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RESUMEN

INTRODUCCION

En los ecosistemas acuaticos, el intercambio de agua ya no se considera una opcién adecuada para la gestion en la acui-
cultura, siendo entonces el interés particular evitar este recambio de agua en la generacion de compuestos que contienen
nitrégeno, la mejor opcidén para lograr evitar este recambio de agua es el ciclo biolégico del nitrégeno, donde compuestos
toxicos del nitrégeno que se acumulan por los desechos del metabolismo de peces, alimentos no consumidos y matetia orga-
nica, entre otros, son transformados a compuestos nitrogenados menos toxicos y que se liberan a la atmésfera como gases.

OBJETIVO
Describir los procesos, bacterias y arqueobacterias reportados en la literatura cientifica como participes en el ciclo bio-
légico del nitrégeno en ecosistemas de agua dulce.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una revision sistematica de la literatura cientifica donde se incluyeron los articulos publicados desde el 2002
hasta 2012, disponibles en las bases de datos del sistema de bibliotecas de la Universidad de Antioquia (ScienceDirect, ACS,
SpringerLink y PubMed), se utilizaron las palabras claves segun la base de datos de descriptores cientificos “DecS”, entre ellas

s 9« SIS

“nitrogen cycle”, “bacteria”, “archaea”, “freshwater”, “aquatics ecosystems”y “aquarium’.

REsuLTADOS

De un total de 383 articulos, se seleccionaron 54 que cumplieron con los criterios de inclusion, a partir de los cuales se descri-
bi6 el ciclo del nitrégeno y los procesos que en €l se dan como la nitrificacion, la desnitrificacion y el proceso anammox, asi
como también se describen las bacterias y arqueobacterias que participan en estos procesos, las enzimas involucradas en cada
proceso y los factores fisico-quimicos que influyen en el ciclo biolégico del nitrégeno, adicionalmente se describen brevemen-
te algunos métodos que han demostrado optimizar la eliminacién de compuestos nitrogenados en ecosistemas de agua dulce.

CoNcLUSION

La diversidad de bacterias y arqueobacterias que participan en el ciclo del nitrégeno esta subestimada, debido a la di-
ficultad de aislarlas en el laboratorio por los métodos tradicionales, ademas se concluye que se necesitan estudios que
demuestren las diversas interacciones de los diferentes tipos de microorganismos que participan en el ciclo del nitrégeno
en otros habitats naturales.

PALABRAS CLAVES
Ciclo del nitrégeno, Bacterias Oxidantes de Amonio (AOB), Arqueas Oxidantes de Amonios (AOA), Bacterias Oxidantes
de Nitrito (NOB), bacterias anaerobias oxidantes de amonio (anammox), ecosistemas acuaticos, agua dulce.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

In aquatic ecosystems, water exchange is no longer
considered a suitable option for management in aqua-
culture. As avoidance of this water exchange in gene-
ration of nitrogen-containing compounds has beco-
me an objective in the field, the best option to achieve
it is the biological nitrogen cycle, where toxic nitrogen
compounds accumulated in the metabolic waste of
fish, uneaten food and organic matter, among others,
are processed to less toxic nitrogen compounds and
are released into the atmosphere as gases.

OBJECTIVE

To desctribe processes, bacteria and archeobacteria
reported in scientific literature as participants in the
biological nitrogen cycle in freshwater ecosystems.

MATERIALS AND METHODS

A systematic review of scientific literature that inclu-
ded articles published from 2002 to 2012, available in
the databases of the library system of the University
of Antioquia (ScienceDirect, ACS, SpringerLink and
PubMed) was carried out; the keywords employed in
accordance to scientific database descriptors (DecS)
wetre ‘“nitrogen cycle”, “bacteria”, “archaea”, “freshwater”,
“aquatics ecosystems”y “aquarinm’”.

ResuLts

From a total of 383, 54 articles that complied with
the inclusion criteria were selected. Such articles des-
cribed the nitrogen cycle and the processes that oc-
cur in it as nitrification, denitrification and anammox
process, as well as bacteria and archaea involved in
these processes; the enzymes involved in each process
and physicochemical factors affecting the biological
nitrogen cycle were also described. In addition, some
methods that have been proven effective in optimi-
zing the removal of nitrogen compounds in freshwa-
ter ecosystems are briefly described.

CoNcLUSIONS

Diversity of bacteria and archaea that are involved in
the nitrogen cycle is overlooked due to the difficulty
to isolate them by traditional methods in the labora-
tory. In addition, it is concluded that studies which
show the various interactions of different types of
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microorganisms that are involved in nitrogen cycle in
other natural habitats are required.

KEey worbps

Nitrogen cycle, Ammonia Oxidizing Bacteria (AOB),
Ammonium Oxidizing Archaea (AOA), Nitrite Oxi-
dizing Bacteria (NOB), ammonia oxidizing anaerobic
bacteria (anammox), aquatic ecosystems, fresh water.

INTRODUCCION

El nitrégeno (N) es un compuesto presente en la at-
mosfera y se encuentra en un intercambio constante,
esta relacionado con la fertilidad de los suelos, que in-
fluencia directamente la producciéon de la vida vegetal
en diferentes ambientes y cuyo desequilibrio afecta la
red tréfica y en el agua la acumulacion de productos ni-
trogenados organicos puede causar diversos problemas,
tales como la eutrofizacion, el consumo de oxigeno en
el ecosistema en el cual se encuentran, y adicionalmente
formarse compuestos toxicos y mutagénicos para los
seres vivos expuestos, tales como ion amonio (NH,")
y amoniaco (NH,)."* También se debe tener en cuen-
ta que la contaminacién de compuestos nitrogenados
como nitratos (NO,), amonios y nitritos (NO,) (estos
ultimos adn en bajas concentraciones) en aguas super-
ficiales es de gran preocupacién, ya que puede tener
efectos negativos sobre el abastecimiento de agua y so-
bre los ecosistemas de agua dulce y costeros.”**

Dentro de los sistemas acuaticos el intercambio de
agua ya no se considera una opcion adecuada para la
gestioén en la acuicultura. Sin embargo, el interés prin-
cipal de la acuicultura de alta densidad sin recambio de
agua es la generacién de compuestos que contienen
nitrégeno, dentro de ellos el amoniaco, los nitritos
(son sales o ésteres del acido nitroso (HNO,) y dentro
de ellos también el ion nitrito (NO,)) y nitratos (sales
o ésteres del 4cido nitrico (HNO,)), que se presentan
como consecuencia del exceso de alimentos y residuos
fecales, los cuales pueden afectar negativamente la pro-
ductividad de la acuicultura y el medio ambiente.’

Los compuestos toxicos del nitrogeno bioacumula-
dos en los sistemas acuaticos, deben ser eliminados por
procesos biolégicos que no afecten a los peces que lo
habitan,” por tal razén se da una eliminacion de estos
compuestos por medio del ciclo del nitrégeno que tiene
gran relevancia en la interacciéon de compuestos nitro-



Galvan LA, Rios LA.

genados, los cuales permiten un intercambio e interac-
cién en los distintos ambientes naturales y artificiales,
a través de bacterias especificas que actdan en deter-
minados puntos del ciclo del nitrégeno, convirtiendo
compuestos toxicos del nitréogeno en compuestos que
implican menor toxicidad y/o gases volatiles que se
eliminan facilmente del sistema acuatico.**

Es de esta forma como el ciclo del nitrégeno des-
cribe la transformacién de gases de nitrégeno y otros
compuestos nitrogenados en el medio ambiente, esto
consiste principalmente en procesos dirigidos por mi-
croorganismos que incluyen la nitrificacién (oxidacién
aerdbica de amonio y oxidacién de nitrito), desnitrifica-
cién y oxidacion anaerébica de amonios (anammox) y
la fijacién, pero dentro del ciclo del nitrégeno la unién
de la nitrificacién con la desnitrificaciéon son el mayor
mecanismo de remocion de nitrégeno y es el mas estu-
diado hasta hoy,””"" donde un proceso de nitrificacion
incompleta puede provocar graves riesgos ecologicos
(por cjemplo, la eutrofizacién y la formacion de es-
puma) y los problemas relacionados con la salud (por
ejemplo, la muerte de los peces, la liberacion de nitritos
y/o nitratos en el agua potable y metahemoglobine-
mia),"” sin embargo, la via anammox es atractiva para
la eliminacién completa de nitrégeno en los sistemas
de acuicultura, ya que es econémicamente ventajoso,
porque requiere por lo menos 50% de oxigeno en com-
paracién con el proceso convencional de nitrificacion-
desnitrificacion, ademas, en esta via no se necesita nin-
gun donador de electrones organico adicional, porque
es un ciclo autétrofo, donde la eliminacién de nitrége-
no se da por la oxidacién del amonio con la hidracina
(N,H,) como intermediario, por medio de la enzima
hidracina oxidoreductasa.” El proceso de fijacion del
nitrégeno es un proceso también importante dentro
del ciclo del nitrégeno, ya que se transforma por me-
dio de cianobacterias y otros microorganismos el ni-
trégeno inorganico (N,) en fuente de nitrégeno como
el amoniaco (NH,"),” pero no es de interés en nuestro
estudio, ya que la importancia de este estudio es la
remocién de los compuestos nitrogenados dentro de
los ecosistemas de agua dulce y no la fijacién en estos.

