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El papel de los tapetes microbianos en la biorrecuperacién de zonas
litorales sometidas a la contaminacion por vertidos de petréleo

M. Martinez-Alonso, N. Gaju

Departamento de Genética y Microbiologia, Facultad de Ciencias. Universidad Autbnoma de Barcelona, E-08193 Bellaterra, Barcelona. Espana.

En la actualidad, los vertidos accidentales de petr 6leo constituyen uno de los problemas medioambientales mas preocupantes. Hace nas de dos
décadas que se empez 6 a actuar sobre los lugares afectados por este tipo de cat dstrofes. Entre los posibles tratamientos a aplicar para la
descontaminacion, merecen una especial atenci 6n los procesos de degradaci 6n bioldgica basados en la acci 6n de los microorganismos sobre lo:
productos contaminantes. Los tapetes microbianos son unos ecosistemas, ampliamente distribuidos en las zonas litorales, que se han mostrado
como prometedores agentes para la biorremediaci 6n ya que, dadas sus caracter isticas, agrupan, en un espacio de pocos milimetros, complejas
poblaciones de microorganismos aerobios y anaerobios capaces de colonizar zonas altamente contaminadas. Una aproximaci ~ 6n muy Gtil para
evaluar tanto el impacto de una contaminacién de estas caracteristicas sobre la diversidad microbiana, como los procesos de biodegradacdn que
pueden tener lugar en este tipo de comunidades, es reproducirlas de manera miniaturizada en el laboratorio. El verdadero valor de estos
sistemas modelo o microcosmos, es que nos proporcionan un instrumento para comprender la funci on del ecosistema y los factores que
controlan el flujo de energ ia y materia, permitiendo, por tanto, el desarrollo de una capacidad predictiva imprescindible a la hora de
desarrollar estrategias utiles de biorremediacion.

Nowadays, accidental oil spills constitute one of most worrying environmental problems. More than two decades ago, firstin situ actions on the
places affected by this type of catastrophes were started to be taken. Among the treatments that can be applied for the decontamination of
polluted areas, biological degradation processes, based on the action of the microorganisms on polluting petroleum hydrocarbon components,
deserve a special attention. Microbial mats are ecosystems, widely distributed along the shorelines, which have been considered as promising
agents for bioremediation, because they group in a space of few millimetres complex populations of aerobic and anaerobic microorganisms able
to colonize zones highly contaminated. A very useful approach for evaluating the impact of such a contamination event on the microbial
diversity, and the biodegradation processes that take place in this type of communities, is to reproduce them in a laboratory scale. The true
value of these model systems, called microcosm, is that they provide an instrument for understanding the function of the ecosystem and the
factors that control the flow of energy and matter, allowing, therefore, the development of a predictive capacity, essential for developing
useful strategies of bioremediation.

Los vertidos de petréleo

Desde el ultimo tercio del siglo XIX, el petr6leo es la energia primaria mas importante a nivel mundial. Practicamente todas las
actividades econdmicas se sustentan en el petréleo, de manera que alrededor del 40% de las necesidades energéticas
mundiales son cubiertas con esta fuente de energia no renovable.

En la actualidad, uno de los problemas medioambientales mas preocupantes son los vertidos de petrdleo en el mar y la
consecuente contaminacion de la costa (Fig. 1) Estos se producen como consecuencia de una combinacion de diferentes
acciones y circunstancias. En primer lugar nos encontramos con las diferentes operaciones que, de forma rutinaria, se llevan
a cabo en los buques, tales como las operaciones de carga, descarga y almacenamiento del fuel. No obstante, el mayor
impacto ocurre cuando se producen accidentes como fallos en el casco, encallado de los bugues, incendios o colisiones. En
estos casos, los derrames aumentan dramaticamente hasta cientos de miles de toneladas, produciéndose las mareas negras
y los desastres ecologicos, culturales y econdmicos tanto en el mar como en las zonas costeras que quedan arrasadas
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Figura 1. Imagen de la costa gallega después del vertido de petroleo del Prestige en 2002.
Fotografia cortesia de Ingrid Salazar.

