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RESUMEN

El principal interés por los suelos del municipio Rivas Davila del estado Mérida,
es debido a sus depositos de mineral fosfato con altas concentraciones de metales
pesados. ldentificar las caracteristicas de microorganismos, extremdéfilos sometidos a
la influencia de altas concentraciones de Cu y Zn en esta zona es de gran importancia
para grandes proyectos de biorremediacion. Por lo tanto, el objetivo de la
investigacion fue describir las caracteristicas morfologicas de los microorganismos
extremofilos con resistencia a metales pesados en suelos sometidos a explotaciones
mineras en el municipio Rivas Davila del estado Meérida.Los resultados obtenidos
arrojan que existen microorganismos extremofilosmesoéfilos, resistentes a altas
concentraciones de Cu y Zn con respecto a la concentracion tépica normal del suelo.
Los microorganismos aislados de estos suelos son pertenecientes al reino Fungi, no se
aislaron bacterias con resistencia mayores o iguales a 3 mg/mL tanto en Cu como en
Zn. Los microorganismos aislados fueron Fusarium sp, Penicilliumsp,
Hormodendrumsp y Scytalidiumsp.

Palabras Clave:Resistencia, Metales pesados, extremofilo, microorganismos,
mesofilo, biorremediacion.
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INTRODUCCION

La biomasa microbiana en el planeta conforma el 60 % de la biomasa total y
constituye una reserva genética dindmica que no ha podido ser caracterizada en su
totalidad, debido a la dificultad de su cultivo en el laboratorio. La mayor parte de la
vida microbiana que se conoce vive en el subsuelo marino y terrestre; estos habitats
son un campo lleno de posibilidades para el descubrimiento de formas microbianas de
vida aun desconocidas (Madigan, Martinko y Parker, 2003).

El descubrimiento de los microorganismos extremofilos, capaces de vivir bajo
condiciones extremas de temperatura, pH, presion, salinidad, radiacion y sus
combinaciones, ha proporcionado herramientas invaluables para su aplicacion en una
amplia gama de procesos biotecnoldgicos, permitiendo el manejo racional de los
recursos naturales (Oliart, Manresa y Sanchez,2016).

Es importante saber que el deterioro de los recursos naturales es considerado como
contaminacion, ademas de la incorporacion al medio de sustancias toxicas o que no
pertenezcan a €l, provocando dafio y por ende un desequilibrio irreversible o no en el
ecosistema. La contaminacién con metales pesados puede llevar a una reduccion
parcial, asi como total en la poblacion de la masa microbiana, o bien provocar
disminucion efectiva en poblaciones de microorganismos del suelo (Escobar, 2014).

El principal interés por los suelos del municipio Rivas Davila del estado Mérida es
precisamente sus depdsitos de mineral fosfato con altas concentraciones de metales
pesados (Morales, 2006). Por lo tanto, identificar las caracteristicas morfolédgicas de
microorganismos, sometidos a la influencia de materiales pesados en el municipio
Rivas Davila del estado Mérida es de gran interés tanto regional como nacional.

Por consiguiente, se planteo la presente investigacion, la cual esté estructurada en
cinco (5) capitulos, de acuerdo a como se describe a continuacion: Capitulo I: hace
referencia a la contextualizacion del problema, sus objetivos y justificacion. Capitulo

Il: comprende lo relacionado al marco referencial, antecedentes, bases teoricas,



sistemas de hipoétesis y de variables. Capitulo I11: contiene la modalidad y tipo de
Investigacion, procedimientos, poblacién y muestra, técnicas e instrumentos de
recoleccion de datos y de andlisis. Capitulo 1V: se describen los resultados obtenidos
en la investigaciéon y su correspondiente discusion. El Capitulo V: lo compone las
conclusiones y recomendaciones. Finalmente se concluye el presente trabajo con la
lista bibliohemerografica y los anexos recopilados durante la investigacion.

El objetivo de la presente investigacion fue confirmar la presencia de
microorganismos extremdfilos en suelos sometidos a explotaciones mineras en el

municipio Rivas Davila del estado Mérida.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

El Municipio Rivas Davila, cuenta con una superficie de 18.200 hectéreas de
relieve irregular, de las cuales aproximadamente 6.950 ha., se ubican a lo largo de los
conos de deyeccidn, abanicos aluviales y pequefias terrazas presentes en el municipio,
con altas potencialidades para el desarrollo agropecuario, debido a que sus suelos son
el producto de depositos aluviales y de flujos de detritos, de variadas texturas, desde
franco arenosas hasta franco arcillosas (Mora, 2004).

Un aspecto relevante es la presencia en el sector Las Tapias de importantes
yacimientos mineros con concentraciones significativas de cobre, plomo y zinc
(Contreras, Paolino y Rivas, 2004). Las reservas probadas se estiman en 2,6 a 3,5
millones de toneladas métricas, con porcentajes de concentracion que indican
posibilidades ciertas de explotacion. El yacimiento mineral recibe el nombre de Lima
N° 2 constituido por dos vetas mineralizadas y formadas por relleno hidrotermal de
temperatura media a alta en plano de fallas tectonicas, constituido por sulfuros
metalicos entremezclados con blenda, pirrotita, pirita, galena argentifera en compaiiia
de cuarzo vy filitas cloriticas localizados en las Tapias. Las aguas termales se
encuentran a 6 Km de Bailadores aproximadamente, en la aldea Las Tapias, sector
Virgen del Duri por el ramal que conduce a las minas (Morales, 2006). Estas aguas
tienen aspecto cristalino, olor sulfuroso, 134 °C, con contenido de cloros y sulfatos.

Es evidente que la mineria, a pesar de brindar muchos beneficios econémicos, es
una de las principales industrias contaminantes. El drenaje acido de minas es agua
con pH menor a 5 proveniente de los residuos de las minas (Tabora, 2017). En minas
cerradas y abandonadas, el nivel freatico puede incrementar y causar una descarga de

agua contaminada con acidos y metales pesados (Johnson y Thornton, 1987).



Sin embargo, el papel ecoldgico de los microorganismos es enorme, muchos
procesos ambientales que soportan la vida en la tierra estdn mediados por ellos. Un
ejemplo de esto es su participacion en los ciclos biogeoquimicos de los elementos,
entre ellos los metales (Bautista, 2008). Debido a sus capacidades, el hombre los ha
usado en varios procesos industriales aplicados a un gran nimero de productos
(detergentes, explotacion de petroleo, enzimas, medicamentos, etc.) y en la extraccion
de metales valiosos de minas (biolixiviacion). Asi mismo, han sido ampliamente
utilizados para remediar eventos de contaminacion (biorremediacion); los
microorganismos pueden ser usados para reducir o eliminar el riesgo para el medio
ambiente a través de la acumulacion, degradacion o transformacion de productos
quimicos toxicos y de otros desechos peligrosos (Maier, 2006).

El descubrimiento de microorganismos que habitan en ambientes con temperaturas
extremas, pH extremos, altas presiones barométricas y alta salinidad, ha despertado el
interés de su estudio desde el punto de vista biotecnolégico debido a las
caracteristicas de estos microorganismos ya que sus biomoléculas son necesariamente
resistentes a las condiciones agresivas de su entorno, lo que desemboca en intensos
trabajos para intentar comprender los mecanismos intimos de resistencia, pero
también para estudiarlos en la perspectiva del desarrollo de aplicaciones industriales
entre las que la PCR (Polymerase Chain Reaction) constituye el méas destacado
ejemplo (Ramirez, Serrano y Sandoval, 2006).

