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RESUMEN

La columna de Winogradsky (CW) es un méto-
do para evaluar diversidad microbiana median-
te variaciones colorimétricas, producto de las
reacciones bioquimicas de bacterias involucra-
das en ciclos geoquimicos. Este estudio tuvo
como objetivo la evaluacion preliminar de la
diversidad microbiana en la quebrada El Mufa
(San Francisco, Cundinamarca), empleando
Columnas de Winogradsky, para recrear arti-
ficialmente un ecosistema microbiano del lugar
variando sustratos para enriquecer grupos mi-
crobianos diferentes. Esto servird como base en
el desarrollo de investigaciones en ecologia
microbiana. Se realizaron seis CW (cinco trata-

mientos y un control) con lodo y agua de la

quebrada El Muifia, a cada columna tratamien-
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to, se le modifico la fuente de carbono, azu-
fre y hierro. Las columnas se mantuvieron
por 27 semanas en exposicion parcial a luz
natural y se registraron los cambios en las

semanas cero, cuatro y veintisiete.

Se determiné en la zona de estudio una alta
concentracion de bacterias sulfiireas y qui-
mioheterotrofas asociadas a la presencia de
sulfatos y metales pesados, conforme se
desarrollaron las CW, esto permite relacio-
nar las condiciones del lugar con la diversi-
dad microbiana alli presente, por consiguien-
te, dichos organismos son de interés ambien-
tal porque pueden ser empleados como posi-
bles agentes biorremediadores en zonas con-

taminadas con sulfatos y metales pesados.
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ABSTRACT

The Winogradsky column (WC) is a method to
evaluate microbial diversity through colorimet-
ric variations; these appear as a product of the
biochemical reactions of bacteria involved in
geochemical cycles. This study aimed at the
preliminary assessment of microbial diversity
in El Mufia ravine (San Francisco, Cundina-
marca), using WC to artificially recreate a mi-
crobial ecosystem of the site by varying sub-
strates to promote the growth of different mi-
crobial groups. This may be used as a base for
the development of researches in microbial
ecology. Six WC (five treatments and one con-
trol) were performed with mud and water from
El Muna ravine, in each treatment column was
modified the source of carbon, sulfur and iron.
The columns were kept for 27 weeks in partial
exposure to natural light and changes in zero,
four and twenty-seven weeks were recorded.

The study area had a high concentration of Sul-
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phur bacteria and chemoheterotrophs associ-
ated with the presence of sulphates and
heavy metals, this allows to relate the condi-
tions of this place using the analysis of the
microbial diversity in there, therefore, these
organisms have an environmental interest
because they can be used as potential biore-
mediatory in areas contaminated with sul-

phates and heavy metals.
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biochemical cycles, El Mufia ravine.

INTRODUCCION

Los microorganismos del suelo contribuyen
en la sustentabilidad de los ecosistemas por
ser los principales agentes del ciclado de nu-
trientes regulando la dindmica de la materia
organica, el secuestro de carbono, la estruc-
turacion, retencion de agua, entre otros
(Correa, 2013), siendo intermediarios entre
componentes bidticos y abiodticos. Con su
metabolismo son capaces de incorporar ele-

mentos minerales de los constituyentes del
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suelo, cuyos productos tienen una afectacion
directa en los ciclos biogeoquimicos (Gadd,
2010), los cuales se ven alterados por activida-
des antropicas como la agricultura, emisiones

industriales, entre otras.

El estudio de la diversidad microbiana permite
realizar un diagnoéstico preliminar de las condi-
ciones del suelo porque la ausencia o presencia
de determinados componentes limita o favore-
ce el desarrollo de microorganismos, estable-
ciéndose comunidades bacterianas especificas
en funcion de sus requerimientos nutricionales;
estas pueden identificarse macroscopicamente
empleando CW, al evaluar el desarrollo de
franjas colorimétricas, resultado del metabolis-
mo microbiano y del ciclo geoquimico en el
que intervienen. Este modelo artificial repre-
senta un medio de cultivo enriquecido bajo
condiciones controladas, utilizado para estudiar
el crecimiento de comunidades microbianas,
sucesiones y las interacciones con los ciclos
geoquimicos, como la incorporacion de sustan-
rutas metabdlicas

clas contaminantes a

(Babcsanyi, Meite y Imfeld, 2017).
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La vereda Muifia (San Francisco, Cundina-
marca) se caracteriza por tener suelos clases
I, 1V, VI y VII, que presentan limitaciones
para la explotacion agropecuaria, por esto
principalmente se destinan para conserva-
cion (Betancourt y Torres, 2016), sin embar-
go, mediante una visita realizada al lugar, se
encontrd que el territorio presenta problema-
ticas asociadas a actividades avicolas, inade-
cuado manejo y disposicion de residuos soli-
dos y liquidos a cuerpos de agua y en campo

abierto.