Recuentos directos de bacterias en muestras am-
bientales, tales como agua dulce, agua de mar y sedi-
mentos, 2 menudo exceden los recuentos viables en
varios 6rdenes de magnitud, esto puede ser debido
a la presencia de bacterias no cultivables o de dificil
crecimiento en cultivos convencionales, lo cual puede
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significar una subestimacién del nimero de bacterias
que participan en el ciclo del nitrégeno,”* pero con
el avance de las técnicas moleculares recientemente
se ha demostrado que las bacterias que intervienen
en el ciclo del nitrégeno estin predispuestas gené-
ticamente para utilizar el nitrégeno en sus procesos
vitales (al emplear el nitrégeno o sus compuestos en
funciones metabélicas), siendo estos genes empleados
como marcadores funcionales, por ejemplo, las bacte-
rias desnitrificantes son anaerobios facultativos, que
pueden reemplazar el oxigeno por los 6xidos de ni-
tréogeno como receptores terminales de electrones en
condiciones anoxicas gracias a que pueden sintetizar
enzimas que le dan esta caracteristica metabdlica."'®
Con la aplicabilidad del analisis del gen 16S rfRNA
se ha demostrado su utilidad para la taxonomia y filo-
genia bacteriana y procariota, ademas las amplias bases
de datos actualmente disponibles para las secuencias
de gen 16S tRNA han facilitado analisis detallados
de las relaciones filogenéticas entre las bacterias no
identificadas previamente. Uno de los enfoques mas
ampliamente adoptado para el examen de la diversi-
dad bacteriana se basa en la deteccion de bibliotecas
de clones del gen 16S rRNA, tipicamente obtenido
de bacterias, por técnicas moleculares, por ejemplo,
mediante la amplificacién de dicho gen por la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), la cual emplea ce-
badores que son especificos para el gen 16S rRNA.""
Los indican  que
B-proteobacterias nitrificantes son mas importantes que
las y-proteobacterias nitrificantes en diversos entornos
donde se lleva a cabo el ciclo del nitrégeno. Sin embar-

estudios moleculares las

g0, la presencia notablemente baja de 8-proteobacterias
y y-proteobacterias nitrificantes o con sus capacidades
metabolicas limitadas (es decir, la dependencia de oxi-
geno) ayudo a identificar nuevos grupos de nitrificantes,
un hallazgo importante es la descripcién de numerosas
arqueas en el océano, estuarios y ecosistemas del suelo
que son capaces de llevar a cabo la nitrificacion y pue-
den ser las nitrificantes predominantes en muchos eco-
sistemas. Otro descubrimiento importante es un grupo
de microorganismos que utilizan la via de la oxidacién
anaerobia del amonio (anammox). Estos microorganis-
mos hacen la oxidaciéon del NH," y la reduccion del
NO, y se encuentran ampliamente distribuidos en los
ambientes acudticos anoxicos.!

Gracias a los analisis genéticos se ha logrado descri-
bir las bacterias y arqueobacterias que participan en el
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ciclo del nitrégeno, adicionalmente, los estudios sobre
la ecologia microbiana han puesto de relieve los nuevos
procesos y actores en el ciclo del nitrégeno. Razén por
la cual se hace necesario comprender y caracterizar los
organismos convertidores del nitrégeno, con el fin de
conocer su estructura, diversidad y funcién” y debido a
todo esto el objetivo principal de nuestra revision es el
de describir los procesos, bacterias y arqueobacterias
reportados en la literatura como participes en el ciclo
biolégico del nitrégeno en ecosistemas de agua dulce.

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Se disefio un estudio donde se relacionan las bacterias
y arqueobacterias que intervienen en los diversos pro-
cesos del ciclo del nitrégeno en los sistemas acuaticos
aplicables al agua dulce, por medio de los diferentes
estudios realizados en remocién biolégica del nitrége-
no y de compuestos nitrogenados, y a partir de estos
estudios responder a la pregunta ;Cudles son los pro-
cesos, las bacterias y las arqueobacterias reportados en
la literatura como participes en el ciclo biolégico del
nitrégeno para la remocién de compuestos nitrogena-
dos en ecosistemas de agua dulce?

Durante el estudio, se incluyeron los articulos pu-
blicados desde el 2002 hasta diciembre de 2012, dispo-
nibles en las bases de datos del sistema de bibliotecas
de la Universidad de Antioquia (ScienceDirect, ACS
y PubMed), se utilizaron las palabras claves segtn la
herramienta DecS, que permitié encontrar el vocabu-
latio adecuado para la busqueda de literatura en las
bases de datos. Los términos seleccionados como cti-
tetio de busqueda fueron: “Nitrogen cycle”, “bacteria”,
“archaea’”, ‘freshwater”, “aquatics ecosystems”y “aquarium’,
adicionalmente se incluyeron siete articulos de la
base de datos Springerlink, los cuales eran importan-
tes para la revision. Fue necesario utilizar bisquedas
combinadas con estas palabras (“Nitrogen cycle” AND
(bacteria OR archaea) AND  “aguatics ecosystenss” AND
“freshwater”), ya que con una sola guia se perdfa gran
cantidad de estudios necesarios pata la revision.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados, se
incluyeron articulos de investigacién originales, en idio-
ma inglés, que documenten bactetias y/o arqueas que
participen en el ciclo del nitrégeno o remocién de com-
puestos nitrogenados en acuatios de agua dulce o eco-
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sistemas naturales de agua dulce, asi como también los
articulos que describieron el ciclo del nitrégeno. Los
articulos excluidos fueron aquellos articulos que no tu-
vieron relacién con el ciclo del nitrégeno en fuentes de
agua dulce o que no se relacionaban con los sistemas
acuaticos convencionales en los que se lleva a cabo la
crianza de peces ornamentales provenientes de tios.

Para realizar esta revision, los articulos de interés
inicialmente fueron seleccionados por titulo y conte-
nido del abstract y del cuerpo del articulo, teniendo
en cuenta los criterios de inclusion establecidos. Con
la basqueda bibliografica inicial se logré obtener un
total de 383 articulos y por medio de la herramienta
EndNote web se eliminaron los articulos duplicados.

Eliminando los articulos duplicados y revisio-
nes no filtradas se obtuvo un total de 383 articulos
(mas sicte de Springerlink que cumplieron los crite-
rios de inclusién), luego se excluyeron aquellos que
cumplian los criterios de exclusién, quedando 54
articulos (Tabla 1y Iigura 1).

RESULTADOS

DESCRIPCION DEL CICLO BIOLOGICO DEL NITROGENO

El ciclo del nitrégeno, que incluye varios grupos de mi-
croorganismos, es el proceso fundamental y el mas im-
portante en el ciclo natural,”*"”" donde la eliminacién
biolégica del nitrégeno es de gran significacion ecologi-
ca y econémica.""® El objetivo principal del ciclo es la
eliminacién del amoniaco, que en aguas se puede lograr
por una variedad de procesos fisico-quimicos y biol6-
gicos, donde los procesos biolégicos son preferidos
porque son generalmente mds rentables,”” pero la lite-
ratura también menciona con frecuencia el efecto inhi-
bitorio del nitrito frente a las bacterias y la vida acuatica,
donde el nitrito en altas concentraciones puede inhibir
el crecimiento de algunos microorganismos.” Esto sig-
nifica que en la acuicultura las comunidades de Bacte-
rias Oxidantes de Amonio (AOB) o Arqueas Oxidantes
de Amonio (AOA) convierten amonio, excretado por
los peces, mediante procesos aerébicos en nitrito, y el
nitrito que también es un compuesto toxico, debe ser
eliminado o transformado en otro compuesto menos
nocivo, es ahf donde patticipan las Bacterias Oxidadoras
de Nitrito (NOB).® El ciclo del nitrégeno por esta via ni-
trificacion-desnitrificacién hasta aqui resulta ser un pro-
ceso basicamente aerdbico,” pero el proceso no ter-



Galvan LA, Rios LA.

Tabla 1. Articulos analizados en el estudio.

I T T S T S

A. Baily.

Albert Koenig,
et.al.

Alvaro Alonso
Andreas C. Bryhn

Atreyee Sims,
et.al.

Bram Vanparys,
et.al.

Christopher G.
Peterson, et. al.

Daniel N.
Miller, et. al.

Daniele Nizzoli,
et.al.

David D. Kuhn,
et.al.

David W. Graham

Dong Cheol Seo,
et.al.

Féray C, et. al.

G. Gonzélez-
Blanco, et. al.

Guibing Zhu, et. al.

Guilherme DN.
Maia, et. al.