La investigacion cientifica acerca de la microbiota presente en ambientes extremos
quizas no ha tenido la difusion necesaria en Venezuela, a pesar de la gran diversidad
geoldgica y ecoldgica que presenta, sin embargo en afios recientes, el aislamiento e
identificacion de microorganismos extremofilos han sido estudiados con la finalidad
de conocer sus caracteristicas por la gran relevancia cientifica debido a las multiples
aplicaciones biotecnoldgicas de los metabolitos y enzimas extracelulares (Escobar,
2014).

El municipio Rivas Davila del estado Mérida, es una zona agricola donde se

utilizan grandes cantidades de fertilizantes y fungicidas para el control de plagas, lo



que ha ocasionado cambios en los suelos dentro de los cuales se destacan cambio de
pH, salinidad entre otros, ademas las altas concentraciones de metales pesados
presentes en los depositos de mineral de sus formaciones geoldgicas, hizo de este
municipio un lugar de interés relevante para la busqueda y estudio de
microorganismos metalofilos.

Por lo tanto, una vez planteada la situacion actual del problema de investigacion,
se pudo formular la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cuadl es la relacion que existe entre los microorganismos extremofilos y los suelos

sometidos a explotaciones mineras en el municipio Rivas Davila del estado Mérida?

Justificacion e Importancia de la Investigacion

La biodiversidad en nuestro pais es muy amplia debido principalmente a la
variacion del clima y la diversidad de regiones que tiene. Sin embargo, la
investigacion en el area es escasa. En el ambito microbiolégico se han registrado
estudios en suelos, en su mayoria evaluando la fijacién biologica de nitrégeno,
también en aguas, pero mas enfocado a aguas residuales, potables y control de
calidad, aun asi, la informacién obtenida es pobre por lo que se requiere mayor
profundidad en el campo investigativo (Contreras, 2015; Escobar, 2014 y Contreras y
cols., 2004).

Aislar e identificar microorganismos extremofilos, es un trabajo pionero que
contribuira en el conocimiento de lamicrobiota presente en suelos con explotaciones
mineras y agropecuarias en el pais y permitira identificar aislados con gran potencial
biotecnoldgico, ya que no sélo producen compuestos de gran interés industrial, como
enzimas, biopolimeros o solutos compatibles, sino que ademas presentan unas
propiedades fisiologicas que facilitan su explotacién comercial (Escobar, 2014).

Desde el punto de vista tecnoldgico, el estudio de los extremofilos ha despertado el
interés de varias industrias, debido a sus enzimas, catalizadores biolégicos que

aceleran las reacciones quimicas de la célula, como en el caso de las arqueas



extremofilas que les permiten colonizar los ambientes mas inhdspitos. Las enzimas
habituales tienen ciertas limitaciones, sin embargo, las extremo enzimas, empiezan a
operar justo en el punto donde las habituales dejan de funcionar (Castillo, 2005).

Los productos de estos microorganismos contribuyen en varios procesos
industriales que requieren el uso de aceleradores quimicos, tal es el caso de las
enzimas que participan en la produccion de edulcorantes, papel, sintesis de
detergentes, elaboracion de alimentos como pan y vino, tratamiento de residuos,
extraccion de petréleo, obtencidn de biochips para la identificacion de personas y el
diagnostico de enfermedades, asi como la biorremediacion de los ambientes, aguas y
suelos contaminados por metales pesados(Guerrero, Egea y Martinez, 2013).

Por consiguiente, se justificd la basqueda de microorganismos extremofilos en
suelos que han sido sometidos a explotaciones mineras en el municipio Rivas Davila
del estado Meérida, para conocer sus caracteristicas y tener un registro de las
propiedades fisiologicas de estos microorganismos presentes en la zona de estudio y

que se asienten las bases tedricas para futuras investigaciones.

Objetivos de la Investigacion

Obijetivo General

Confirmar la presencia de microorganismos extremofilos en suelos sometidos a

explotaciones mineras en el municipio Rivas Davila del estado Mérida.
Obijetivos Especificos
e Determinar los parametros fisicoquimicos del suelo como Ph y temperatura.

e Inocular medios de cultivos sélidos con extractos de las muestras recolectadas de

los suelos.



e Obtener colonias puras de los microorganismos presentes en las muestras de
suelo.

e Determinar la concentracion méaxima de cobre y zinc en la que los
microorganismos aislados pueden crecer.

e Describir las caracteristicas macroscopicas como tamafo, forma, color, aspecto,
pigmentacion y consistencia de las colonias de los diferentes microorganismos
crecidos en los cultivos.

e Describir las caracteristicas microscdpicas como tamafio, forma, disposicion,
tincion, estadio, de los microorganismos aislados en medios de cultivos
suplementados con Cu y Zn.

e ldentificar de los microorganismos aislados en las muestras de suelo.

Alcance y Limitaciones de la Investigacion

Alcance de la investigacion

Aislar e identificar microorganismos en suelos sometidos a la presencia de metales
pesados, es un trabajo que contribuye en el conocimiento, definicion de
caracteristicas morfologicas y propiedades de crecimiento, de microorganismos en la
zona de municipio Rivas Davila del estado Mérida. Este estudio aporta la base para
futuras investigaciones en el pais, contribuyendo a localizar posibles poblaciones
microbianas productoras de compuestos de gran interés industrial, como enzimas,
biopolimeros o solutos compatibles, siendo estas de gran interés biotecnoldgico para

la industria en general.

Limitaciones de la investigacion

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion se presentaron limitaciones

relacionadas con los aspectos tedricos, técnicos y recursos econdémicos. La principal



limitacidn de la investigacion fue la restriccion para evaluar la poblacién microbiana
del suelo en estudio. Ademas, las fallas en cuanto a la disponibilidad de los servicios
de agua, luz y gas que afectaron la realizacion del desarrollo del trabajo de grado II.
Asimismo, la intermitencia de las comunicaciones de telefonia e internet que dificulto

la revision bibliografica y correcciones del manuscrito por parte de los evaluadores.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Pérez (2019), realizo estudios sobre los hongos extremofilos con potencialidades
para el tratamiento y valorizacion de biosdlidos municipales, con el objetivo de
evaluar el potencial de los hongos filamentosos. En esta investigacion se
caracterizaron las actividades enzimaticas aril alcohol oxidasa, amilasa, celulasa,
esterasa, lacasa, lignina peroxidasa, lipasas, manganeso peroxidasa, peroxidasas
totales y xilanasa durante el tratamiento de biosolidos municipales con las cepas
Aspergillus sydowiilike H1 y Aspergillus destruensEXF-1041. Se evalu6 la remocion
de fenoles, metales pesados y compuestos farmacéuticos de los mejores tratamientos
seleccionados a partir del andlisis estadistico realizado. Las pruebas toxicolégicas
post-tratamiento se realizaron mediante pruebas de germinacion de plantulas de
lechuga (Lactuca sativa). Ambas cepas demostraron ser eficaces en la remocion de
fenoles, metales pesados y compuestos farmacéuticos. También fueron capaces de
expresar enzimas extracelulares (aril alcohol oxidasa, amilasa, celulasa, esterasa,
lacasa, lignina peroxidasa, lipasas, manganeso peroxidasa, peroxidasas totales y
xilanasa) durante el tratamiento de biosélidos municipales en procesos fermentativos
solidos y liquidos. En este estudio, se desarroll6 una estrategia de reduccion de
costos, que se refirio a la capacidad presentada por las cepas de estudio para producir
cocteles enzimaticos utilizando biosolidos municipales como sustrato, lo que redujo
considerablemente el costo de produccion de enzimas.