El objetivo del presente estudio fue la eva-
luacion preliminar de la diversidad micro-
biana de la quebrada El Muna, empleando
CW, modificando las fuentes nutricionales
para conocer los gremios microbianos pre-
dominantes que se han adaptado a las condi-
ciones actuales de la quebrada, con mira a
ser empleados en investigaciones futuras
como posibles candidatos para procesos de
biorremediacion, teniendo presente que no

se han realizado estudios asi en este lugar.
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METODOS

Se realizd la construccion de cinco CW con
diferentes fuentes nutricionales y una columna
control. Se mantuvieron por 27 semanas con
exposicion parcial a luz solar y se registraron
los cambios macroscopicos en las semanas ce-

ro, cuatro y veintisiete.

Preparacion de columnas:

El agua y el suelo utilizados para construir las
columnas se tomaron de la quebrada El Muna
(San Francisco, Cundinamarca), en las coorde-
nadas 4° 59” 42.21”" de latitud norte y 74° 17’
21.89”’ de longitud occidental a una altura de

1508 m.s.n.m.

Las CW se elaboraron en 6 botellas plasticas
de 600 mL previamente lavadas para retirar
algiin contaminante, a las cuales se les cort6 la
parte angosta y se rotularon asi: (I) control, (II)
carbono, (III) azufre, (IV) hierro, (V) carbono
y azufre, (VI) hierro, carbono y azufre. Se to-
maron del lugar de estudio 2L de agua y 3L de
lodo. En la CW control se deposité 450mL de

lodo sin retirarle o modificarle su composicion
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y 100 mL de agua de la quebrada.

Para las CW tratamiento primero se retird
del lodo residuos grandes -como rocas y pa-
los- y en cada columna se depositdo 450 mL
de lodo con sus respectivas variaciones. Los
tratamientos se modificaron asi: (a) Colum-
na (II): 250 g de papel periddico triturado -
sin tinta-, (b) Columna (III): una yema cruda
de huevo de gallina, (c) Columna (IV): tres
puntillas de hierro, (d) Columna (V): los
mismos materiales de las columnas (II) y
(IIT) y, la Columna (VI): los mismos elemen-

tos de las columnas (IV) y (V).

Se mezclaron los ingredientes adicionados
con el lodo, en caso de ser necesario se adi-
ciond agua del mismo lugar de estudio para
que la mezcla tuviera la misma consistencia
del lodo de la CW control. Se golped sobre
una superficie la base de la columna para
retirar aire y finalmente se agregd a cada
CW 100mL de agua recolectada en la que-

brada para cubrir el lodo.

En todas las CW se dejé un espacio de 2cm

entre el borde de la columna y el nivel del
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agua. Se cubri6 la parte superior de cada CW  de la columna que recibia luz natural directa
con papel plastico transparente y se colocaron (zona A) y el lado que no recibia luz natural

en una ventana. directa (zona B).
Biticora de las columnas de Winogradsky: ~ RESULTADOS

Se realiz6 el registro fotografico de cada CW A continuacion, se presenta el registro foto-
en las semanas 0, 4 y 27 y en una bitacora se  grafico de las CW control y tratamientos
anotd: fecha de cada revision, los cambios ob-  €valuadas.

servados en cuanto a color y turbidez en el lado

1b lc

P

Semana 0 Semana 4

2b 2¢c

Semana 0 Semana 4 Semana 27

Figura 1. Evolucién macroscépica de las Columnas de Winogradsky I y IT

Fuente: Autores
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3c

4c

Semana 0 Semana 4 Semana 27

Hustracién 1. Evolucion macroscopica de las Columnas de Winogradsky II1 y IV. Fuente: Autores

S5a 5b 5¢
[\
Semana 0 Semana 4
6b 6¢c
Semana 0 Semana 4 Semana 27

Tlustracion 2. Evolucion macroscopica de las Columnas de Winogradsky V y VI. Fuente: Autores

33
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En la semana cero se distinguia en todas las
CW dos capas: (i) una solida de suelo oscura y
(i1) una liquida transparente, éstas fueron va-
riando a través del tiempo, ver figuras 1 — 6

parte a.