Guoyuan Chen,
et.al.

Hans W. Paerl,
et.al.

Haruo Sugita,
et.al.

Ingrid A. van de
Leemput, et. al.

2011

2005

2009

2007

2012

2007

2011

2009

2010

2010

2010

2010

2003

2012

2011

2012

2010

2011

2005

2011

Agriculture, Ecosystems Spatial and temporal variations in groundwater nitrate at an intensive

& Environment. [l dairy farm in south-east Ireland: Insights from stable isotope data.
. Microbial community and biochemistry process
ISP il in autosulfurotrophic denitrifying biofilm.
Ecotoxicology and Espafia Effects of pulse duration and post-exposure period
Environmental Safety. P on the nitrite toxicity to a freshwater amphipod.
Ecological Modelling. Suecia Can nitrogen gas be deficient for nitrogen fixation in lakes?

Temporal and spatial distributions of ammonia-oxidizing
Water research. EE.UU archaea and bacteria and their ratio as an indicator
of oligotrophic conditions in natural wetlands.

The phylogeny of the genus Nitrobacter based
Bélgica on comparative rep-PCR, 16S rRNA and nitrite
oxidoreductase gene sequence analysis.

Systematic and
Applied Microbiology.

Development of associations between microalgae and denitrifying

A BLE R USA. bacteria in streams of contrasting anthropogenic influence.

Microbial characterization of nitrification in a shallow, nitrogen
U.S.A. contaminated aquifer, Cape Cod, Massachusetts and detection
of a novel cluster associated with nitrifying Betaproteobacteria.

Journal of Contaminant
Hydrology.

Effect of organic enrichment and thermal regime on
Water Research. Italia denitrification and dissimilatory nitrate reduction to ammonium
(DNRA) in hypolimnetic sediments of two lowland lakes.

Aquacultural Evaluation of nitrifying bacteria product to improve

Engineering. L nitrification efficacy in recirculating aquaculture systems.
Environmental Correlations between in situ denitrification activity and nir-gene
. USA. PR . L
Pollution. abundances in pristine and impacted prairie streams.
Water research. USA. Fungal and bacterial mediated denitrification in wetlands:

Influence of sediment redox condition.

Chemical and microbial hypotheses explaining the effect
Chemosphere. Francia of wastewater treatment plant discharges on the
nitrifying communities in freshwater sediment.

Bioresource México Simultaneous oxidation of ammonium and p-cresol
Technology. linked to nitrite reduction by denitrifying sludge.
Environmental Science China Anammox Bacterial Abundance, Biodiversity
& Technology. and Activity in a Constructed Wetland.
Water research. USA. Moisture effects on greenhouse gases generation

in nitrifying gas-phase compost biofilters.

Adverse Effects of Ammonia on Nitrification Process:

Wlitet Al il il it the Case of Chinese Shallow Freshwater Lakes.

Controlling harmful cyanobacterial blooms in a hyper-eutrophic

igriEsEen CrE lake (Lake Taihu, China): The need for a dual nutrient.

Microbial communities associated with filter materials

G LEEHIIE: gl in recirculating aquaculture systems of freshwater fish.

Environmental

Microbiology. Alemania Predicting microbial nitrogen pathways from basic principles.

Continuacion.
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Continuacion de la Tabla 1. Articulos analizados en el estudio.

T T T S T S

John J. Kelly, et. al.

Joke Geets, et. al.

Kasige Anusha.

Kozet Yapsakli,
et.al.

Liang Zhu, et. al.
Lieven Wittebolle,
et.al.

Luciana Reyna,
et.al.

M. Robert
Hamersley, et. al.

Maartje A.H.J.
van Kessel, et. al.

Maria Teresa
Gutiérrez-Wing,
et.al.

Matthew D.
Hirsch, et. al.

Michael VW.
Kofoed

Ok-Sun Kim, et. al.

Puntipar

Sonthiphand, et. al.

Rima Biswas, et. al.

Roey Angel, et. al.

Ruoyu D. Chen,
et.al.

S. Boulétreau,
et.al.

Sari Luostarinen,
et.al.

Shanyun Wang,
et.al.

2005

2007

2008

2011

2012

2009

2010

2009

2010

2011

2011

2012

2011

2011

2011

2010

2008

2012

2006

2011

DNA microarray detection of nitrifying bacterial

W. h. S.A. .
ater researc 2 16S rRNA in wastewater treatment plant samples.
Applied Microbiology g Real-time PCR assay for the simultaneous quantification
- Bélgica g Sy . .
and Biotechnology. of nitrifying and denitrifying bacteria in activated sludge.
CUEC; Phot9chemls- . Indirect mechanisms accelerated due to ultraviolet-B
try and Photobiology B: ~ Japdn A . A
. irradiation on nutrient cycling in a freshwater ecosystem.
Biology.
Journal of Environmental Turquia Identification and quantitative evaluation of nitrogen-converting
Management. q organisms in a full-scale leachate treatment plant.
Environ Sci China Characteristics of an aerobic denitrifier that utilizes ammonium
Pollut Res. and nitrate simultaneously under the oligotrophic niche.
A The inoculum effect on the ammonia-oxidizing bacterial
Water research. Bélgica L .
communities in parallel sequential batch reactors.
Environmental . ldentification and quantification of a novel nitrate-reducing community
- Argentina . - o - . .
Pollution. in sediments of Suquya River basin along a nitrate gradient.
Syst Aopl Microbiol Alemania Water column anammox and denitrification in a temperate
PR ! permanently stratified lake (Lake Rassnitzer, Germany).
Biodiversity of N-cycle bacteria in nitrogen removing moving
GRREEULIE flolapes bed biofilters for freshwater recirculating aquaculture systems.
Aquacultural USA Evaluation of polyhydroxybutyrate as a carbon source
Engineering. T for recirculating aquaculture water denitrification.
. . Anammox Bacterial Diversity in Various Aquatic Ecosystems E51
wheelee] Eeslacy BSs Based on the Detection of Hydrazine Oxidase Genes (hzoA/hzoB).
Systematic and Applied  Dina- Higher nitrate-reducer diversity in macrophyte-colonized
Microbiology. marca compared to unvegetated freshwater sediment.
Distribution of denitrifying bacterial communities in the stratified
Aquat Ecol. Alemania water column and sediment-water interface in two freshwater

lakes and the Baltic Sea (en aguas de lagos y marinas).

Applied Microbiology . .
and Biotechnology. LEIEGIE)

Change in ammonia-oxidizing microorganisms
in enriched nitrifying activated sludge.

Bioresource Stability and microbial community structure of a

Technology. g partial nitrifying fixed-film bioreactor in long run.
Microbial Ecolo Alemania Nitrogen Transformations and Diversity of Ammonia-Oxidizing
9y- Bacteria in a Desert Ephemeral Stream Receiving Untreated Wastewater.
Eiocats Bigehemisiy) EEUU Enrlc.h.me.nt of dense nitrifying ba.cterlal
communities in membrane-coupled bioreactors.
Science of The Total . Temperature dependence of denitrification
- Francia . S .
Environment. in phototrophic river biofilms.
. . Nitrogen removal from on-site treated anaerobic effluents using inter-
Water research. Finlandia . - .
mittently aerated moving bed biofilm reactors at low temperatures.
Applied Microbiology China Quantitative analyses of ammonia-oxidizing Archaea and

and Biotechnology. bacteria in the sediments of four nitrogen-rich wetlands in China.

Continuacion.
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Continuacion de la Tabla 1. Articulos analizados en el estudio.

T T T S T S

Shiro Itoi, et. al. 2007 Aquaculture. Japon
Simon P. Gregory, Aquacultural Reino
2012 . . .
et.al. Engineering. Unido
SN G 2011 Water Research. Nueva
et.al. Zelanda
Tara A. Mooret, 2011 Environmental Science Canadé
et.al. & Technology.
Thomas F. Ducey, 2010 Bioresource EEUU
et.al. Technology.
Applied Microbiology .
Tong Zhang, et.al. 2011 e N China
WangYFet.al 2012 Appl Microbiol China
Biotechnol.
Xiao-Ran Li, et.al. 2009 System'atlc a.nd At China
Microbiology.
Xinghuinierzaal Bzooom I Rionme Nt SCIEncel BN ne
& Technology.
SRS | s Water Research. Holanda
et.al.
Yan Jiao, et. al. 2011 il DU China
Technology.
YongTao Lv, et.al. 2010 Chemosphere. China
Yu Wang, et. al. 2012 e oanvnronmentaI China
Sciences.
Zhenghui Liu, 2011 Microbiological China
et.al. Research.

mina ahi, ya que este nitrato también es transformado
en nitrégeno inorganico, el cual se climina del sistema

acuatico hacia la atmosfera®*°

y es aca donde comienza
la desnitrificacion, que anaerébicamente reduce el nitra-
to (NO,), nitrito (NO,) y éxido nitrico (NO) a 6xido
nitroso (N,O) y luego a gas dinitrégeno (N,), este es el
principal proceso bioldgico a través del cual se devuel-
ve nitrégeno fijo de agua dulce, ambientes marinos y
los ecosistemas del suelo a la atmdsfera.”
Alternativamente, estos nitritos y amonios son
utilizados por las bacterias anammox en zonas ano-
xicas para formar N, y cumplir con la eliminacién de
nitrito y de amonio del sistema sin necesidad de la

Nitrite-oxidizing bacteria, Nitrospira, distribution in the outer
layer of the biofilm from filter materials of a recirculating
water system for the goldfish Carassius auratus.