El petréleo esta compuesto por una mezcla de hidrocarburos que pueden agruparse en cuatro clases: saturados, aromaticos,
asfaltenos y resinas (Colwell y Walker, 1977); los cuales, difieren respecto a su susceptibilidad frente a su posible
biodegradacion. Teniendo en cuenta que la composicion del petréleo es altamente variable, el riesgo ambiental que suponen
los vertidos de petrdleo dependera de la naturaleza y proporcién de los diferentes componentes de éste. Asi pues, las
caracteristicas fisico-quimicas del crudo y su persistencia y biodegradabilidad en un determinado ambiente son de gran
interés para evaluar el posible impacto sobre el ecosistema de un determinado vertido.

El impacto ecolégico de un vertido accidental de petréleo incluye efectos tanto a corto como a medio y largo plazo. Cuando
tiene lugar un vertido de petréleo, éste puede ser dispersado y degradado de manera natural al cabo de varios afios. Diversas
investigaciones realizadas tras accidentes de estas caracteristicas han puesto de manifiesto que la eliminacion natural es
muy lenta y los depdsitos de petrdleo permanecen durante muchos afios; de manera que, la recuperacion de los ecosistemas
afectados puede llevar mucho tiempo. Este hecho ha determinado que, lo largo del tiempo, se hayan ido desarrollando
numerosas estrategias con el objetivo de paliar los efectos de una contaminacién por vertidos de petréleo y acelerar el
proceso de recuperacion de los ambientes dafiados. Una posibilidad es usar una combinacion de métodos fisicos y quimicos
los cuales son especialmente Utiles en situaciones graves; aunque, pueden ser procesos caros cuando la zona afectada es
muy extensa. Otra alternativa es la utilizacion de métodos biolégicos que implican la utilizacion de microorganismos,
bacterias, hongos o levaduras, ya sean en cultivo axénico o en forma de consorcios. El término que se utiliza para definir este
tipo de métodos es la biorremediacion (Atlas., 1981; Korda et al., 1997; Swannell et al., 1996).

Los microorganismos como agentes de biorremediacion

La legislacion y la tecnologia orientada a la limpieza del ambiente y la prevencién de su deterioro han sido dos de los mayores
avances de finales del siglo XX y han propiciado el nacimiento de la tecnologia de la biorremediacion. Dicha técnica se basa
en la existencia de microorganismos cuyo metabolismo es capaz de transformar los hidrocarburos, convirtiendo los
componentes toxicos y mutagénicos del petroleo en productos no téxicos, los cuales pueden integrarse en los ciclos
biogeoquimicos naturales. El éxito de la técnica depende de la existencia, en el lugar contaminado, de microorganismos con
las capacidades metabolicas apropiadas, concentraciones adecuadas de oxigeno y nutrientes, asi como de las
caracteristicas del petréleo vertido (Leahy y Colwell, 1990).

Cuando es aplicable, la biorremediacion suele ser un medio rentable para restablecer la calidad del medio ambiente. No
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Los vertidos de petréleo tienen un profundo impacto sobre la estructura de las comunidades microbianas naturales, el cual se
suele traducir en una reduccién de la diversidad, la biomasa y la actividad (Macnaughton et al., 1999). Se ha visto que en los
ambientes sometidos a una contaminacién crénica tienden a predominar las poblaciones de microorganismos capaces de
utilizar los compuestos contaminantes o con capacidad de sobrevivir en su presencia; pero que bajo condiciones normales
dichos grupos de microorganismos estan presentes a bajas concentraciones. La mayor parte de nuestro conocimiento sobre
los efectos ecoldgicos derivados de un episodio de estas caracteristicas proviene de los datos obtenidos a partir de
microorganismos 0 consorcios, aislados a partir de dichos ambientes, con capacidad de degradar hidrocarburos o
compuestos modelo (Kanaly et al., 2000; Rios-Hernandez et al., 2003).

Desde los estudios pioneros de ZoBell (1946) en ambientes marinos, se han aislado numerosas cepas bacterianas de
ambientes litorales y oceanicos capaces de degradar diferentes hidrocarburos (Atlas, 1981; Leahy y Colwell, 1990; Van
Hamme et al., 2003; Watanabe, 2001). Muchas de estas bacterias, tales como Alcalinivorax, o Planococcus, usan un nimero
limitado de fuentes de carbono, preferentemente utilizan hidrocarburos de petréleo, y podrian considerarse como especialistas
(Dyksterhouse et al., 1995; Engelhardt et al., 2001; Golyshin et al., 2002; Yakimov et al., 1998 y 2003). No obstante, también
se han aislado bacterias que no presentan esta marcada especializacion, como Marinobacter, Staphylococcus, Micrococcus,
Sphingomonas o Geobacillus (Gauthier et al., 1992; Gilewicz et al., 1997; Maugeri et al., 2002; Zhuang et al., 2003).

