
exclusivas capaces de albergar ciertos procesos redox mediados por extremdfilos adaptados
que ejercen un papel fundamental en la atenuaciéon de la contaminacién de origen urbano y
agricola existente. El objetivo de este trabajo es la busqueda de microrganismos extremofilos
implicados en la atenuaciéon de contaminantes en la laguna de Pétrola, con especial atencién en
aquellos que puedan estar implicados en la biodegradacion de la atrazina. El primer enfoque
ha consistido en un analisis metagenémico de muestras de ADN extraidas de sedimentos de 7
puntos de la laguna. El segundo enfoque ha consistido en la busqueda de bacterias
degradadoras de atrazina, mediante la amplificacién por PCR con cebadores complementarios
a los genes involucrados en la ruta de degradacion de este contaminante organoclorado. Como
resultado, se ha detectado una gran diversidad de microorganismos extremofilos. Entre ellos,
destaca el grupo relacionado con procesos de desnitrificacion fototrdfica.
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1. Introduccion

La atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) ha sido uno de los herbicidas
mas usados para el control de malas hierbas en muchos cultivos agricolas, asi como en
ambientes urbanos y areas recreativas [1-2]. La atrazina esta clasificada como un disruptor
endocrino que origina problemas reproductivos [3] y que puede afectar potencialmente a la
salud humana, por lo que en algunos paises europeos ya se ha prohibido su uso. Sin embargo,
debido a su elevada movilidad y su larga vida media en los suelos, es posible encontrar atrazina
y sus metabolitos tanto en aguas superficiales como aguas subterraneas y suelos incluso afios
después de su aplicacion [4]. La Unidon Europea establece un limite de atrazina en agua potable
de 0,1 pg/L, por lo que es de vital importancia encontrar métodos para eliminar la atrazina de
los ambientes acuaticos [5].

La laguna salada de Pétrola (SE Albacete) es uno de los ambientes salinos mas
representativos de la comunidad de Castilla-La Mancha. Esta laguna es el punto de descarga de
una cuenca endorreica de alrededor de 42 km? ubicada en un ambiente semidrido, sujeta a una
elevada presion antrdpica originada por la actividad agricola, ganadera y el vertido de aguas
residuales que dan lugar a la acumulaciéon de contaminantes [6]. Estos aportes, junto con la
elevada salinidad de la laguna en la que se puede encontrar una conductividad de hasta 123.000
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uS/cm, da lugar a la aparicion de ambientes extremos propicios para albergar microorganismos
adaptados que puedan llevar a cabo procesos redox relacionados con la atenuacién de
contaminantes.

La laguna de Pétrola ya se ha caracterizado en trabajos previos desde un punto de vista
fisico-quimico y multi-isotdpico [7-8]. Sin embargo, no existen datos en relaciéon a los
microorganismos que pueden estar involucrados en los procesos de atenuaciéon de
contaminantes, y en concreto de la atrazina que pueda permanecer de forma residual en los
sedimentos de la laguna. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es la biisqueda de bacterias que
puedan contribuir a la degradaciéon de atrazina mediante dos estrategias distintas: una primera
btusqueda mediante un analisis metagenémico que ofrezca una vision de las comunidades
bacterianas presentes en los sedimentos de la laguna de Pétrola, y una segunda estrategia
consistente en la amplificacion mediante PCR de los genes involucrados en la ruta metabdlica
de degradacion de la atrazina, que ofrezcan la evidencia de la existencia de microorganismos
capaces de llevar a cabo esta ruta metabdlica.

2. Materiales y métodos

2.1. Seleccion de muestras

La laguna de Pétrola ocupa la zona de descarga de una cuenca endorreica, con varios
pequenos arroyos que descargan en la laguna con un patron radial (Figura 1). En funciéon de la
presion de los distintos contaminantes y de las caracteristicas de la laguna, se seleccionaron 7
puntos para la recogida de sedimentos (Tabla 1).
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Figura 1. Esquema de los puntos de muestreo de sedimentos.
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Tabla 1. Caracteristicas de los puntos seleccionados para el muestreo

Punto Principal fuente de contaminaciéon
2635 Aislado de la laguna. Lugar usado como salina
2643 Aguas residuales, después de pasar por filtro verde
2648 Residuos de la agricultura, y de industria ganadera
2649 Residuos de la agricultura
2650 Aguas residuales sin tratamiento
2651 Punto control, alejado de las principales fuentes de contaminacion
2652 Residuos de la agricultura

Los sedimentos se recogieron en tubos estériles, y se transportaron en condiciones de
refrigeracion hasta el laboratorio para la extraccion inmediata del ADN gendémico.

2.2. Extraccién de ADN y andlisis metagendmico

El ADN gendmico se extrajo de los sedimentos mediante el kit NucleoSpin® Soil (Macherey-
Nagel, Diiren, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, el ADN gendémico obtenido de los diferentes sedimentos se sometié a un
andlisis metagenémico mediante la amplificacion y secuenciacién de alto rendimiento de las
regiones V3 y V4 del gen 165rRNA (StabVida). Los resultados obtenidos se sometieron a un
analisis mediante el software de analisis bioinformatico QIIME2.

2.3. Amplificacion mediante PCR

Para evaluar la presencia de bacterias degradadoras de atrazina, se realizé una PCR con el
ADN genomico extraido de los diferentes sedimentos, con cebadores especificos para los genes
involucrados en la degradacion de atrazina [9]: Atrazina clorohidrolasa (AtzA),
Hidroxidecloroatrazina etilaminohidrolasa (AtzB), N-Isopropilamelida Isopropilaminohidrolasa
(AtzC). Las secuencias de estos cebadores fueron: AtzAF 5-CCATGTGAACCAGATCCT-3;
AtzAR 5-TGAAGCGTCCACATTACC-3; AtzBF 5-TCACCGGGGATGTCGCGGGC-3'; AtzBR
5-CTCTCCCGCATGGCATCGGG-3’; AtzCF 5-GCTCACATGCAGGTACTCCA-3’; AtzCR 5'-
GTACCATATCACCGTTTGCCA-3'. Las condiciones de la PCR se variaron para optimizar el
resultado. Los resultados de la amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al 2% tefiidos con
Red Safe.