Nitrogen removal and changes to microbial communities in model
flood/drain and submerged biofilters treating aquaculture wastewater.

A comparison of different approaches for measuring
denitrification rates in a nitrate removing bioreactor.

Prevalence of Anaerobic Ammonium-Oxidizing
Bacteria in Contaminated Groundwater.

Characterization of a microbial community
capable of nitrification at cold temperature.

Ammonia-oxidizing archaea and ammonia-oxidizing
bacteria in six full-scale wastewater treatment bioreactors.

Higher diversity of ammonia/ammonium-oxidizing prokaryotes in
constructed freshwater wetland than natural coastal marine wetland.

The bacterial diversity in an anaerobic ammonium-oxidizing
(anammox) reactor community.

Effect of Suspended-Sediment Concentration on Nitrification in River
Water: Importance of Suspended Sediment-Water Interface.

Integration of anammox into the aerobic granular sludge process for
main stream wastewater treatment at ambient temperatures.

Bioaugmentation of a biological contact oxidation ditch with indigenous
nitrifying bacteria for in situ remediation of nitrogen-rich stream water.

Autotrophic nitrogen removal discovered
in suspended nitritation system.

Spatial distribution of archaeal and bacterial ammonia
oxidizers in the littoral buffer zone of a nitrogen-rich lake.

Diversity and abundance of ammonia-oxidizing
archaea in the Dongjiang River, China.

desnitrificacion.” Actualmente, anammox se aplica en
aguas residuales que contienen altas concentraciones
de amonio a temperaturas en las que estos microorga-
nismos tienen un dptimo crecimiento.”’
Recientemente, la presencia y diversidad de ambos
oxidantes de amonio (anammox y AOB) fueron investi-
gadas en ambientes andxicos o el oxigeno limitado. Es-
tos estudios mostraron que la cooperacion entre anam-
mox y AOB puede ser importante para la eliminacién
eficiente de nitrégeno en diferentes tipos de sistemas de
reactores (Ligura 2), ya que estos procesos combinados
pueden llevar al éxito mejorado en la eliminacién biolé-
gica del nitrégeno en el tratamiento de aguas residuales.®
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El nimero de registros o citas identificados
en las busquedas fue de 383.

/

El niUmero de registros o citas adicionales
identificados en otras fuentes fue de 7.

y

El nimero total de registros o citas duplicadas eliminadas fue de 57.

y

El nimero total de registros o

El nimero total de registros o citas eliminadas

citas Unicas cribadas fue de 337.

y

El nimero total de articulos a texto completo
analizados para decidir su elegibilidad fue de 294.

El nimero total de estudio incluidos en la sintesis
cualitativa de la revisién sistematica 54.

En este proceso no se eliminaron estudios

El nimero total de estudios incluidos en
la sintesis cuantitativa de la revision sistematica 54.

—_—>

> fue de 39 (37 revisiones no filtradas por la base
de datos, mas 2 articulos en japonés).

El nimero total de articulos a texto completo excluidos
fue de 240 y la razén de su exclusion fue porque
no cumplian con los criterios de inclusion:

= 119 no hablaban del ciclo del nitrégeno.

= 22 no hablaban del ciclo del nitrégeno en el agua.

= 85 no hablaban del ciclo del nitrégeno en agua dulce.
= 3eran estudios en aguas termales.

= 1 eraen aguas psicrofilas.

= 9 eran modelos matematicos o de simulacion.

= 1 no hablaban del ciclo biolégico del nitrégeno.

Figura 1. Informacién a través de las diferentes fases de esta revision sistematica.

z
(@]
Anammox

<O

Figura 2. Ciclo del nitrégeno: en esta figura se describen los di-
versos procesos dentro del ciclo del nitrégeno; nitrificacién-des-
nitrificacion y anammox, donde A, (oxidacion aerébica del amo-
niaco por bacterias o arqueas) y A, (oxidacion aerébica del nitrito)
representan el proceso de nitrificacion, mientras que B representa
la desnitrificacion, 0 representa la fijacion del nitrégeno que no
es importante para el objetivo del estudio, ademas se presenta el
proceso de oxidacién anaerdbica del amoniaco por la via anam-
mox (Adaptado de G. Gonzalez-Blanco, et al.?).

PROCESO DE NITRIFICACION

La eliminacién biologica del nitrégeno se logra gene-
ralmente, con la nitrificacién autotréfica y los sistemas
de desnitrificacién heterotréfica.” Donde la nitrifica-
ci6én aerdbica se lleva a cabo de manera conjunta por
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las bacterias que oxidan el amoniaco y las que oxidan
el nitrito. La nitrificaciéon es un proceso fundamental
del ciclo del nitrégeno en los sistemas acuaticos, cuyo

28,29

modelo canénico es un proceso de dos pasos,”” en
el que los amonios se convierten en nitrito y después
a nitrato (Tabla 2), teniendo entonces que la reaccién
de nitrificaciéon es una oxidacién en dos etapas, cada
etapa se realiza por un grupo distinto de bacterias, "
la primera reaccién es la oxidacién del amoniaco, que
es el proceso de oxidacién microbiana de amoniaco
a nitrato via nitrito (Tabla 2), este primer paso es el
limitante de la velocidad en la nitrificacion, desempe-
flando un papel critico en el ciclo del nitrégeno.”**
Este paso es llevado a cabo por las AOB que oxidan el
amoniaco a hidroxilamina y luego a nitrito.”

Hasta hace poco, se atribuia la oxidacién del amo-
niaco exclusivamente a las bacterias que codifican la
subunidad o de la enzima amoniaco monooxigenasa
(amoA), en concreto los miembros de B-proteobacteria
y y-proteobacteria,” pero recientemente (afio 2004)
se sugirié que las AOA podrian desempefiar un im-
portante papel en el ciclo global del nitrégeno, pero
no era reconocida previamente. Desde entonces, las
AOA se identificaron en entornos diferentes, tales
como columnas de aguas con oxigeno limitado (aguas
suboxicas), sedimentos de estuarios, aguas termales, el
océano, los ecosistemas del suelo, las plantas de trata-

miento de aguas y humedales.””" Los diferentes tipos
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Tabla 2. Reacciones y enzimas que se dan en los diversos procesos de ciclo del nitrégeno.

Proceso Reaccion Enzima que cataliza la reaccion

Oxidacion aerdbica del amoniaco.

Oxidacion anaerébica del amoniaco.

Oxidacion aerdbica del nitrito.

NH,*+0, — NO,"
NO,™+NH,* — N,H, — N, + NO, + H,0

NO, +H,0 — NO, +2H*

NO, — NO,

NO2 — NO
Desnitrificacién.
NO —N,O

N,O—N,

de estudios moleculares recientes han demostrado la
prevalencia de AOA en los sistemas naturales, inclu-
yendo suelos y diversos ambientes acudticos, aunque
el alcance de su actividad e importancia ecoldgica atun

% en la actualidad se considera

no se ha establecido,
que los organismos oxidantes de amoniaco incluyendo
AOA y AOB son esenciales en los procesos de nitti-
ficacién que oxidan amoniaco a nitrito y nitrato, du-
rante el ciclo de eliminacién del nitrégeno. AOB son a
menudo considerados como los principales contribu-
yentes a la oxidacién de amoniaco en el suelo, aunque
frecuentemente se afslan mas copias de genes de AOA
que de AOB en diferentes ambientes.”

En la segunda etapa del proceso de nitrificacion las
NOB completan el proceso de oxidaciéon del nitrito
para convertitlo en nitrato.”"”*

La nitrificacion y especialmente la oxidacion del
amoniaco es un proceso sensible a la inhibicion, de-
bido a que el numero de microorganismos diferentes
que realizan esta funcién disminuye, ya que estas es-
pecies tienen bajos rendimientos de crecimiento y son
sensibles a los cambios en los parametros ambientales
tales como la temperatura o el pH" y las poblaciones
de bacterias que participan en la nitrificacién relativa-
mente son poco conocidas.” Por consiguiente, en los
ultimos decenios se han realizado muchos estudios de
nitrificacién en sistemas acuaticos. La nitrificacion se
considera un proceso de superficie basada en sistemas
de agua y aguas residuales. Estudios previos indican
que las bacterias nitrificantes tienden a crecer unidos
a la superficie de las particulas de sedimentos. Esto
es especialmente cierto en las corrientes superficiales.
Cada vez hay mas evidencias en diversos estudios que
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Amoniaco monooxigenasa (AMO)

Hidrazina oxidoreductasa (HZO) +
Nitrito oxidoreductasa + NO

Nitrito oxidoreductasa (NOR)
Nitrato reductasa (Nar)
Nitrito reductasa (Nir)
Reductasa de éxido nitrico (Nor)

Reductasa de éxido nitroso (Nos)

demuestran el importante papel de la nitrificacion en
el sedimento de los rios y de los lagos.”