Tabora (2017), estudié el efecto del cobre y zinc en la comunidad microbiana del
rio Arkansas, Leadville, Colorado, Estados Unidos. Con el fin de determinar el efecto
de estos metales en el nUmero de bacterias provenientes de este rio, en la cual se

crearon perfiles de resistencia bacteriana hacia el cobre, zinc y a ambos metales.



Adicionalmente, se realizé un andlisis de Reaccién en Cadena Polimerasa (PCR) para
identificar bacterias encontradas en las muestras e identificar genes de resistencia
hacia el cobre y zinc. Segln los resultados obtenido por los Tabora, estos metales
pesados tuvieron un efecto inhibitorio en el crecimiento de bacterias.

Especificamente, el cobre con una concentracion de 50 mg/L fue el metal con
mayor toxicidad y efecto inhibitorio en el nimero de bacterias del rio Arkansas en
comparacion con el zinc. La inhibicion fue ain mayor en los medios con presencia de
ambos metales, cobre y zinc a 50 mg/L. El investigador pudo identificar que los
géneros Sphingobacterium y Luteibacter presentan una resistencia al cobre a 50
mg/L. Al agregar zinc a 50 mg/L solamente Sphingobacterium continda con
crecimiento normal. Con respecto a los genes de resistencia determinados con anélisis
de PCR, el género de las Sphingomonas muestra una banda del gen resistente a zinc,
en cambio Sphingobacterium y Luteibacter no presentaron ninguna banda en ninguno
de los cebadores para los metales evaluados en este estudio.

Arias (2016), realiz6 un trabajo titulado Aislamiento e Identificacion de Bacterias
Termdfilas de la Fuente Geotermal Papallacta, en Ecuador, esta investigacion fue de
campo con el objetivo de identificar bacterias mediante técnicas microbiologicas y
moleculares en la fuente geotermal Papallacta localizada en la provincia de Napo en
Ecuador. Se tomaron muestras de agua y sedimento en la fuente asi como datos de pH
y temperatura. Las muestras fueron procesadas, inoculadas y purificadas en medios
semi especificos.

Para su identificacién se extrajo ADN, se realiz6 una amplificacion del gen 16S
rRNA, posteriormente se realizd la técnica de Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), y se realizd la secuenciacion. EI promedio de la
temperatura del agua termal fue 54 °C y del pH fue 8,2. Se obtuvieron un total de
cuarenta cepas bacterianas, de los cuales nueve son especies diferentes. Predominan
Anoxybacillusamylolyticus, Aeribacilluspallidusy Anoxybacillusgonensis. También se
encontrd Bacilluslicheniformis, Geobacillusstearo thermophilus,

Thermoactinomycesintermedius,  Tepidimonastaiwanensis,  Bacillussubtilis vy

10



Anoxybacillusflavithermus. Los microorganismos identificados estan relacionados
con la biodiversidad de fuentes geotermales de otras partes de mundo.

Este estudio estuvo altamente relacionado con la presente investigacion que buscd
identificar microorganismos extremofilos, en este caso termdfilos. Cuya relacion con
la presente investigacion se fundamenta en la presencia de nacientes hidrotermales
muy adyacentes al area de estudio y que es de gran influencia en la composicion
microbiana de los suelos sometidos a explotaciones mineras en el estado Mérida.

Beltran y Gomez (2016), publicaron una revision acerca de la Biorremediacion de
metales pesados cadmio (Cd), cromo (Cr) y mercurio (Hg) mecanismos bioguimicos
e ingenieria genética. En la cual se abordan diferentes mecanismos bioquimicos para
contrarrestar la toxicidad de los metales pesados. Algunos de estos comprenden
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos para remover metales, entre los cuales
destacan: Union a metales, bioacumulacién y biosorcion, transformaciéon de la
valencia del metal, biometilacion y volatilizacion, precipitacion quimica extracelular
y mecanismo simbiotico. Entre las transformaciones enzimaéticas de los metales
realizadas por microorganismos se incluyen la oxidacion, la reduccion, la metilacion,
la demetilacion, entre otras.

En la revision se nombran algunas especies de organismos destacadas (Tabla 1) y
se hace un eshozo acerca de algunas aproximaciones de ingenieria genética con el
objetivo de mejorar las capacidades biorremediadoras de estas especies. Esta sintesis
ayudara a comprender los mecanismos de funcionamiento de sus biomoléculas
especificamente la resistencia desarrollada por los microorganismos presentes en
condiciones extremdfilas en altas concentraciones de metales pesados en el suelo.
Ademas de orientar sobre la utilidad de la busqueda de dichos organismos para
futuros proyectos de biotecnologia para la biorremediacion de suelos que presenten
las mismas caracteristicas u obtener informacion sobre otras aplicaciones de dichos

microorganismos.
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Tabla 1.
Algunos microorganismos implicados en la biorremediacion de metales pesados.

MICROORGANISMO METAL
Cunninghamellaechinulata, Fusarium oxysporum, Rhizopusstolonifer,
Thrichodermaviride Staphylococcusxylosus, Staphylococcus carnosus,
Trichodermareesei Pseudomonasaeruginosa Deinococcusradiodurans,
Thermusthermophilus, Acidiphliumangustum, Flavobacteriumaquatile y Cadmio
Flavobacteriumhibernum Fusarium oxysporum Vibrio harveyi,
Enterobactercloacae, Rhodobiummarinum, Rhodobactersphaeroides
Glomussp, Gigasporasp, Acaulosporasp.
Pseudochrobactrumsaccharolyticum, Enterobactercloacae,
Pseudomonassp, Micrococcussp, Bacillussp, Achromaobactersp, | Cromo (V1)
Microbacteriumsp, Arthrobactersp, y Corynebacterium

Pseudomonasambigua, Escherichiacoli, Cupriavidus metallidurans Cromo (Cr)

Bacillussp. Cromo,
Cadmioy
Mercurio

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria sp,Alcaligenes
eutrophus, Pseudomonas putida. Aeromonassp, Staphylococcus aureus, Cromoy

Lactobacillus sp, Micrococcus sp, Bacillus sp, Bacillus megaterium, Cadmio
Acinetobactersp, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
Geobacillusthermodenitrificans Cromo (111),
Cadmio (1I)
Shewanellaoneidensis, Chlamydomonasreinhardtii, Mercurio
Trichodermaharzianum, Enterobactersp., Bacilluscereus (1)
Pseudomonassp., Psychrobactersp. Hg organico
e inorganico
Pseudomonas balearica, Pseudomonasputida V1, Me Hg
Pseudomonasfluorescens, Enterobactercloacae, Citrobacterbraakii, (metil
Alcaligenesfaecalis mercurio)

Fuente: Tomada y modificada de Beltrdn y Gémez (2016).