El conocimiento de la diversidad microbiana es de importancia capital, tanto para evaluar el impacto que supone una
perturbacién de estas caracteristicas, como para determinar qué poblaciones microbianas pueden estar implicadas en la
biodegradacién de los hidrocarburos. Las metodologias tradicionalmente utilizadas para el estudio de los procesos de
biorremediacion consistian en la utilizacién de métodos microbiol6gicos convencionales para la obtencién de cultivos axénicos
0 consorcios con capacidad de degradar hidrocarburos. Sin embargo, desde hace tiempo se ha puesto de manifiesto la
necesidad de utilizar métodos que no requieran un paso previo de cultivo, dado que una gran parte de los microorganismos
presentes en los ambientes naturales no pueden crecer en medios de cultivo sintéticos (Amann et al.,, 1995). Las
aproximaciones basadas en el andlisis del RNA ribosémico, ya sea mediante la construccidon de librerias genéticas, la
hibridacién in situ o la electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante a partir de rDNA amplificado mediante PCR (PCR-
DGGE) han revelado una enorme diversidad en los ambientes naturales (Amann et al., 1995; Olsen et al., 1986; Pace et al.,
1986; Torsvik et al., 1998). Las bacterias obtenidas a partir de técnicas convencionales de cultivo suelen ser muy diferentes a
las identificadas mediante aproximaciones cultivo-independientes; de hecho, muchas veces las bacterias aisladas en cultivo
axénico representan una baja proporcion de las poblaciones microbianas presentes en el ambiente natural (Eilers et al., 2000;
Suzuki et al., 1997). Asi pues, los métodos moleculares han permitido detectar numerosas bacterias no cultivables, algunas
de las cuales constituyen poblaciones dominantes; también pueden proporcionar informacion sobre la funcion de las
poblaciones microbianas, de una manera indirecta; y, finalmente, permiten proporcionar medidas para determinar la influencia
de la polucion y reforzar las practicas de biorremediacion basadas en la microbiota autéctona (White et al., 1998).

Efecto de los factores ambientales sobre la biodegradacion de hidrocarburos

Muchos de los ambientes marinos susceptibles de ser contaminados como consecuencia de los vertidos de petréleo pueden
considerarse ambientes extremos, ya que se caracterizan por estar sometidos a condiciones ambientales extremas, tales
como bajas o altas temperaturas, pH acido o alcalino, concentraciones salinas elevadas y/o elevadas presiones. Por lo tanto,
en estos casos, los microorganismos adaptados a crecer bajo estas condiciones juegan un papel importante en la
biorrecuperacion de los ambientes contaminados.

Temperatura

La temperatura es un parametro fundamental a considerar en la biorremediacion in situ, ya que tanto la biodisponibilidad como
la solubilidad de los compuestos mas hidrofébicos dependen de este parametro. Un incremento de temperatura provoca un
descenso de la viscosidad y, por tanto, afecta al grado de dispersion y al aumento de las tasas de difusion de los compuestos
organicos. Ademas, las bajas temperaturas impiden la volatilizacion de alcanos de cadena corta (< C, ), por lo que aumenta

su solubilidad en la fase acuosa y su toxicidad, lo cual puede ralentizar el proceso de degradacion.

En comparacion con los ecosistemas mesofilicos, hay pocos ejemplos de biorremediacion de lugares contaminados
sometidos a bajas temperaturas. El umbral para una degradacion significativa es de 0°C (Siron et al., 1995). Se han
caracterizado diversos microorganismos adaptados a las bajas temperaturas, capaces de degradar hidrocarburos (Whyte et
al., 1996, 1998; MacCormack y Fraile, 1997; Margesin y Schinner, 1999; Foght et al., 1999). De la misma manera, a
temperaturas elevadas, como por ejemplo en las zonas litorales de regiones semiaridas, también se han encontrado
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pH

La mineralizacion de hidrocarburos se ve favorecida a pHs préximos a la neutralidad. En algunas bacterias heterétrofas
acidofilas se ha demostrado la adquisicion y expresion de genes que codifican enzimas implicados en la degradacion de
hidrocarburos aroméaticos (Quentmeir y Friedrich, 1994). Respecto a los microorganismos alcaléfilos, se sabe que producen
una serie de enzimas extracelulares interesantes desde el punto de vista industrial, pero la informacién sobre su capacidad de
degradar hidrocarburos es limitada (Kanekar, 1999).