PROCESO DE DESNITRIFICACION

El nitrato producido por la nitrificacién esta disponi-
ble para ser utilizado por una variedad de microorga-
nismos y por lo tanto, este proceso tiene un impacto
en la eliminacién de nitrégeno de los sistemas de agua.”
Los productos de la reduccion de nitratos son NO,,
NO, N,O, N, (Figura 3); y cuando a través de ellos se
produce N, el proceso se llama desnitrificacion (Ta-
bla 2).*° Para la realizacién de este proceso se pien-
sa que una a-proteobacteria es la clave,” ya que esta
complementa la nitrificacién. La desnitrificacién se
lleva a cabo por bacterias anaerobias facultativas qui-
mioheterétrofas empleando la desnitrificacion hetero-
tréfica o la desnitrificacién autotréfica para reducir el

Nos
Nor

Nir N.O 5
NO
Nar NO,

NO

Figura 3. Proceso de desnitrificacion: en la figura se muestra
como se da la conversion de los diferentes compuestos nitrogena-
dos dentro de la desnitrificacion y las enzimas que catalizan cada
reaccion, en la cual se da la conversion de NO, a NO, por medio de
la enzima Nar, de NO, por medio de la enzima Nir a NO, por medio
de la enzima Nor a N,O y finalmente de N,O pasa a N, catalizado
por la enzima Nos. 6263941
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nitrato y formar N, en condiciones anaerobias.”"” En
este proceso, las condiciones anéxicas llevan al consu-
mo de nitratos como un aceptor de electrones para la
respiracion anaerobia.”® Ecoldgicamente, la desnitrifi-
cacion es importante, ya que transforma una forma de
nitrégeno bioldgicamente disponible (nitrato) en N,
que puede liberarse a la atmésfera.”

La desnitrificacién es el mecanismo mas importan-
te en la eliminacién del nitrégeno, por medio de este
proceso se fija el nitrégeno en la biosfera y regresa a la
atmosfera, especialmente en los suelos de los humeda-
les. EIN, es el principal producto de la desnitrificacion
y aparece el N,O como producto intermedio, algunos
de estos productos intermedios se liberan a la atmos-
fera. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la
produccién de 6xido nitroso es motivo de preocupa-
cién, ya que es un importante gas de efecto invernade-
ro que contribuye al cambio climético global.”*
PROCESO ANAMMOX
Durante décadas, 1a oxidacion de amonio en el ciclo
global del nitrégeno se atribuy6 exclusivamente a bac-
terias aerobias nitrificantes. El descubrimiento de las
bactetias anammox y AOA han cambiado esta vision,
ya que a partir de 1995, el descubrimiento de la oxi-
dacién anaerdébica de amonio revoluciono el ciclo del
nitrégeno mediante la demostracién de que el amonio
se oxida también en condiciones anoOxicas. Las bacte-
rias anammox se han identificado en muchos ambien-
tes andxicos de origen natural como los sedimentos
marinos, de agua dulce y de estuarios, las zonas de
minimo oxigeno, los suelos, los humedales y los lagos
de aguas dulces anodxicas tropicales. Ademas de una
distribucién generalizada, la actividad de las bacterias
anammox en el medio ambiente, también pueden ser
sustanciales, haciendo a las bacterias anammox poten-
cialmente mas importantes para la pérdida de nitroge-
no que la desnitrificaciéon y también parecen desem-
pefiar un papel importante en el ciclo del nitrégeno
de diferentes ecosistemas naturales, tales como los
ambientes marinos, los sedimentos, las cuencas anxi-
cas en el Mar Negro, el hielo marino en el Attico, los
sedimentos de manglares subtropicales, los sistemas
de aguas dulces tropicales y plantas de tratamiento de
aguas residuales de altas actividades.''®""2%4

La reaccién anammox implica la oxidacién acopla-
da de amoniaco y la reduccién del nitrito para pro-
ducir N, (Tabla 2). Desde su descubrimiento inicial
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en entornos de ingenieria, las bacterias anammox han
sido implicadas en pérdidas sustanciales de nitrége-
no fijo de una gran variedad de ambientes acudticos
y terrestres a través del acoplamiento microbiano de
la oxidacion del NH, " y la reduccion de NO,, en pre-
sencia de NO como activador, ademas este tipo de
microorganismos es ampliamente utilizado para la re-
mocién de amonios del agua contaminada con éstos, y
asi mismo, la eliminacién de nitrégeno.'”'*%%

La bioquimica y las vias metabdlicas de anammox
muestran que el amonio puede ser directamente oxi-
dado con el nitrito como aceptor de electrones a N,
con producciéon de N,O. Este proceso combinado
utiliza grandes cantidades de oxigeno proveniente de
donantes de electrones y potencialmente emite gases
de efecto invernadero como el 6xido nitrico y 6xido
nitroso.'”""* Este proceso compite con la desnitrifica-
cion para la produccion de N, Los organismos anam-
mox pueden vivir en baja cantidad, pero son capaces
de tener un crecimiento y metabolismo significativo
cuando hay un cambio en los parametros ambientales
que les permita crecer.”

La aplicacién de anammox es atractivo para la eli-
minaciéon completa de nitrégeno en los sistemas de
acuicultura y ha sido encontrado como un importan-
te proceso biogeoquimico en el ciclo del nitrégeno
en varios ecosistemas, es econémicamente ventajoso,
porque requiere por lo menos 50% de oxigeno en
comparacién con el proceso convencional de nitrifica-
cién/desnitrificacion. Ademas, en esta via no se nece-
sita ningin donador de electrones organico adicional,
porque es un ciclo autétrofo, donde la eliminaciéon del
nitrégeno se da por la oxidacién del amonio por medio

de la enzima hidracina oxidasa como intermediario.'>"

FACTORES FiSICO-QUIMICOS EN EL CICLO DEL NITROGENO

Se ha documentado que la nitrificacién por las AOB es
dependiente de vatios factores ambientales, siendo los
mas criticos la concentracién de oxigeno disuelto, pH y
temperatura,' en particular los AOB son drasticamente
afectados por los cambios de temperatura, y los estu-
dios de los distintos sistemas de gestién de residuos
que emplean nitrificacién han registrado un fallo du-
rante el perfodo invernal, donde las temperaturas son
mas bajas y se ha sugerido que el proceso 6ptimo se da
a temperaturas entre los 15°C ylos 35°C, ya que a tem-
peraturas de 12°C se afecta la nitrificacién en un 50%
y hasta un 100% si la temperatura disminuye a 5°C,
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afectandose debido a esto la formacion de nitrito y ni-
trato,” del mismo modo la temperatura también afecta
la desnitrificacion, donde esta es afectada casi que total-
mente desde los 12,1°C y a medida que la temperatura
aumenta mejora la desnitrificacion (Figura 4).%°

Los cambios en las condiciones ambientales (con-
centraciéon de sustrato, pH y concentracién de oxi-
geno disuelto, en particular este tltimo) pueden dar
lugar a modificaciones de la estructura de las comu-
nidades nitrificantes, estos cambios pueden referirse
a las bacterias nitrificantes autoctonas del sedimento.
Tales cambios de diversidad ya han sido observados
en biopeliculas de nitrito oxidantes después de des-
cargas de aguas residuales de plantas de tratamiento.
Algunas poblaciones dentro de las comunidades de
amonio y nitrito oxidantes pueden exhibir diferentes
actividades especificas y estos pueden variar de acuer-
do a las condiciones ambientales.””**

Se ha demostrado que la diversidad de las AOB
puede disminuir con el aumento de la salinidad o la
presencia de iones que provocan una inhibicién enzi-
matica.” Sin embargo, otros estudios muestran mayor
diversidad en las profundidades del mar abierto que
en sedimentos, humedales y estuarios, asi como tam-
bién otros estudios no encontraron diferencias entre
estos ecosistemas que estan influenciados por distin-
tos niveles de salinidad, (por ejemplo la bacteria mas
sensible a la salinidad es Nitrosospira tenuis, que puede
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1,1°C
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21,2°C
30,9°C

60.000
50.000 1
40.000
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8.000 -
6.000 |

NZO produccién (ug g AFDM)

4.000
2.000

0-
0 5 10 15
Time (h)
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Figura 4. En la figura se muestra la influencia de la temperatura
en el proceso de desnitrificacion durante un periodo de 24 horas
(Tomado de S. Boulétreau, et. al.), donde se compara la produc-
cion de oxido nitroso en el tiempo a diferentes temperaturas,
en ella vemos como a mayor temperatura aumenta la concen-
tracién de oxido nitroso si comparamos ésta a determinados
tiempos y temperaturas.”®
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tolerar hasta 3,5 g/L por lo tanto, los nutrientes po-
drfan ser los principales contribuyentes de la relacion
con los linajes tipicos de B-proteobacterias AOB, asi
como también, la cantidad y naturaleza de la fuente
proxima de carbono disuelto pueden influir en que
filotipos bacterianos son mas activos.**

Otro factor importante en la diversidad y presencia
de bacterias es el NH,, que provoca la inhibicion de
la respiracion de las AOB, donde Nitrobacter es afecta-
do a concentraciones por debajo de 1 mg/L, mientras
que Nitrospira tiene un umbral de inhibicién inferior a
las especies de Nirobacter, al ser inhibidas a concentra-
ciones inferiores de entre 0,04 y 0,08 mg/L."