En la semana cuatro, la columna (I) presentd
en la superficie de la fase solida un color verde
tenue y en la fase liquida no hubo cambios sig-
nificativos (figura 1). Las columnas (II), (III),
(IV), (V) y (VI) presentaron coloraciones ver-
des, amarillas y naranjas, con mayor intensidad
del color en la zona A (figuras 2b, 3b, 4b, 5b y
6b). Las columnas (III), (V) y (VI) presentaron
una tonalidad vino tinto, con mayor intensidad
en la zona B. Predominando las tonalidades
amarilla y naranja en estas columnas (figuras
3b, 5b y 6b). En la columna (IV) se evidencia-
ron ligeras tonalidades amarillas y en la colum-
na (II) una tonalidad naranja fraccionada en el
lodo, siendo mas intensas en la zona B (figuras

2b y 4b).

En la semana 27, las coloraciones naranjas y

amarillas adquirieron mayor intensidad en la
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zona A de las columnas (V) y (VI) y en la
zona B presentaron mayor concentracion de
manchas vino tinto y verdes (figuras 5c y
6¢). En la columna (III) se form6 una estrati-
ficacion microbiana muy evidente en la zona
A, observandose las mismas franjas colori-
métricas reportadas en la semana cuatro con
mayor intensidad, a excepcion de la franja

vino tinto que vir6 a color negro (figura 3c).

DISCUSION

La CW permite evaluar el metabolismo de
los microorganismos para identificar ecosis-
temas microbianos, su composicion, como
las actividades metabolicas que se llevan alli
por este tipo de organismos. Su desarrollo
puede limitarse por la intensidad de la luz,
presencia de compuestos azufrados y dispo-
nibilidad de oxigeno (Abbasian, Lockington,
Mallavarapu y Naidu, 2015). Por consi-
guiente, la capacidad metabdlica microbiana
es el resultado de las reacciones catalizadas
segun la composicion quimica del sistema
suelo/agua, por tanto, cada especie prolifera

en el ambiente segin las condiciones y nu-
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trientes ideales estableciendo comunidades cla-
ramente visibles y diferenciables seglin el color
desarrollado en el microecosistema. Por esto
fue posible evaluar el desarrollo en las CW
identificando las coloraciones porque en las
columnas tratamiento se agregaron las sustan-
cias adicionadas en las CW tratamiento actua-
ron como fuente de carbono y/o como aceptor
o donador de electrones en las diferentes reac-

ciones metabodlicas microbianas.

En todas las columnas se desarrollaron micro-
organismos fotoautdtrofos aerobios, formando
tonalidades verdes en la zona superior del sedi-
mento y del agua, estos microorganismos gene-
ran oxigeno y mantienen la zona oxica de las
columnas al realizar fotosintesis aerobia
(Madigan, Martinko, Bender, Buckley, y Stahl,

2015).

En las columnas (III), (V) y (VI) se determind
la presencia de bacterias purpuras del azufre,
ya que segin Rundell et al., (2014) son las res-
ponsables de zonas de color rojo, violeta o vino
tinto en las CW, particularmente en la parte

superior media, como se observa en las figuras
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3, 5 y 6. Las coloraciones son el resultado
metabolico cuando las bacterias purpuras del
azufre utilizan H,S u otros compuestos redu-
cidos de azufre como donadores de electro-
nes en la fotosintesis anoxigénica, por esto la
zona A tenia esta coloracion. El H,S provie-
ne de la respiracion anaerobia de sulfatos
que ocurre en las zonas profundas de la co-
lumna gracias a la provision de lipovitelina
presente en la yema de huevo, que actia co-
mo precursor de compuestos azufrados
(Ruiz, 1994). Las coloraciones verdes en la
zona anaerobia de las columnas se asocian a
bacterias verdes del azufre, estas son foto-
sintéticas anoxigénicas y obtienen energia a
partir de la luz pero no producen oxigeno y
necesitan azufre reducido como fuente re-
ductora (Curtis, Barnes, Schnek, y Massari-
ni, 2007). En la zona B de las columnas
(III), (V) y (VD) se presentaron las mismas
coloraciones mencionadas para la zona A.
Finalmente, la coloracion negra en la parte
inferior de estas columnas se relaciona con
fer-