Salinidad

Hay una relacién inversa entre salinidad y biodegradacién de hidrocarburos de petréleo (Ward and Brock, 1978). Se ha visto,
que a concentraciones salinas superiores al 2,4% (p/v) de NaCl, el efecto inhibidor es mayor para la degradacion de
fracciones aromaticas y polares que para la fraccion saturada (Mille et al., 1991). No obstante, se conocen microorganismos
capaces de oxidar hicrocarburos a una concentracion salina del 30% (p/v) de NaCl (Kuznetsov et al., 1992; Kulichevskaya et
al., 1992).

Presién

Contaminantes con densidades mayores a la del agua de mar pueden hundirse hasta llegar al fondo marino, donde la presién
hidrostatica es elevada. La combinacién de presion elevada y baja temperatura en el océano profundo provoca una baja
actividad microbiana (Alexander, 1999). Por ejemplo, la tasa de biodegradacion de un consorcio aislado del fondo marino era
unas 10 veces inferior bajo condiciones de océano profundo que a presién ambiental (Schwarz et al., 1975).

Oxigeno

La eficiencia de los procesos de biodegradacion aerdbicos dependera de la temperatura, ya que la solubilidad del oxigeno
depende de ésta. Los pasos iniciales del catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos y aromaticos por parte de bacterias
u hongos implican la oxidacion del sustrato mediante oxigenasas, que requieren oxigeno molecular. Normalmente, no existen
condiciones limitantes en la superficie de la columna de agua o en las capas superficiales de los ecosistemas benténicos
marinos. Sin embargo, con la profundidad, el sistema se vuelve andxico. Tradicionalmente, se ha considerado que la
biodegradacién anaerdbica de hidrocarburos tiene lugar a tasas despreciables, y que, por lo tanto, la importancia ecoldgica es
limitada. No obstante, posteriores investigaciones han puesto de manifiesto la trascendencia de las rutas catabdlicas
anaerobicas en la biorremediacion (Harayama et al., 2004; Van Hamme et al., 2003).

Nutrientes

Cuando hay un vertido de petréleo en ambientes que presentan una baja concentracion de nutrientes inorganicos se suelen
producir elevados cocientes C:N y/o C:P, los cuales son desfavorables para el crecimiento microbiano. Es bien conocido que
la disponibilidad de N y P limita la degradacién microbiana de hidrocarburos. De esta manera, el ajuste de estas proporciones
mediante la adicién de los nutrientes en forma de fertilizantes oleofilicos estimulara la biodegradacion (Swannell et al., 1996).

El conocimiento de las condiciones ambientales que caracterizan el ecosistema que ha sido contaminado es un paso
imprescindible a la hora de disefiar una estrategia de biorremediacién que permita recuperar la zona afectada por el vertido
con éxito. No se tiene un profundo conocimiento sobre los microorganismos degradadores de hidrocarburos y los procesos
biolégicos que estan involucrados en la recuperacion de los ambientes marinos contaminados. No obstante, se han utilizado
diversos métodos, como por ejemplo la adicion de nutrientes para estimular las poblaciones microbianas naturales capaces
de degradar hidrocarburos, o la bioaumentacioén o introduccién de microorganismos o agrupaciones de éstos, los cuales han
supuesto un incremento de la velocidad de biodegradacion. En cualquier caso, la evaluacion de la eficiencia de las diversas
aproximaciones de biorremediacion ha puesto de manifiesto la importancia de los microorganismos degradadores indigenas,
ya que estos se han mostrado mas efectivos que los degradadores inoculados (Radwan et al., 1995; 2000; Margesin y
Shinner, 1997).

Sistema bentdénicos estratificados

Los tapetes microbianos son unos ecosistemas naturales donde microorganismos pertenecientes a diferentes grupos
fisiolégicos se agrupan en unos pocos milimetros de espesor. En ellos pueden establecerse complejas comunidades
microbianas que se estratifican en profundidad, dependiendo de los abruptos gradientes de luz, oxigeno, sulfhidrico y
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cianobacterias y algas eucariotas, principalmente (Fig. 2 A, B, C, D, E). En dichas laminaciones las bacterias heterotréficas
consumen materia organica y oxigeno. Por debajo de éstas, si las condiciones son adecuadas, se sitlan las capas
anaerobicas dominadas por bacterias anaerdébicas fototréficas (Fig. 2 F) y heterotroficas.