En cuanto a la distribucién de las comunidades bac-
terianas desnitrificantes, estas responden a una variedad
de factores ambientales, incluyendo oxigeno, nitratos,
COD, nitrégeno inorganico y los gradientes de salini-
dad y presencia o ausencia de ciertos iones, as{ como las
concentraciones de nitrito y sulfuro. Los factores que
influyen en la distribucién de las comunidades desnitrifi-
cantes en lagos estratificados son menos conocidos.”*

En general, las bacterias que participan en el ciclo
del nitrégeno pueden estar o no presentes en ciertos
ecosistemas dependiendo de las condiciones fisico-
quimicas como salinidad, e igualmente para el pH,
temperatura y oxigeno, puesto que se ha encontrado
que estos afectan la seleccion de diferentes grupos de
bacterias. Pero aun sin variar la diversidad bacteriana
se puede disminuir la capacidad de desnitrificacién
real en un ecosistema acudtico, esto se puede deber
por ejemplo al agotamiento del oxigeno, causando asi
un desacople entre la nitrificacién y la desnitrificacion,
esto es debido a que en la nitrificacién se necesita de
O,, por lo tanto la disminucién de este afectarfa la eli-
minacién eficiente de amonio y causatia un aumento
en el reciclaje y la retencién del nitrégeno mineral.””*
As{ mismo, la acumulacion de amonio también lleva a
una tasa de nitrificacion insuficiente.””’

PROCESOS ENZIMATICOS INVOLUCRADOS

EN EL CICLO DEL NITROGENO

Las Bacterias Oxidantes de Amoniaco (AOB) poseen
la subunidad alfa de la enzima amoniaco monooxi-
genasa (AMO), que es la enzima activa de las bacte-
rias nitrificantes y es exclusivamente de los miembros
de las B-proteobacterias y de las y-proteobacterias.”
Tanto AOA como AOB tienen el mismo gen funcio-
nal amoA que codifica la subunidad alfa de la enzima
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amoniaco monooxigenasa la cual cataliza el primer
paso en la oxidacién del amoniaco. La enzima es co-
dificada por los genes amoA, B, y Cen AOB y AOA.”
Como dato adicional, respecto a esta enzima hay su-
ficiente evidencia para sugerir que oxidantes de NH*
pueden oxidar CH, debido a la afinidad de este ultimo
con el sitio activo de esta enzima.”

La Oxidacién de Hidrazina (HZO) es una via ex-
clusiva de las bacterias anammox, por tal razén ha
sido propuesta como marcador genético de estas bac-
terias, ademas, la deteccién de estos genes hz0.4/ hz0B
es ubicua en aislamientos de bacterias anammox, sin
embargo los protocolos de PCR para la deteccion
de estos genes no han sido evaluados en diferentes
ambientes naturales.”

Estudios recientes han utilizado los genes nitrito
reductasa como marcadores moleculares y han contti-
buido significativamente a la identificacién de la diver-
sidad de bacterias desnitrificantes en una vatriedad de
habitats y ecosistemas. El proceso de desnitrificacion
es catalizado por cuatro enzimas que operan secuen-
cialmente (Figura 3): nitrato reductasa (Nar), nitrito
reductasa (Nir), reductasa de 6xido nitrico (Nor), y
la reductasa de 6xido nitroso (Nos). Los microorga-
nismos que poseen estas enzimas, son en gran patte
conocidos como bacterias desnitrificantes, estas se en-
cuentran dentro de una amplia gama de grupos taxo-
némicamente distintos de bacterias y arqueas.'****

La enzima nitrito reductasa (Nir), que cataliza la
reduccion de NO, al gas NO, se considera la enzi-
ma clave de la desnitrificaciéon. Se han reportado dos
nitritos reductasas evolutivamente distintas: la que
contiene cobre NirK codificada por el gen 7K y la
que contiene citocromo ¢! NirS codificada por el
gen 7rS. Estas dos enzimas nunca se han encontrado
que coexistan en el mismo organismo desnitrificante.
Ademas, el contexto genémico de los dos genes #ires
diferente: mientras que 771§ es parte de un grupo de
genes, 77K generalmente se encuentra aislado en el
genoma. Diversos andlisis de clones sugieren que las
comunidades 777K de héabitats diferentes muestran una
diferenciacién mas clara que las comunidades 7S,
que parecen ser mas afectadas por el habitat en el
mismo andlisis. Esto puede indicar que las diferencias
en las propiedades de las enzimas podrian desempe-
flar un papel importante en la determinaciéon de los
patrones de distribucion de las bacterias desnitrifi-

11,36,37,39

cantes. Adicionalmente, se ha indicado que la
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sintesis y funcién de las enzimas de desnitrificacién
es secuencial y regulada por el O,."""

El nitrato se reduce a nitrito por tres enzimas re-
ductoras de nitrato diferentes, las enzimas nitrato re-
ductasas asimilatorias citoplasmicas (Nas), las nitrato
reductasas respiratorias unidas a la membrana (Nar)
y las nitrato reductasas desasimilatorias periplasmicas
(Nap). La nitrato reductasa unida a la membrana se
asocia con la desnitrificacion y la respiracién anaerd-
bica de nitrato. La enzima Nar se compone de tres
subunidades, dos citoplasmicas NarGH y la subuni-
dad unida a la membrana Narl. La subunidad NarG
codificada por el gen 7arG, contiene el sitio catalitico
en el que la reduccién de nitrato se lleva a cabo. El uso
del gen #arG es de especial interés, ya que la filogenia
de este gen funcional se ha propuesto para reflejar la
filogenia 16S rRNA de los organismos de los que las
secuencias de genes se han recuperado, esto es debido
a que se muestra alta relacién y grupos coherentes en
el arbol filogenético de los microorganismos aislados
que presentan este gen.”"’

DIVERSIDAD DE BACTERIAS Y ARQUEAS

EN EL CICLO DEL NITROGENO

Las bacterias nitrificantes son tipicamente sélo una
pequefa fraccién del total de la comunidad bacteriana
y su actividad y las tasas de crecimiento son bastante
lentas. Estas bacterias han demostrado ser particu-
larmente dificiles de estudiar por técnicas de cultivo
convencionales, por tal razén su cultivo es laborioso,
debido ademas a sus largos tiempos de generacion y
las bajas tasas de crecimiento que pueden dar lugar
a subestimaciones de sus numeros o concentraciones
reales, por tal razén las técnicas moleculares son cada
vez mas utilizadas para detectar los grupos especificos
de microorganismos no cultivables.”” Esti demos-
trado que los cultivos de bacterias que participan en
el ciclo del nitrégeno en el agua de mat, agua de tios,
estuatios, agua de lagos meséfilos, sedimentos y filtros
en plantas de tratamiento, son tan bajos que se sugiere
que la mayoria de las comunidades asociadas al ciclo
del nitrégeno todavia no se han investigado, debido a
que patecen ser incultivables.”