Avellaneda (2015), en su Tesis Doctoral trabajo en la Caracterizacion de
comunidades microbianas asociadas a practicas agricolas y usos del suelo de la
vereda El Bosque - Parque Nacional Natural de los Nevados, en la Universidad
Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agrarias. Bogot4, Colombia. El

investigador evalud los cambios de las comunidades microbianas asociados al cultivo
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de papa y la ganaderia en suelos de paramo de la vereda ElI Bosque del Parque
Nacional Natural de Los Nevados (PNN Los Nevados).

La evaluacion se realizé bajo un enfoque agroecoldgico en donde no solo se
realizé la caracterizacion de los microorganismos del suelo, se evaluaron los
parametros fisico-quimicos y las actividades enzimaticas de diferentes ciclos
biogeoquimicos en los suelos bajo cultivo de papa, ganaderia y paramo en
conservacion. Posteriormente, y como parte de la caracterizacion a nivel de
diversidad funcional de la comunidad microbiana mediante métodos cultivo
dependientes; también se reportaron los registros biologicos de los microorganismos
aislados e identificados con base en la determinacion de grupos funcionales
(Avellaneda, 2015).

Las bacterias identificadas pertenecen a los géneros Acinetobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Brevibacillus, Burkholderia, Chitinophaga, Comamonas, Enterobacter,
Escherichia, Kaistia, Leucobacter, Microbacterium, Micromonospora, Oerskovia,
Paenibacillus, Pantoea, Pedobacter, Pseudomonas, Rahnella, Rhodococcus,
Roseomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptomyces. Por su parte, los
hongos identificados pertenecen a los géneros Aspergillus, Aureobasidium,
Beauveria, Bionectria, Coniothyrium, Diplogelasinospora, Drechslera, Fusarium,
Geomyces, Hypocrea, Leptosphaeria, Mortierella, Mucor, Neonectria, Paecilomyces,
Penicillium, Preussia, Torula, Trichoderma, Trichosporon, Truncatella, Umbelopsis
(Avellaneda, 2015)

Existe una correlacion entre esta investigacion y la presente, ya que pretende
identificar microorganismos extremdfilos en la zona del municipio Rivas Davila
dedicado a explotaciones agropecuarias y mineras del estado Mérida, debido a los
ecosistemas de alta montafia, exclusivos de la cordillera central de los Andes presente
en Colombia, Venezuela, Ecuador y norte de Per(, donde subjetivamente podria
presentar una correlacion del habitad microbiana del suelo por pertenecer al mismo

conjunto geoldgico.
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Antecedentes Historicos

El término extremoéfilo fue usado por vez primera por MacElroy en 1974. El
descubrimiento de microorganismos que habitan en ambientes con temperaturas
extremas, pH extremos, altas presiones barométricas y alta salinidad, despert6 el
interés de su estudio desde el punto de vista biotecnoldgico debido a las
caracteristicas de estos microorganismos ya que sus biomoléculas son necesariamente
resistentes a las condiciones agresivas de su entorno, lo que desembocé en intensos
trabajos para intentar comprender los mecanismos intimos de resistencia, pero
también para estudiarlos en la perspectiva del desarrollo de aplicaciones industriales
entre las que la PCR constituye el mas destacado ejemplo (Ramirez, Serrano y
Sandoval, 2006).

El hallazgo de los extremofilos ha abierto una nueva panordmica en las ciencias
naturales al extenderse los limites en los que es posible la vida. Se ha favorecido el
surgimiento de nuevas hipdtesis sobre el origen de la vida, dado que las condiciones
en las que habitan los extremofilos semejan a las que debieron existir cuando
surgieron las primeras células (Oliart, Manresa y Sanchez, 2016). Asimismo, ha
estimulado la blsqueda de las condiciones mas extremas que pueden llegar a ser
compatibles con alguna forma de vida, haciendo més plausible su busqueda fuera del
planeta Tierra (Rothschild y Mancinnelli, 2001).Ademas,la presencia de
microorganismos en ambientes extremos hace especular que la vida podria existir en
algunos de los ambientes extremos encontrados en el espacio extraterrestre (Rossi,
Ciaramella, Cannio, Pisanni, Moracci y Bartolucci, 2003).

Hace algunos afios atras no se podia conocer con certeza la diversidad microbiana
debido a la falta de medios, no se tenian las condiciones adecuadas para el cultivo,
por el desconocimiento de los factores de crecimiento, porque se encontraban en
estado fisiol6gico no cultivable, entre otros. Al no ser cultivables aproximadamente el

99% de los microorganismos presentes en ambientes naturales, se desarrollaron
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técnicas independientes de cultivo que son eficaces para su identificacién (Asociacion
Vida Sana, 2005).

Por otra parte, los extremofilos son una fuente potente de enzimas, que demuestran
alta estabilidad bajo condiciones extremas. La mayoria de las enzimas usadas hasta la
fecha se originan de organismos mesofilos y a pesar de sus muchas ventajas, el uso de
estas enzimas esta restringido debido a su estabilidad limitada en los extremos de la
temperatura, del pH y de la fuerza idnica (Ramirez, Serrano,y Sandoval, 2006).

No obstante, se han podido obtener y caracterizar extremoenzimas provenientes de
diferentes grupos de microorganismos extremofilos, muchas de ellas se aplican
actualmente en procesos industriales sustentables, como la sintesis enantioselectiva
de farmacos (Oliart y cols., 2016). Un ejemplo lo constituye la ADN polimerasa
(ADN pol), que fue obtenida de la bacteria Thermusaquaticus aislada desde los
geéiseres del Parque Nacional Yellowstone (PNY) en los Estados Unidos. Después de
ese hallazgo, se han descrito mas enzimas que realizan su funcion a mas de 100 °C
(amilasas, galactosidasas, ADN polimerasa y pululanasas) (Zavala, 2005).

En las ultimas décadas, los estudios basados en los microorganismos extremofilos
ponen de manifiesto que la diversidad taxondmica presente en los ambientes
extremos no es tan reducida como se pensé en un principio (Benlloch, Lépez y
Rodriguez, 2002).

Se ha estimado que menos del 1 % de los microorganismos que habitan el planeta
han sido cultivados y estudiados en el laboratorio. En general, las condiciones de los
medios de cultivo imponen presiones de seleccion sobre los microorganismos,
impidiendo el crecimiento de una gran cantidad de ellos, por lo que pudiera haber

alrededor de 50 millones de especies por descubrir (Singh, 2010).
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Bases Tedricas

Generalidades del suelo

El suelo es la capa superficial de la corteza terrestre en la que viven numerosos
organismos y crece la vegetacion. Es una estructura de vital importancia para el
desarrollo de la vida. El suelo sirve de soporte a las plantas y le proporciona los
elementos nutritivos necesarios para subdesarrollo. Suele ser un material suelto y
poroso compuesto por particulas de origen mineral, materia organica, agua y gases
gue ocupan los espacios libres, que permite el sostenimiento de una presencia vegetal
y animal (Garcia, 2006).