Figura 2. Imagenes de microscopia oOptica de contraste de
fases que muestran  microorganismos  fototroficos
caracteristicos de los tapetes microbianos del Delta del Ebro.
A. Amphora eggregia. B. Lyngbya aestuarii. C. Microcoleus
chthonplastes. D. Chroococcus sp. un miembro del grupo
Gloeocapsa. E. Aphanothece sp. un miembro del grupo
Cyanothece. F. Una nueva bacteria roja del azufre. (A, B, C,
E y F, Barra=25 um; D, Barra=50pum).

Este tipo de comunidades, debido a su estructura fisica, son capaces de soportar perturbaciones tales como un episodio de
contaminacion ocasionado por un vertido de petréleo. Tanto es asi que, numerosos estudios han puesto de manifiesto que los
tapetes microbianos no so6lo se desarrollan en ambientes marinos no contaminados; sino que también se encuentran en
lugares sujetos a una contaminacion croénica.

La idea de utilizar los tapetes microbianos para la biorrecuperacion de las zonas litorales contaminadas surgié a raiz de
diversas observaciones realizadas durante la guerra del Golfo en 1991. Dichos ecosistemas rapidamente cubrieron extensas
areas severamente contaminadas con petrdleo y en pocos meses se observo la degradacién de hidrocarburos, tanto aerdbica
como anaerdbicamente. Diferentes investigaciones hablan de la degradacion de hidrocarburos por las cianobacterias
(Raghukumar et al., 2001). Ademas, se ha visto que tapetes microbianos localizados en zonas litorales contaminadas tienen
la capacidad de degradar petroleo, aunque no se han identificado las poblaciones responsables de la metabolizacion de los
compuestos de petroleo (Abed et al., 2002; Grétzschel et al. 2002). No hay duda de que las cianobacterias tienen un papel
crucial en los tapetes, ya que son los responsables del establecimiento de los gradientes de oxigeno y de la sintesis de
materia organica que utilizan las bacterias heterotréficas. De todas maneras, no esta claro si son las cianobacterias o las
bacterias heterotréficas las responsables directas de la biodegradacién de los componentes del petrdleo. Diversas
investigaciones postulan que las cianobacterias tienen la capacidad de oxidar hidrocarburos. Al-Hasan y colaboradores (1998)
mostraron que cultivos no axénicos de Microcoleus chthonoplastes y Phormidium corium aislados a partir de sedimentos
contaminados del Golfo de Arabia eran capaces de degradar n-alcanos. Estudios en Oscillatoria sp. y Agmenellum
guadruplicatum demostraron su capacidad de oxidar naftaleno (Cerniglia et al., 1979, 1980). Ademas, hay otros trabajos que



REVISTA CIENTIFICA Y TEGNICA DE ECOLOGIA Y MEDIO AMBIENTE il W g o

realizados con cianobacterias no esta claro si los cultivos utilizados son axénicos. En este sentido, se han realizado diversas
investigaciones donde las bacterias heterotréficas asociadas a las cianobacterias son las responsables de la biodegradacion.
Estos autores postulan que las cianobacterias por si mismas no serian las responsables directas de la degradacion de los
componentes del petréleo, pero probablemente juegan un papel esencial indirecto soportando el crecimiento y la actividad de
los verdaderos degradadores (Abed et al., 2005; Sorkhoh et al., 1995).

De todo lo expuesto se deduce el interés de estudiar la diversidad de los microorganismos indigenas de los tapetes
microbianos, tanto para determinar el impacto de un episodio de contaminacién sobre las comunidades naturales, como para
identificar los organismos que juegan un papel clave en los procesos de biodegradacion. La utilizacion del medio ambiente
como laboratorio es demasiado costoso en términos ecolégicos. Asi pues, es necesario disefiar sistemas modelo en el
laboratorio, tipo microcosmos, que mimeticen las condiciones ambientales del ecosistema natural y permitan evaluar el efecto
de los contaminantes (Pritchard y Bourquin, 1984).