Recientes investigaciones sobre la ecologia micro-
biana han puesto de manifiesto los nuevos procesos
y actores en el ciclo del nitrégeno. Es necesatio com-
prender y caracterizar los organismos convertidores del
nitrégeno, con el fin de conocer su estructura, su diver-
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sidad y su funcion,” un ejemplo de esto es el descubri-
miento de las bacterias implicadas en el proceso anam-
mox alrededor de los afios 90. A partir de esta fecha, el
orden de Brocadiales, afiliados a Planctomycetales, han sido
encontrados en diferentes ambientes y, con el posterior
descubrimiento de anammox y AOA se volcé drastica-
mente la percepcion de los microorganismos involu-
crados en la eliminacién del nitrégeno,” debido a que
entran estos NUEvVos microorganismos que intervienen
en el ciclo del nitrégeno, bien sea por la via clasica
nitrificacién-desnitrificacién o por la via anammox.
Las bacterias anammox mas frecuentemente tre-
portadas en los estudios que se incluyeron en esta
revision fueron, entre otras “Candidatus Brocadia ful-
gida”, “Candidatus Brocadia anammoxidans”, “Candida-
tus Scalindna wagneri”, “Candidatus Scalindna brodae”,
“Candidatus Scalindna sorokinii”, “Candidatus |ettenia
“Candidatus  Anammoxoglobus  propionicus”,
Verrucomicrobia bacterium, Planctomyces maris y “Candi-

datus Kuenenia stuttgartensia”.>'>'%"72%124

asidtica”,

Recientemente, la recuperacion de secuencias de
genes amoA de arqueas en varios ecosistemas acua-
ticos, tales como aguas marinas, sedimentos de es-
tuarios, corales, esponjas, biorreactores de aguas re-
siduales, ecosistemas terrestres, aguas termales, lagos
del Artico y plantas de produccién de agua potable,
indican la ubicuidad, distribucién e importancia de las
arqueas oxidantes de amoniaco en el ciclo del nitré-
geno. Las especulaciones sobre si algunas arqueas que
llevan el gen amo.4 son capaces de oxidar el amoniaco
en la actualidad abundan. Hasta la fecha, los potencia-
les de oxidacién de amoniaco por archaeas han sido
confirmados por estudios genémicos, cultivos de las
AOA y la actividad de transcripcion del gen amoA ar-
queal. Existen datos que proporcionan evidencia de la
presencia y predominio de AOA en el rio Dongjiang
y se sugirié que estas especies de agua dulce, pueden
ser mas adaptables que AOB en ambientes de agua
dulce. Sin embargo, la funcién ecolégica de las AOA
en agua dulce no se entiende bien y sigue siendo un
tema abierto a ser explorado por futuros estudios.”

La AOB consiste en tres géneros, N#trosococcus aso-
ciado a ambientes marinos (y-proteobacteria), Nztrosos-
pira asociada a ambientes terrestres (B-proteobacteria)
y Nitrosomonas (3-proteobacteria), este ultimo se divide
en cinco linajes: N. communis, N. cryotolerans, N. euro-
paea/ eutropha, N. marina, y N. oligotropha, de los cuales
el linaje N. europaea/ eutropha es el mas comunmente
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aislado de lodos activados y otros ambientes.”” Aun-
que también hay grupos de AOB marina que se
agrupan en las y-proteobacteria o con el dominio
Archaea. Del mismo modo, la NOB mas conocida es
Nitrobacter spp., pero las investigaciones recientes han
demostrado que Nitrospira spp. también es importante
en numerosos ambientes.”

Dentro de las AOA las mas reportadas dentro de
los estudios incluidos fueron (Tabla 3) “Candidatus Ni-
trososphaera gargensis”, “Candidatus Nitrosocaldus yellowsto-
nii”, “Candidatus Nitrosopumilus maritimus”, “Candidatus
Nitrososphaera gargensis”,""*""%713% entre otros clones
que presentan el gen amod que codifica la enzima
amonio monooxigenasa, pero aun no se identifican
dentro de un género o especie, debido a que no se han
podido conocer sus actividades metabdlicas.

La reaccién de oxidacion de nitrito a nitrato se
lleva a cabo por las NOB, que pertenecen a cuatro
géneros no relacionados filogenéticamente entre ellos:
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira y Nitrospina' y has-
ta la fecha se ha descrito que Nitrobacter y Nitrococeus
estan afiliados a las « y y-proteobacterias, respectiva-
mente; Nitrospina esta dentro de las A-proteobacterias,
mientras que Nitrospira pertenece al phylum Nitrospi-
rae.” Estudios moleculares recientes han informado
que los microorganismos del Phy/un: Nitrospira fueron
los principales NOB y desempefian un papel mas acti-
vo que Nitrobacter; es evidente que las especies de Nz
trospira pueden tener mas funciones que solamente la
oxidacion del nitrito. Pero para entender la diferencia
entre el nimero de genes bactetianos y sus funcio-
nes conocidas se necesitan mas investigaciones con
herramientas moleculares.” Los organismos metand-
trofos también pueden jugar un papel importante en
la nitrificacion, por ejemplo, en la formacion de N, O.
Aunque los metanégenos no estan directamente invo-
lucrados en el proceso de desnitrificacion, a excepcion
de algunas arqueas desnitrificantes.”

Las NOB que mas se encontraron en los diferen-
tes estudios revisados fueron Nitrospira moscoviensis, Ni-
trospira gracilis, Nitrospira marina, Nitrobacter winogradskyi,
Nitrobacter hamburgensis y Nitrobacter sp.”""**"

Por otra parte, algunos investigadores encontraron
que las AOA es el grupo mas abundante de los oxi-
dantes del amoniaco en el suelo y varios ecosistemas
ocednicos, sin embargo, estos estudios se han centra-
do principalmente en la investigaciéon de las diversi-
dades metanogénicas y nitrificantes, pero en ninguno
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Tabla 3. Bacterias reportadas en los diferentes estudios.

Proceso en el
que participa

Microorganismo

“Candidatus Brocadia fulgida”.
"Candidatus Brocadia anammoxidans’.
“Candidatus Scalindua wagneri’.
“Candidatus Scalindua brodae”.
“Candidatus Scalindua sorokinii’.
Anammox
“Candidatus Jettenia asidtica’
“Candidatus Anammoxoglobus propionicus”
Verrucomicrobia bacterium.
Planctomyces maris.
“Candidatus Kuenenia stuttgartensia’.
Nitrospira moscoviensis.
Nitrospira gracilis.
Nitrospira marina. NOB
Nitrobacter winogradskyi.
Nitrobacter hamburgentsis.
“Candidatus Nitrososphaera gargensis”.
“Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii’. AOA
“Candidatus Nitrosopumilus maritimus”.
Nitrosomonas aestuarii.
Nitrosomonas ureae.
Nitrosomonas marina.
Nitrosomonas eutropha.
Nitrosomonas europea.
Nitrosomonas communis.
Nitrosomonas oligotropha.
Nitrosomonas mobilis.
AOB
Nitrosomonas nitrosa.
Nitrosomonas halophila.
Nitrosomonas cryotolerans.
Nitrosospira briensis.
Nitrosospira tenuis.
Nitrosospira multiformis.

Nitrosovibrio tenuis.

Nitrosococcus spp.
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de estos estudios intentaron controlar la conversion
de nitrégeno por microorganismos, incluyendo la pre-
sencia simultinea de AOB, NOB, AOA y anammox."

DISCUSION

Fueron revisados completamente 54 articulos que
cumplieron los criterios de inclusién y a partir de
estos se cumplié el objetivo de esta revision que fue
responder la pregunta por medio del cumplimiento
del objetivo de describir los procesos, mencionar las
bacterias y arqueobacterias reportados en la literatu-
ra como participes en el ciclo del nitrégeno en eco-
sistemas de agua dulce.

El ciclo del nitrégeno juega un papel muy impot-
tante en muchos ambientes, ya que el nitrégeno es un
elemento necesario para la vida, pero ademas tam-
bién es un productor de multiples problemas cuando
se encuentra en exceso en ciertos ambientes, ya sean
naturales o artificiales, y el efecto que se produce be-
neficia o perjudica dependiendo de la forma y del tipo
de compuesto nitrogenado y del ambiente en que se
encuentra, por ejemplo la forma de amonio NH," es
perjudicial en la acuicultura, pero benéfica en los pro-
cesos de agricultura, ya que en esta forma el nitrégeno
esta disponible para ser absorbido por las plantas. Por
tanto, dependiendo del ambiente en el que se realicen
actividades antropolégicas, se estudiard la pérdida o
ganancia de compuestos nitrogenados y la influencia
del ciclo del nitrégeno.”

Las composiciones y la abundancia relativa de las
AOA y AOB varfan ampliamente en muchos ambien-
tes, pero el consenso es que las AOA pueden ser actores
importantes en el ciclo del nitrégeno en condiciones
ambientales desfavorables, sin embargo, la contribu-
ci6n a la nitrificaciéon de AOA contra AOB sigue siendo
incierta. Las conclusiones que se han elaborado en los
ecosistemas terrestres y acudticos,” describen factores
como la temperatura, pH, salinidad y relaciones de C/N
que pueden afectar también a la relacién de AOA/AOB
en los suelos de los diferentes humedales. Por ejemplo,
la abundancia y diversidad del gen am0.4 arqueal incre-
menta con el pH del suelo, lo que indica que este in-
cremento favorece la proliferacion de las AOA.”

Sin embrago, para ilustrar la diferencia entre la
oxidacion del amoniaco por bacterias y por arqueas,
tomaremos como referencia el estudio de Yu Wang ez
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al., donde se demuestran lo contrario,” ya que en sus
resultados la tasa de nitrificacién potencial (PNR) se
correlaciona significativamente con la abundancia de
AOB, y la abundancia de AOB se correlaciona con
NH,". Por otra parte, no se observé correlacion sig-
nificativa entre la abundancia de AOA y factores am-
bientales. Ademas, existe una correlacion significativa-
mente negativa entre el indice de la cantidad de AOA
y las concentraciones de NH," indicando que la alta
concentracion de NH," puede deprimir la biodiversi-
dad de AOA en el ambiente en estudio, pero al combi-
nar todos los resultados se puede concluir que las AOA
se adaptan mas a la baja de nutrientes, oxigeno, condi-
ciones de pH y el medio ambiente, y debido a la mayor
abundancia de AOA en muestras profundas, se indica
que las AOA pueden ser més importantes que las AOB
en algunos ambientes con oxigeno disponible limita-
do, que implicé ademas por el analisis de la estimacion
de células especificas, donde, la distribucién de AOA y
AOB puede verse afectada por maltiples factores, inclu-
yendo pH, oxigeno disponible, sustrato o nitrégeno.”