El suelo es considerado un espacio heterogéneo definido por sus propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas, que bajo condiciones naturales tiende a desarrollar un
equilibrio dindmico entre sus diferentes atributos, 1o que genera las condiciones
adecuadas para una diversidad de organismos transformadores y descomponedores de
sustratos (Reyes y Valery, 2007).

El suelo es un habitat que alberga, durante toda o parte de su vida, una gran gama
de organismos dentro de los tres Dominios Taxonomicos (NUfiez, 2015). En general,
se considera que la microbiota del suelo, conformada principalmente por bacterias y
hongos, juega un papel importante en la fertilidad, reciclaje de nutrientes, evolucion,
estructura y conservacion del mismo (Singh, 2010).

Para entender qué fuerzas son responsables de conducir la diversidad microbiana,
es vital ver el habitat del suelo desde el punto de vista del lugar que ocupan los
microorganismos individualmente. El suelo es un entorno altamente complejo de
particulas agregadas que crean una red tridimensional intrincada de poros, con agua y
aire. La formacion de agregados es un elemento clave de la estructura del suelo,
donde las particulas de arcilla y humus forman microagregados cuando su carga

negativa es absorbida por cationes, pero los agregados mas grandes se forman mas
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por accion de polimeros organicos con capacidad adherente generados por hifas,
raices, mucopolisacaridos y lipopolisacaridos de origen varios (intestinos animales,

glandulas salivares, secreciones fungicas (Figura 1) (Nufiez; 2015).

Figura 1. Micro-escala del habitat microbiano del suelo

\

Arena

O Limo
Arcilla
Materia organica

&
Qih Raiz de planta
’f

Hongo

Lana de roca

Colonias celulares bacterianas

‘ Protozoarios

e 2
e

Fuente: Tomada y modificada de Nufiez (2015)

Clasificacion de la biodiversidad del suelo por su tamafio
e Macroorganismos (> 2 mm de ancho).

e Mesoorganismos (0,2 a 2 mm de ancho).

e Microorganismos (< 0,2 mm de ancho) (Nufiez, 2015).
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Microorganismos

Son considerados como células de vida libre incluyendo a procariotas y eucariotas
unicelulares, abarcando al conjunto de arqueas, bacterias y hongos (Figura 2). Los
cuales presentan un tamafio o didmetro < de 10 pum (Nufiez, 2015). Los
microorganismos estan presentes en los medios naturales y son responsables de la
mayor parte de los ciclos de compuestos como carbono, nitrégeno, azufre y fosforo.
Todos estos microorganismos juegan un papel muy importante en los procesos de

biorremediacion (Escobar, 2014).

Figura 2. Arbol evolutivo de microorganismos (bacteria, arquea y eucaria)

Bacteria Archaea Eukarya

Bacteria
Verde
Spirochaetes Filamentosa Entamoeba Animales

Myxomycota

Gram
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Fungi

Methanosarcina
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Proteobacteria Helsmos Plantas

Methanococcus

Cianobacteria Ciliophora

Planctomyces Flagelados

Bacteroides

Tri
Cytophaga ricomonadas

Microsporidias

Thermotoga

Diplomonadas
Aquifex

Fuente: Tomada y modificada de Nufiez (2015)

Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares. Son ubicuas, en todos los dmbitos

terrestres. En el suelo, su menor tamafio se compensa con su namero, peEro no con su
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biomasa. Su numero, concentrado en los primeros cm del suelo, alcanza el mayor de
todos los componentes vivos y junto con los hongos constituyen una biomasa muy
importante. Pueden ser autotrofas o heterdtrofas y aerdbicas o anaerdbicas. Son
Unicamente unicelulares y procariotas (sin nacleo). Poseen una pared celular,
membrana plasmatica que contiene mesosomas y un citoplasma donde estan los
ribosomas y una estructura que contiene una gran molécula circular de DNA. Solo
tienen un cromosoma. Muchas bacterias disponen de flagelos u otros sistemas de
desplazamiento para poder moverse. La clasificacion se basa generalmente en
caracteres fenotipicos como la morfologia celular (bastones, bacilos, cocos) la
presencia de endosporas, la movilidad de la célula, la estructura de la pared celular
(Gram positivas; Gram negativas) y el metabolismo (bacterias autétrofas y
heterétrofas) (NUfiez, 2015).

En el reino eubacteria se distinguen dos tipos de pared celular, con los que permite
dividir a los organismos en Bacterias Gram positivas y Gram negativas, de acuerdo a
la tincién Gram (Figura 3) (Bautista, 2008).

Figura 3. Diferencias entre Gram positiva y Gram negativa
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Fuente: Tomada y modificada de Bautista, (2008).
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En bacterias Gram-positivas, la pared estd compuesta por una estructura de
peptidoglicanos, haciendo un material rigido, poroso y amorfo, hecho de cadenas
lineales del disacarido N-acetilglucosamina-b-1,4-N- &cido acetilmuramico. Este
peptidoglicano estd unido covalentemente a acidos teicoicos y teicurénicos, estos
acidos contribuyen a la propiedad anionica de la pared. La proporcién de éstos dos
depende de las condiciones de cultivo, especialmente sobre la fuente de fosfatos, se
ha probado la capacidad de atrapar metales de estos &cidos, pero su funcion
fisioldgica es el suministro de magnesio a la membrana plasmatica. La pared celular
de las bacterias Gram-positivas es de 50 a 150 nm de ancho y principalmente consiste
de 40 a 90% de peptidoglicano (Bautista, 2008).

La pared celular de las bacterias Gram negativas parecen ser algo mas delgadas,
usualmente de 30 a 80 nm de espesor, y solamente 10% de material es hecho de
peptidoglicano. La membrana mas exterior se compone de una capa externa de
lipopolisacéridos (LPS), fosfolipidos y proteinas. La superficie altamente negativa de
las bacterias Gram-negativas resulta principalmente de la carga negativa neta de LPS
(Volesky, 1999).

Las bacterias heterotrofas, también Ilamadas organotrofas, son microorganismos
que sintetizan sus propias biomoléculas a partir de compuestos organicos carbonados
complejos, aunque pueden captar elementos inorganicos diferentes al carbono.
Algunas necesitan parasitar a organismos superiores para poder sobrevivir. Estas se
clasifican en fotoheterotrofas y quimioheterotrofas. Ambas utilizan compuestos
orgénicos como fuente de carbono, pero se diferencian en que las primeras utilizan la
luz como fuente de energia y las segundas utilizan energia quimica (Gonzalez y
Gonzaélez, 2011).

Las bacterias presentes en el suelo, necesitan nutrientes para producir la energia y
la multiplicacion celular. Responden a la demanda de un ambiente fisico y quimico
conveniente para vivir. Temperatura, pH, presion parcial de Oz y presién osmética
son esenciales para la supervivencia de las bacterias. Son generalmente saprofitas,

anaerobias o facultativas. Para responder a sus necesidades energéticas y de C la
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mayor parte utilizan sustancias organicas facilmente degradables (azucares, almidon
pectina o celulosa). Como consecuencia son heterdtrofas y quimio-organotrofas.
Otras son autotrofas, pues utilizan como recurso de C al bicarbonato y al COa.
Algunas son quimiolitotrofas, obtienen la energia de la oxidacién de compuestos
minerales como el NHs, Los nitritos, el Fe o sus sales (Henao, Comba, Alvarado y
Santamaria, 2015).