Aproximacion experimental: microcosmos

Los microcosmos utilizados en los experimentos de laboratorio son modelos miniaturizados con mdltiples componentes, que
permiten comprender las relaciones que se establecen entre las poblaciones microbianas, asi como la funcion de éstas en el
ecosistema cuando tiene lugar un episodio de contaminacién (Fig. 3). Estos sistemas, ademas de los resultados cualitativos,
permiten obtener resultados cuantitativos respecto al comportamiento del contaminante en el medio.

Figura 3. Microcosmos preparados a partir de los tapetes microbianos del Delta del Ebro.
Fotografia cortesia de Marc Lliros.

Un aspecto clave a la hora de considerar si los datos obtenidos a partir del modelo experimental pueden extrapolarse a un
suceso real, es el grado de fidelidad con el que cada modelo experimental reproduce el ecosistema original. En este sentido,
en los tapetes microbianos se han realizado exhaustivos trabajos que presentan una descripcion cualitativa y cuantitativa de
este tipo de comunidades, cuya formacion ha sido inducida en el laboratorio, en los cuales se concluye que tanto la
estructura bésica como los principales componentes de la biota no se alteran significativamente (Fenchel, 1998a, 1998b,
Fenchel y Kuhl, 2000; Kihl y Fenchel, 2000).

Ademas, a la hora de disefiar un experimento utilizando microcosmos, es importante incluir controles apropiados para separar
la biodegradacién real de diferentes procesos abioticos tales como la evaporaciéon de los hidrocarburos, la lixiviacién o la
alteracion fotoquimica que pueden ser responsables de la desaparicion de una cantidad importante de diversos hidrocarburos.

Para demostrar la utilidad potencial de una técnica de biorremediacién, un aspecto importante es documentar la degradacion
del contaminante en condiciones controladas de laboratorio. Ademas de comprobar la eficacia del tratamiento, también es
muy importante ver que éste no tiene efectos colaterales adversos sobre el ecosistema. Los parametros comdnmente
analizados para evaluar la respuesta de los microorganismos frente a una contaminacion por petréleo son los recuentos de

mirranrnaniermne va econa maodiante Ia ta~rnicra Aol niimoarns maAace nrnhahla INMDNDY moeadiante mirrnernania Ao fliinrceroncria A A



REVISTA CIENTIFICA Y TECNICA DE ECOLOGIA Y MEDIO AMBIENTE il h ;

velocidad de degradacién en comparaciéon con los controles no tratados. Estas técnicas, a excepcion de los recuentos
directos al microscopio, estan limitadas por los problemas asociados a los microorganismos no cultivables, haciéndolas
inadecuadas para evaluar la estructura de la comunidad de los ambientes afectados. Por lo tanto, la realizacién de un estudio
fiable requiere el uso de métodos de bhiologia molecular. Dentro de éstos, una de las metodologias mas utilizadas para
detectar alteraciones de la estructura microbiana de la comunidad es la DGGE (Muyzer et al., 1993). Dicha técnica permite
separar fragmentos del DNA en funcién de su secuencia. Asi, por ejemplo, tras la amplificacion de los fragmentos del gen del
rRNA 16S y la realizacién del gel de DGGE, se obtiene un perfil de bandas caracteristico que constituye la huella genética de
la comunidad (Fig. 4A). Los perfiles que se obtienen de las diferentes muestras pueden compararse considerando cada banda
como un caracter que puede estar presente (1) o ausente (0); de manera que, a partir de estos datos, se puede obtener la
matriz de disimilitud. Finalmente, se puede utilizar un método de agrupacion jerarquico unweighted pair-group method
(UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973), basado en las distancias euclideas, que permite agrupar las muestras segun el grado de
similitud y obtener un dendrograma como el que se muestra en la Figura 4B, el cual ha sido elaborado a partir de los perfiles
de bandas que se muestran en la misma figura y forma parte de un estudio realizado con el propdsito de analizar los cambios
de diversidad asociados a la transformacién de petréleo en microcosmos preparados a partir de tapetes microbianos del Delta
del Ebro (Martinez-Alonso et al., 2004).
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Figura 4. A. Perfiles de DGGE correspondientes a los
productos de PCR obtenidos a partir de la amplificaciéon de
fragmentos del rRNA 16S con cebadores especificos para
cianobacterias (carril 1, CPA, carril 2, CPD, carril 3, CPF,
carril 4, EPB, carril 5, EPC, carril 6, EPE, carril 7, EPG,
carril 8, EPN, carril 9, CNA, carril 10, CND, carril 11, CNF,
carril 12, ENB, carril 13, ENC, carril 14, ENE, carril 15,
ENG, y carril 16, ENN). B. Dendrograma realizado a partir
del andlisis de las bandas que aparecen en el gel anterior.
El codigo de tres letras identifica la muestra. La primera
letra corresponde al control (C) o al experimento (E); la
segunda letra indica zona pigmentada (P) o sedimento
negro (N), y la tercera letra es la secuencia en el tiempo.