Probablemente, se pensarfa que la diversidad y
concentraciéon de bacterias nitrificantes influyen en el
ciclo del nitrégeno, al ser la nitrificacién el paso limi-
tante de este ciclo, pues bien los estudios realizados en
cuanto a este tema sugieren que la biodiversidad de las
comunidades nitrificantes es un motor importante de
la funcionalidad de la nitrificacion. La riqueza de espe-
cies (numero de especies diferentes) y la equitatividad
de las especies (abundancia relativa entre especies)
son dos facetas de la biodiversidad. Se ha observa-
do una relacién positiva entre la riqueza de especies
y el funcionamiento de los ecosistemas. Aunque la
investigacion de la relacion entre la equitatividad de
las especies y la productividad es escasa, se ha indi-
cado que la disminucién de la uniformidad tiene un
efecto indirecto en la reducciéon de la productividad y
la estabilidad del ecosistema. Se ha sugerido que una
mayor diversidad, podria hacer que procesos como la
nitrificacién sean mas estables."”

Otra diversidad que se debe tener en cuenta es la
de las AOB/AOA y anammox, ya que es posible que
en un sistema se den simultineamente ambos proce-
sos (anammox y nitrificacién), debido a que efectiva-
mente, se han encontrado simultineamente bactetias
anammox y bacterias nitrificantes en ambientes natu-
rales. Esto es por la condicién limitada del oxigeno en
los sedimentos de aguas profundas, por tanto las rela-
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ciones entre los oxidantes aerébicos del amoniaco, in-
cluyendo AOA y AOB y los oxidantes anaerébicos del
amonio (anammox) deben ser muy interesantes para
los estudios futuros, ya que las bacterias anammox
podrian tener una mayor contribucién en el ciclo ni-
trogeno. El tratamiento anaerdbico tiene sin embargo,
capacidad limitada para eliminar el nitrégeno, y una
combinacién de procesos aerébicos y anaerdbicos es
necesaria para lograr la eliminacion total del nitroge-
no,' de tal forma que un pretratamiento anaerébico
puede ser beneficioso para la eliminacién biolégica de
nitrégeno, debido a la eliminacién eficaz de la mate-
ria organica y la disolucién de esta en particulas y se
puede mejorar la nitrificacién debido a la competencia
de los microorganismos que utilizan menos carbono
entre los nitrificantes heterdtrofos y autétrofos.’

Las concentraciones de NH, y NH," son de gran
relevancia para el ciclo del nitrégeno, ya que el proce-
so de nitrificacion en los sistemas acuaticos hipereu-
troficos, donde el amoniaco estd en concentraciones
excesivas provocara el desacoplamiento de las dos eta-
pas de nitrificacion, ya que por la inhibicion selectiva
de la oxidacién del nitrito se llega a la acumulacion de
éste, agravando aun mas la eutrofizacién en forma de
retroalimentacion positiva.”’ El NH, y NH," también
influyen en los patrones de distribucion de especies
AOB en el medio ambiente, esto se debe a las cons-
tantes de afinidad para el amoniaco entre las distintas
especies, por ejemplo, los miembros de Nitrosomonas
oligotropha, Nitrosomonas communisy el grapo Nitrosospira
son las AOB mas comunes que se encuentran en eco-
sistemas con bajas concentraciones de amonio, mien-
tras que los miembros del grupo Nitrosomonas enropaea
son los que se encuentran en ecosistemas con altas
concentraciones de amonio.”

En busca del mejoramiento del ciclo del nitrégeno
se han explorado diferentes formas de mejorar el pro-
ceso de nitrificacién, entre ellas el bioaumento que es
la introduccién de organismos indigenas, aléctonas, o
genéticamente modificados en una comunidad micro-
biana de sitios contaminados de desechos peligrosos
o biorreactores con el fin de acelerar la eliminacion y
la biodegradacion de los contaminantes no deseados.”

Otro ejemplo son los sistemas de recirculacion de
agua que son ampliamente utilizados en sistemas de
cria de peces que van desde los acuarios caseros hasta
los sistemas de acuicultura comercial. Estos sistemas
proporcionan un uso 6ptimo del espacio, la reduccion
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de las necesidades de agua en compatacion con el sis-
tema de agua estancada, la capacidad para altas den-
sidades de siembra y un entorno previsible y estable
para las especies en cultivo debido a las condiciones
aerébicas necesarias para la oxidacién de amoniaco a
nitrito por las AOB.

Otra forma de mejorar el rendimiento del ciclo
del nitrégeno es la reportada por Simon P. Gregory
¢t al., quienes basados en varios estudios de laborato-
rio, demostraron el funcionamiento de humedales de
agua dulce usando alternativamente la inundacién de
las células bacterianas con aguas residuales y luego
drenarlas, lo que mejora la eliminacién de nitrégeno
en comparacién con los humedales convencionales
de flujo superficial. Cuando realizaron su estudio en-
contraron que los periodos de drenaje relativamente
largos (3 h en comparacién con 1 h) en los biofiltros
de agua dulce mejord la eliminacién de amoniaco sin
nitrito significativo o la acumulacién de nitratos. Con
un solo paso del agua a través de estos biofiltros, los
biofiltros de inundacién/drenaje no ofrecen venta-
jas sobre los biofiltros sumergidos convencionales,
pero la aplicacién de pases repetidos demostraron
la ventaja de los primeros para la eliminacién de
amoniaco y nitrégeno organico y la ventaja de los
segundos para el tratamiento de nitratos/nitritos
independientemente de la duracién del periodo de
drenaje. Entonces, basandose en estos hallazgos,
se concluye que un sistema de biofiltro combinado
(inundacién/drenaje seguido por células sumergi-
das) puede ser la configuracién mas adecuada para
la eliminacién de nitrégeno eficiente y al mismo
tiempo mantiene bajas concentraciones de nitrito
en el tratamiento de aguas residuales, salinas y en
acuicultura.” Otro proceso que se estd empleando
cada vez mas en corrientes de efluentes y sistemas
de drenaje para mejorar la eliminacién de compues-
tos nitrogenados en los sistemas acudticos son las
camas de desnitrificacién, que son recipientes gran-
des llenos de desechos de madera y su funcién es
actuar como una fuente de carbono para apoyar la
desnitrificaciéon heterotréfica.”

Anusha K. y Asaeda T., mostraron otra metodo-
logfa atractiva para remover el nitrégeno de los eco-
sistemas de agua dulce, esta consistia en acelerar el
ciclo del nitrégeno en la superficie del agua, sometien-
do ésta a irradiacion con luz ultravioleta-B (UV-B), lo
cual acelera los procesos fotosintéticos de los orga-
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nismos autétrofos. Para el estudio se empled una alta
irradiacién, una media y un control sin irradiacién, los
resultados mostraron una reduccién significativa en el
total de nitrato de 95,9% en la alta radiacién UV-B y
la diferencia con el control fue casi de 50%, adicional-
mente, se consumioé oxigeno y carbén en el ambiente
de estudio con altas radiaciones como evidencia de ni-
trificacién y desnitrificacién por el metabolismo de las
bacterias, aunque se observé un aumento significativo
de amoniaco disuelto que fue atribuido a la foto-oxi-
dacién y la descomposicién bacteriana de nitrégeno
organico en el sistema.”

Finalmente, un hallazgo importante dentro de
este estudio es que existe una variedad de medios
acuiticos donde no se ha estudiado suficientemente
el ciclo del nitrégeno, por ejemplo las aguas subte-
rraneas (probablemente por la dificultad para acce-
der a ellas), en las cuales es importante estudiar el
ciclo del nitrégeno debido a que durante la nitri-
ficacion, los microorganismos convierten NH_* en
presencia de oxigeno a NO, y en esta conversion po-
dria aumentar el impacto y la magnitud de la contami-
nacién de nitrégeno debido a la mayor movilidad de
NO; en comparacién con NH,*."** Otro ejemplo de
ambientes donde hace falta estudiar el ciclo del ni-
trégeno y los microorganismos que en ¢l participan,
serfa la actividad y la diversidad de nitrificantes del ci-
clo en corrientes del desierto que sufren descargas de
aguas residuales domésticas y no han sido estudiados
antes,” ya que en estas aguas las condiciones de tempe-
ratura, salinidad y otros factores seguramente tienen in-
fluencia en el ciclo del nitrégeno de dichos ecosistemas.
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