Hongos

Eucariontes, aerdébicos y heterétrofos, los hongos, finalizan el proceso de
degradacion enzimatica de las estructuras orgénicas. Para vivir se nutren captando
moléculas simples de las que extraen su energia de enlace (mineralizandolas) para
producir calor, ATP y quedando el resto de lo captado disponible para su
metabolismo funcional y para el desarrollo de estructuras propias que sirven de
alimento a los fungivoros y para el desarrollo de agregados en el suelo. Con células
microscopicas que normalmente forman largas hebras, (hifas), los hongos crecen
entre las particulas del suelo, raices y rocas, empujandolas y ordenandolas
espacialmente. Las hifas, con unas pocas micras de diametro, alcanzan una longitud
muy variada, desde unas pocas células a muchos metros. Algunos hongos, como las
levaduras, son células individuales (Weber, 1982).

Los hongos son los seres mas resilientes en el ambito de los eucariotas porque:

e Prosperan sobre una gran variedad de compuestos.
e Son capaces de ocupar habitat, aparentemente inhospitos, como el interior de los
glaciares o las aguas acidas.

e Algunos son extremdfilos:
1. Son poco sensibles a pH acido, pero les afectan los territorios alcalinos de las
bacterias.

2. Resistentes a altas concentraciones osmaéticas
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3. Resistentes a umbrales térmicos frios (inferiores a los de las bacterias) hay
hongos tipicos de los refrigeradores.

¢ Otros se asocian para sobrevivir generando los liquenes (con algas) para colonizar

rocas y evitar la aglomeracion de insectos, o a raices (micorrizas). Lo que permite

la expansion territorial del vegetal o evitando la accidén toxica de alguin

macronutriente (caso del aluminio) que supera el umbral de toxicidad debido a

edafogénesis especificas (Nufiez, 2015).

Aspectos estructurales de los hongos

e No todos los hongos son multicelulares, algunas levaduras son unicelulares. Los
hongos multicelulares filamentosos se Ilamaban mohos.

e Las células fangicas tienen pared celular como las vegetales, pero son
heter6trofas como los animales. Las células de la mayoria de los hongos tienen
paredes celulares flexibles de quitina, aunque la estructura de los hongos
multicelulares, se mantuvo mucho mas simple que la de las plantas superiores y
animales.

e Los hongos no presentan tejidos u Organos verdaderos. Los organismos se
conforman en filamentos Ilamados hifas (con excepcion de las levaduras). La
mayoria de las hifas estan formados por cadenas de células individuales.

e La estructura filamentosa proporciona una especifica y amplia superficie para la
absorber nutrientes: las hifas forman una estera entrelazada = micelio de
filamentos individuales (= hifas).

e El micelio representa el organismo individual.

e Los hongos son organismos sin forma clara: siempre creciente y cambiante.

e La parte vegetativa de la mayoria de los hongos es el micelio, que se encuentra
oculta en el interior de soporte tréfico al que estdn atacando y del que capta

nutrientes con sus hifas (Weber, 1982).
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Algunas diferencias entre los hongos y bacterias se resumen en la tabla 2 y se puede

apreciar en la Figura 4.

Tabla 2.
Diferencia entre hongos y bacterias
Hongos Bacterias
Eucariotas Procariotas
Membrana nuclear Sin membrana nuclear
Multiples cromosomas Un solo cromosoma
Mitocondria, organelas Escasas estructuras internas

Pared de tipo polisacéarido (celulosa y Paredes de peptidoglicano

quitina)

Dos tipos de ribosomas: 80S y 70S Sélo ribosomas 70S
Multicelulares y diferenciados Generalmente unicelulares
Reproduccion sexual/asexual Sélo reproduccién asexual

Células con un diametro superior a5 mm  Células con un didmetro inferior a 5 mm

Diversidad estructural Diversidad metabdlica

Fuente: Tomada y modificada de Coyne (2000).

Caracteristicas macroscopicas de hongos filamentosos y levaduriformes

Las caracteristicas macroscopicas de los hongos, corresponden a las descripciones
de los aspectos fenotipicos de las colonias. Los hongos presentan una gran diversidad
de colonias que van desde pequefias producidas por levaduras, hasta grandes y
algodonosas producidas por hongos filamentosos. Las caracteristicas especialmente
de hongos filamentosos pueden variar debido a la constitucion nutritiva de los medios

de cultivo, temperatura y el tiempo de incubacion (Arenas R.2014)
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Figura 4.Diferencia entre hongos y bacterias

Célula Fungica

Pulpa
Aparato de GolgiS

Peroxisoma
Envoltura ER

Nucleo
Nucleolos
Lisosoma

Citoesqueleto

Mitocondria

Vacuola

Cicatriz de brote

Célula Bacterial

Pared Celular

; Membrana
Celular

Ribosomas

Citoplasma

W r/}[(/{ \ 22l ( (22240,

-
e o P
-
K/
N
[
= Pilo
=N f
N
N
= ( Capsula
>
-
1
' | Nucleide
=
\.
= ) Mesosoma
N
~ BE
4 B -
3 A "\~ 1 Plasmido

Fuente: Tomada y modificada de Lopez, Marulanda y Lopez (2013).

De acuerdo a (Arenas,R. 2014), en el analisis macroscopico de levaduras, se debe

considerar:

e Color (frente y revés): blanca, rosada, gris, anaranjada, verde, rojiza, negra,

etc.

e Textura: yesosa, terrosa, granulosa, vellosa, algodonosa, cérea, aunque

predomina el aspecto cremoso y opaco.

e Superficie: elevada o plana, levantamiento central.

e Aspecto: plegado, radiado, cerebriforme, crateriforme.

e Consistencia: suave, firme, membranosa.

e Borde: regular e irregular.

e Pigmentacion.

e Rapidez de crecimiento 24 — 72 horas: horas.
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En el analisis macroscopico de hongos filamentosos se debe considerar:
e Medio de cultivo
e Tamafio: 10 — 30 mm de diametro.
e Coloracion (frente y revés): blanca, rosada, gris, verde, café, rojiza, negra.
e Textura: algodonoso, velloso, aterciopelado, polvoso.
e Superficie: elevada con micelio aéreo, plana, levantamiento central.
e Borde: regular e irregular

e Rapidez de crecimiento: lento (15-30 dias), moderado (7-10 dias),rapido (6

dias o menos) (Figura 5).

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas de levaduras

Fuente: Tomada y modificada de Lopez, Marulanda y Ldpez (2013).
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Caracteristicas microscopicas de hongos filamentosos y levaduriformes

Las caracteristicas microscopicas de los hongos hacen referencia a la
determinacion de las caracteristicas relacionadas con el tipo y la forma de las células
vistas al microscopio optico. Segun Arenas (2014), en el analisis microscopico de
levaduras se debe considerar la presencia o ausencia de:

e Pseudohifa: conjunto de células levaduriformes que no se han separado

después de la gemacion.

e Blastosporas: espora formada por la gemacion

e Clamidosporas: espora de pared gruesa que sobrevive en condiciones

desfavorables.