Existen numerosos trabajos sobre biodegradacién de hidrocarburos realizados en microcosmos (Bachoon et a., 2001; Evans
et al.,, 2004). Sin embargo, cuando estos estudios se realizan en tapetes microbianos dicho nimero se ve enormemente
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En el afio 2001 nuestro grupo de investigacion se involucré en un proyecto europeo multidisciplinario, MATBIOPOL, cuyo
proposito era evaluar el potencial biorremediador de los tapetes microbianos sujetos a una contaminacion con petréleo. Uno
de los objetivos de dicho proyecto era desarrollar sistemas modelo de los tapetes microbianos en el laboratorio que
permitieran el estudio del efecto y la respuesta de este tipo de ecosistema a un vertido de petréleo. Las conclusiones mas
destacadas obtenidas por los distintos grupos de investigacion que integraban este proyecto se detallan a continuacién. En
primer lugar, los tapetes microbianos desarrollados en el laboratorio muestran un comportamiento similar al observado en el
ambiente natural ya que, cuando son cubiertos con petroleo, reaccionan, de manera que a las pocas semanas recubren la
pelicula de crudo. Las cianobacterias filamentosas migran hasta la superficie y llegan a constituir una nueva capa bacteriana
sobre el petréleo. El petréleo queda atrapado en el tapete entre una capa éxica por encima y una andxica por debajo,
originandose una situacion favorable para la biodegradacion (Martinez-Alonso et al., 2004). Tras el contacto con el petr6leo se
observa un cambio de su estructura comparada con la perteneciente a los no contaminados. Las cianobacterias producen
exopolisacaridos que forman una matriz que emulsiona el petréleo y permite el desarrollo de la comunidad degradadora de
petréleo. Las bacterias aerdbicas son mas activas en la matriz por la accesibilidad a los hidrocarburos y por la elevada
produccion de oxigeno por parte de las cianobacterias (Benthien et al., 2004). Respecto a las bacterias fototréficas, esté claro
que las cianobacterias son los elementos estructurales mas importantes de los tapetes, pero su papel en el ataque de los
hidrocarburos todavia no esta claro (Cohen, 2002). Con referencia a las bacterias heterotrofas, varios grupos bacterianos son
seleccionados tras la contaminacién, principalmente el género aerébico Marinobacter y algunas bacterias reductoras de
sulfato (Bonin et al., 2004; McGowan et al., 2004).

En los tapetes microbianos, la degradacion biolégica de los componentes del petréleo bajo condiciones andxicas es lenta vy,
presumiblemente, altamente selectiva (Bonin et al., 2004; Gorégues et al., 2004). En las capas andxicas, bajo el petréleo, las
bacterias reductoras de sulfato son mas eficientes cuando coexisten con las bacterias rojas del azufre, para una mejor,
aunque todavia lenta biodegradacion (Ranchou-Peyruse et al., 2004).

Las interacciones entre las bacterias aerobias y anaerobias en la interfase oxica-andxica hace que la biodegradacion sea mas
eficiente, pero todavia no completamente bien entendida. Diversas moléculas pueden ser degradadas eficientemente (alcanos
lineales y ramificados, compuestos poliaromaticos). Estas moléculas pueden ser biodegradadas de manera aerébica por
bacterias del género Marinobacter (McGowan et al.,, 2004), y anaerébicamente mediante bacterias desnitrificantes o
reductoras de sulfato (Bonin et al., 2004; Gorégues et al., 2004).

En resumen, los estudios realizados en el marco de este proyecto ponen de manifiesto la eficiencia de los microcosmos para
valorar el impacto de un episodio de contaminacion con petréleo sobre los tapetes microbianos, a la vez que muestran la
importancia que pueden tener estos ecosistemas para una buena recuperacién de las zonas litorales que sufren una
contaminacion crénica o puntual.
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