3. Resultados y discusion

3.1. Andlisis metagendmico

El andlisis metagenémico de las muestras obtenidas permite la identificacion y la
caracterizacion de las comunidades bacterianas que habitan en los distintos sedimentos
recogidos en la laguna de Pétrola. En los 7 sedimentos muestreados, se obtuvo una media de
633.902 lecturas de secuencias con una longitud de 300 pb. El analisis de estas secuencias dio
como resultado la identificacion de un namero variable de OTUs (unidad taxondémica
operativa) en funcion de la muestra de sedimento. El mas variable fue el punto 2635, con 3024
OTUs, mientras que el menos variable fue el punto 2651, donde se identificaron tnicamente
1393 OTUs.

En los resultados obtenidos se observa una amplia representaciéon de microorganismos
extremofilos, con patrones diferentes en funcion del punto seleccionado para el analisis (Figura
2).
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Figura 2. Distribucién de familias en los sedimentos analizados. Se muestran los nombres de las
familias que aparecen de forma mayoritaria.

En general, se aprecia la presencia de bacterias relacionadas con el reciclaje de nitrégeno,
como es la familia Ectothiorhodospiraceae, que produce la desnitrificacion autotrofica completa
bajo condiciones haloéfilas [10]. Dentro de esta familia, es especialmente remarcable la presencia
de bacterias del género Thioalkalivibrio, que suman el 7% del total de bacterias identificadas.
Ademas, otros microorganismos como algunos miembros de la familia Halomonadaceae,
presentes en todos los puntos analizados, pueden crecer anaerobicamente usando el nitrato
como aceptor de electrones y convirtiéndolo en nitrito. Otras familias relacionadas con el ciclo
del nitrégeno aparecen en menor proporcion, como pueden ser las familias Nitrospinaceae o
Pseudomonadaceae. Dentro de estas tltimas se encuadran bacterias del género Pseudomonas, en el
que algunas cepas se han encontrado asociadas a la degradacion de atrazina [9].

El andlisis metagendémico mediante la secuenciacion del gen 165 rRNA ofrece una vision
descriptiva de las comunidades bacterianas presentes en los diferentes sedimentos analizados,
que puede dar indicios sobre la presencia de microorganismos que estén desarrollando
procesos metabdlicos de atenuacion de contaminantes, aunque para la busqueda de
microorganismos concretos sera necesario emplear otro tipo de técnicas mas resolutivas.
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3.2. Amplificacion mediante PCR

Para la busqueda de microorganismos relacionados con la degradaciéon de atrazina se
puede intentar realizar una amplificacion mediante PCR de los genes involucrados en la ruta de
degradacion de atrazina (Figura 3). En este caso se emplearon 3 juegos de cebadores,
complementarios a los genes AtzA (atrazina clorohidrolasa), AtzB (Hidroxidecloroatrazina
etilaminohidrolasa) y AtzC (N-Isopropilamelida Isopropilaminohidrolasa), que son los
primeros pasos en la ruta de degradacion, hasta la formacion de cianurato.
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Figura 3. Ruta metabdlica de degradacion de la atrazina, con los cebadores empleados para la
amplificacion por PCR.

Los resultados obtenidos de la amplificacion muestran distintos patrones en los
sedimentos analizados (Figura 4). En algunos casos se observan bandas del tamafio adecuado,
aunque deben ser verificadas mediante secuenciacion, para asegurar que corresponden a los
genes amplificados. En estos casos, serd posible identificar la presencia de genes implicados en
la degradaciéon de la atrazina, si bien, sera complicado la identificaciéon del microorganismo
debido a la alta conservacidon que presentan estos genes, por lo que no existen diferencias en la
secuencia de ADN entre diferentes microorganismos.

MWM 35 35 43 43 48 48 49 49 50 50 51 51 52 52 C-

Figura 4. Ejemplo de amplificaciéon con cebadores de AtzA. Las muestras se realizaron por
duplicado.

En cualquier caso, los resultados obtenidos de la amplificacion tampoco fueron
concluyentes, puesto que no se observo el mismo patréon de bandas cuando se emplearon juegos
diferentes de cebadores. Esto puede ser debido a la baja concentracién de bacterias
degradadoras de atrazina, que origina resultados poco repetitivos o ausencia de bandas
amplificadas cuando se realiza la PCR. Para tener un resultado mas concluyente sera necesario
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incrementar la concentracion de bacterias degradadoras de atrazina mediante el crecimiento en
medios de cultivo suplementados con atrazina.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en relacién al andlisis metagendmico de las muestras de
sedimentos de la Laguna de Pétrola analizados ofrecen informacion acerca de la presencia de
organismos extremofilos que pueden participar en procesos de atenuacion de contaminantes.
Muchos de ellos estan relacionados con el ciclo del nitrégeno, con algunos casos que pueden ser
candidatos a realizar procesos de degradacion de atrazina.

La amplificacion por PCR de los genes implicados en la ruta metabdlica de la atrazina
ofrecié resultados poco concluyentes debido a la falta de un patrén similar en los sedimentos
analizados cuando se emplearon juegos diferentes de cebadores. En cualquier caso, sera
necesario confirmar los resultados obtenidos y profundizar en la busqueda de microorganismos
relacionados con estos procesos de degradacion de contaminantes.
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