Segln Arenas (2014), en el analisis microscépico de hongos filamentosos se debe

considerar la presencia o ausencia de:

e Micelio macrosifonado hialino y cenocitico: micelio con diametro mayor a 1

pm, carecen de tabiques y pigmento.

e Micelio macrosifonado hialino y tabicado: micelio con didmetro mayor a 1

pum, carecen de pigmento y presenta tabiques.
e Micelio microsifonado: micelio con diametro menor a 1 pm.

e Modalidad de las hifas: candelabro favico, cuerpos nodulares, espirales,

pectinadas, zarcillos, rizoides, estolon.
e Microconidios: células ovoides o globosas de tamafio pequefio.
e Macroconidios: células globosas, ovoides o en forma de hoja de gran tamafio.

e Clamidoconidios: células globosas u ovoides que se localizan a nivel terminal

e intercalar. Producidas en condiciones adversas.
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Figura 6. Caracteristicas microscopicas de las levaduras
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Fuente: Tomada y modificada de Lopez, Marulanda y Lépez (2013).
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Tinciones basicas en el laboratorio de microbiologia para determinar
caracteristicas microscopicas

Tincién de Gram

Esta tincion es un procedimiento de gran utilidad empleado en los laboratorios
donde se manejan pruebas microbioldgicas. Es definida como una tincién diferencial,
ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las bacterias en dos grandes grupos:
bacterias gramnegativas y bacterias grampositivas. Fue desarrollada por el cientifico
danés Hans Christian Gram en1884. Los principios de la tincién de Gram estan
basados en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias, la cual le confiere
propiedades determinantes a cada microorganismo (Araque y cols., 1999).

La tincion de Gram se basa en colocar como colorante primario cristal violeta, el
cual tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana. Posteriormente, se
coloca lugol, el cual sirve como mordiente e impide la salida del cristal violeta por la
formacion de un complejo cristal violeta-yodo que satura los espacios del
peptidoglicano dela pared bacteriana. En seguida, se coloca una mezcla de alcohol-
acetona, la cual deshidrata la pared bacteriana y cierra los poros de la misma, también
destruye la membrana externa de las bacterias Gramnegativas debido a que ésta es
soluble a la accién de solventes organicos, como la mezcla de alcohol y acetona. Las
bacterias Gram positivas, al contener una gran cantidad de peptidoglicano, retienen
con mayor fuerza este complejo, mientras que las Gram negativas no lo pueden
retener por tener menos cantidad de peptidoglicano (Araque y cols., 1999).

Por altimo, se coloca safranina, la cual funciona como un colorante secundario o
de contra tincién y sirve para tefiir las bacterias que no pudieron retener el complejo
cristal violeta-yodo. Las bacterias Gram positivas se observan de color azul obscuro a
morado, mientras que las Gramnegativas se observan de color rosa a rojo (Lopez,

Hernandez, Colin, Ortega, Ceron y Franco, 2014).
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Tincion de azul algoddn de lactofenol

La tincidn de azul algodon de lactofenol no es considerada una tincién diferencial,
sin embargo, posee caracteristicas tintoriales que permite observar cada uno de los
componentes fangicos y apreciar facilmente las estructuras para una adecuada
identificacion. El fenol inactiva las enzimas liticas dela célula e impide que ésta se
rompa; de igual forma, destruye la flora acompafiante e inactiva a la célula,
quitandole el grado de patogenicidad; ademas, actia como mordiente cuando se usa
en combinacién con colorantes. El acido lactico preserva las estructuras fungicas al
provocar un cambio de gradiente osmotico con relacién al interior flngico, lo que
genera una pelicula protectora. El azul de algoddn es un colorante &cido, que tifie el
citoplasma y la quitina presente en las celulas fangicas, mientras que el glicerol
mantiene humeda la preparacion. Una vez preparado el colorante, se debe colocar la
muestra microbiolégica en un portaobjetos por medio de una impronta (proceso en
elcual se coloca una impresion de la muestra sobre una estructura utilizando una cinta

adhesiva transparente) (Lopez y cols., 2014).
Ambientes Extremos

Son aquellos que presentan valores extremos de determinados parametros fisico-
quimicos tales como temperatura, pH, presion hidrostatica, potencial redox, actividad
del agua, salinidad, irradiacion solar, concentracion de nutrientes o metales toxicos,
condiciones inusuales poco favorables o letales para la mayoria de organismos (Mata,
2006).

Para Rodriguez y Valera (2008), son ambientes en los que existe una escasa
diversidad de especies y en los que estan ausentes algunos grupos taxonémicos. Sin
embargo, “ambiente extremo” es un término relativo, ya que los ambientes que
pueden ser extremos para un organismo, pueden ser esenciales para la supervivencia

de otro organismo (Rothschild y Mancinelli, 2001).Estos ambientes presentan,
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ademas de un alto contenido de iones (factor que le atribuye la caracteristica de ser un
ambiente inhospito para la mayoria de los microorganismos) (Mata, 2006),
caracteristicas ambientales peculiares que incluyen aquellos con temperaturas muy
elevadas (55-121°C) o bajas (-2-20°C), alta salinidad (NaCl 2-5M), alta presion
barométrica y alta alcalinidad (pH arriba de 8) o alta acidez (pH menor de 4)
(Rothschild y Mancinelli, 2001).

Estos ambientes reconocidos como extremos se encuentran colonizados por una
amplia diversidad de microorganismos como bacterias, cianobacterias, hongos, algas
y levaduras que se han adaptado a las condiciones que son altamente predominantes

en estos nichos ecoldgicos (Herbert, 1992).

Microorganismos en Ambientes Extremos

Los microorganismos extremofilos tienen como héabitat natural ambientes que
antiguamente se consideraban demasiado hostiles para permitir la supervivencia de
organismos vivos (Arenas 2014). Actualmente, se definen diferentes grupos de
organismos extremdfilos de acuerdo con las condiciones ambientales en las que se
desarrollan. La mayor parte de estos pertenecen a bajos niveles de organizacion,
siendo la gran mayoria de estructura celular procarionte (Castillo, 2005). En la Figura
7, se indican algunas de las diferentes condiciones extremas ambientales y los
organismos que viven en ellas.

De acuerdo con Comerio y cols., (2007), los extremdfilos principalmente
pertenecen a las Eubacterias y Arqueobacterias, que son microorganismos
unicelulares procariotas, afirmacion que concuerda con lo expresado por el autor
Urbietay col.,, (2015). Su habitat en ambientes extremos se debe a varias
caracteristicas como por ejemplo (Comerio y cols.; Gémez y Steiner, 2004):

» Enzimas estables: conocidas como extroenzimas, las cuales no se desnaturalizan a
altas temperaturas o condiciones de pH, su funcion principal es proteger el ADN.

« Monocapa lipidica que les permite mayor estabilidad.
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« Enzimas especificas para metabolizar metales pesados.
Figura 7. Diferentes condiciones ambientales extremas y grupos de
organismos adaptados a ellas (extremofilos).
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Fuente: Tomada y modificada de Comerio y cols. (2007).