microorganismos quimioheterotrofos

mentadores o reductores de sulfatos; tam-
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bién evidencia la precipitacion de sulfuros de
metales pesados (Lopez, 2007), indicando la
presencia de estos en el sedimento original.
También sefiala la presencia de compuestos
organicos productos de procesos de fermenta-

cién microbiana (Atlas y Bartha, 2002).

Segun Rundell et al. (2014) las comunidades
microbianas se ven afectadas por el sedimento,
su profundidad y la fuente de celulosa suple-
mentaria. En el presente estudio la fuente de
carbono evaluada fue papel periddico que con-
tiene carbohidratos como la celulosa y la hemi-
celulosa entre el 20 al 75% (Zhu, 2011), sin
embargo, se determind que los microorganis-
mos presentes en el suelo no fueron capaces de
asimilar completamente este compuesto porque
la columna (IT) presentd poco desarrollo bacte-
riano en comparacion a las que contenian azu-
fre y al finalizar la semana 27 se aprecio la es-

tructura del papel intacta.

El hierro es utilizado como cofactor para mu-
chas enzimas y proteinas reguladoras, en sus
formas ferroso y férrico, con todo el crecimien-

to microbiano se vio limitado en las columnas
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(IV) y (VD), por esto se asume que las bacte-
rias autoctonas no son capaces de involucrar
el hierro en sus rutas metabolicas, debido a
que no se observo un desarrollo significativo

del color.

En la CW control no se evidenci6 un creci-
miento de bacterias pertenecientes al ciclo
del azufre, debido a que estas dependen de
un sustrato orgénico, y el sedimento original
tomado de la quebrada se caracteriza por ser
un suelo poco evolucionado, en otras pala-
bras, es un suelo que tiene alto contenido de
minerales y bajo contenido de materia orga-
nica (IGAC, 2000) por ello el desarrollo mi-
crobiano fue més evidente en las CW enri-
quecidas. Madigan et al. (2015) afirma que
la ubicacion de cada gremio microbiano -
grupos de microorganismos metabolicamen-
te semejantes- estd dado por la disponibili-
dad de donadores y aceptores de electrones.
Ademas, las reacciones de 6xido-reduccion
que se dan en cada ciclo geoquimico estan
directamente involucrados con el ciclado de

nutrientes en el sistema.
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Finalmente, al hacer una revision bibliografica
de estudios realizados en la quebrada El Muna
(San Francisco, Cundinamarca) no se encontrd
informacion sobre la diversidad microbiana del
lugar, por lo que el presente estudio toma rele-
vancia, pues es necesario conocer la microbiota
de la zona para determinar las condiciones del
cuerpo de agua, caracterizar microorganismos
capaces de llevar a cabo procesos de biorreme-
diacién en lugares contaminados con sulfatos y

metales pesados.

CONCLUSIONES

La evaluacion sobre la presencia de microorga-
nismos en sistemas artificiales como la colum-
na de Winogradsky permite conocer la presen-
cia de gremios microbianas y su interaccion
con los componentes abidticos del ecosistema.
Estos datos son la base para procesos de bio-
rremediacion en ambientes contaminados para
realizar procesos de bioaumentacion segin el
ciclo geoquimico en el cual intervengan y las
caracteristicas quimicas de los contaminantes a

retirar del lugar en estudio.
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Con esta evaluacion preliminar, se puede
inferir que el suelo de la quebrada el Muia
contiene sulfatos debido a la presencia de
bacterias quimioheterotrofas fermentadores
o reductores de sulfatos y de compuestos
azufrados, relacionados con la inadecuada
disposicion de residuos, por tanto, se reco-
mienda continuar con estudios en la quebra-
da que permitan aislar e identificar los géne-
ros microbianos en estudios de ecologia mi-
crobiana y evaluar la utilizacion de estos en

procesos de biorremediacion.
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