Clasificacion de los organismos extremofilos

Segun Oliart y cols. (2016), en una descripcion sintetizada de estos organismos los
clasifica en base a la condicion fisica o quimica extrema del ambiente donde se
desarrollan: termofilos (temperatura 6ptima de crecimiento superior a 45 °C); dentro
de éstos se encuentran los hipertermdfilos (temperatura dptima de crecimiento
superior a 80 °C); psicrofilos (temperatura éptima de crecimiento por abajo de 10 °C);

acidofilos (pH déptimo de crecimiento por abajo de 5); alcaléfilos (pH 6ptimo de
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crecimiento por arriba de 8); haléfilos (habitan en medios hipersalinos, de 5 % a 30 %
de sal); osmofilos (viven a altas presiones osmoticas); radiofilos (resisten altos
niveles de radiacion); Metaldfilos (toleran altas concentraciones de metales pesados);
piezofilos (antes llamados bardfilos, requieren o toleran presion hidrostética de 40

atm a 60 atm).

Termdfilos

Se consideran termdfilos aquellos microorganismos que crecen en temperaturas
por encima de 65°C, la temperatura para un crecimiento 6ptimo se encuentra entre 70
—80°C y la méaxima entre 80 — 113°C. La mayoria de los microorganismos mesofilos
crecen mas rapidamente entre 25 y 40°C. No se han encontrado animales o plantas
multicelulares que vivan por arriba de los 50°C (Madigan y cols., 2003).

El habitat natural con temperaturas permanentemente altas (por encima de 45 —
50°C) esté restringido a unas pocas zonas de la biosfera, normalmente relacionadas
con fenémenos volcénicos: fuentes termales volcéanicas terrestres, fuentes termales
submarinas (fumarolas hidrotermales) asociadas a las grandes dorsales oceanicas y
materiales en fermentacion como acumulos de abono (compostas) los cuales pueden
alcanzar temperaturas de 65°C. Sus enzimas tienen alta estabilidad térmica debido
principalmente a redes de interacciones ionicas y modificaciones de la membrana
plasmatica (Gomez y Steiner, 2004).Un ejemplo es Thermusacuaticus, crece a
temperaturas mayores de 70°C y es ampliamente utilizada en la industria para la
tecnologia PCR (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Psicrofilos

Segun Ramirez y cols. (2006), tipicamente los organismos psicrofilos pueden
crecer en temperaturas por debajo de los 5°C, aunque su rango de temperaturas de
crecimiento puede ir desde los 20°C hasta menos de 0°C. Los principales ambientes
habitados por los psicrofilos incluyen regiones polares, montafias altas, glaciares, el

fondo de los océanos, sistemas subterraneos bajos (cuevas), la atmdsfera superior y
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las superficies de las plantas y de los animales que viven en los ambientes frios,
donde las temperaturas nunca exceden los 5 °C.

Los psicrofilos son capaces de degradar sustancias poliméricas tales como:
almidon, celulosa, xilano, pectina, quitina, proteinas y lipidos; produciendo enzimas
como: amilasa, celulasa, xilanasa, pectinasa, quitinasa, proteasa Yy lipasa
respectivamente (Rothschild y Mancinelli, 2001). Algunas bacterias aisladas de estos
ambientes corresponden segun Van Den Burg, (2003) a bacterias Gram-negativas:
Pseudoalteromonas, Moraxella, Psychrobacter,Polaromonas,  Psychroflexus,
Polaribacter, Moritella, Vibrio yPseudomonas; Yy bacterias Gram-positivas:

Arthrobacter, Bacillusy Micrococcus.

Alcaldfilos

Se llaman alcaldfilos aquellos organismos que viven en ambientes con pH por
encima de 9. Los microorganismos alcal6filos se encuentran por lo general en
habitats muy basicos como lagos sédicos y suelos muy carbonatados, como los que se
encuentran en Egipto, el Rift Valley de Africa y oeste de los Estados Unidos,

pertenecen al género Bacillus y son también hal6filos (Gomez y Steiner, 2004).

Acidofilos

Se consideran acidéfilos aquellos organismos que viven en medios con pH menor
de 5.Los ambientes acidos surgen naturalmente de actividades geoquimicas, como
pueden ser la produccion de gases sulfurosos de emanaciones volcéanicas. Otro lugar
donde es posible encontrar acidéfiloses en las escorias de las minas, como por
ejemplo en “The Iron Mountain Mine” en California del Norte donde crece la arquea

Ferroplasma acidarmanus en soluciones con pH 0,5 a 1 (Wiegel y Keubrin, 2004).
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Xerofilos

La pérdida de pequefias fracciones de agua intracelular puede ser letal para muchas
células, sin embargo, existen ciertos organismos que pueden sobrevivir a una extrema
desecacion incluso durante largos periodos de tiempo. Los microbios especializados
que pertenecen a los hongos, liquenes y algas tienen la capacidad de crecer en tales
condiciones extremadamente secas. Estos organismos especializados se llaman los
xerofilos (Gomez y Steiner, 2004).

Los organismos capaces de sobrevivir en condiciones de extrema sequedad van
desde colonias de bacterias hasta colonias simbioticas de algas con hongos (liquenes).
Generalmente las colonias de bacterias sobreviven mejor en las rocas expuestas al sol,
pero en el caso de que las rocas hayan sido colonizadas previamente por liquenes, las
bacterias no pueden desarrollarse plenamente. Esto puede deberse a diferencias en la
humedad o por acidos organicos producidos por los liquenes. Se conocen varios tipos
de bacterias xerofilas como Metallogenium y Pedomicrobium. Su tamafio varia desde

0,4 a 2 micrometros de largo (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Piezofilos o Bardfilos

Los microorganismos que requieren condiciones de alta presion (superior a 1 atm)
para su desarrollo y crecimiento se Illaman los piezdfilos (conocidos antes como
bardfilos). Los organismos aislados a profundidades de alrededor de 400 m y
utilizados en estudios que relacionan el crecimiento o la actividad metabdlica con la
presién, demuestran que son barotolerantes, se han obtenido baréfilos en
profundidades mayores entre 5.000 y 6.000 m; mientras que a profundidades mayores
de 10,000 m se han obtenido barofilos extremos (Rossy y cols., 2003).Los piezofilos
se distribuyen entre los géneros Shewanella, Colwellia, Moritella, Methanococcus,

Pyrococcus y Thermus (Rothschild y Mancinelli, 2001).
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Halofilos

Se llaman haléfilos a aquellos organismos que requieren cierta concentracion de
NaCl para su desarrollo y crecimiento. Pueden ser clasificados en funcién de la
cantidad de sal que requieren para sobrevivir y reproducirse. La principal estrategia
que desarrollan los microorganismos hal6filos para adaptarse al estrés osmético se
basa en la acumulacion masiva de compuestos en el citoplasma para compensar la
presién osmotica del medio externo (Ventosa y cols., 1998). La mayoria de las
bacterias hal6filas, Gram positivas y Gram negativas; aerobias o anaerobias
facultativas son consideradas como miembros de los generos: Halomonas, Delega,
Volcaniella, Flavobacterium, Paracoccus, Pseudomonas, Halovibrio vy
Chromobacterium (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Microorganismos Metal6filos

Para Madigan y Marrs (1997), son microorganismos que pueden crecer en la
presencia de altas concentraciones de metales. Estos organismos colonizan los
sedimentos, los suelos o las basuras industriales con alto contenido de metales
pesados (Figura 8). Las bacterias metal6filas muestran un gran nimero de actividades
enzimaticas que transforman ciertos metales por medio de reacciones como
oxidacion, reduccién, metilacion y alquilacion. Las transformaciones enzimaticas que
conducen a la precipitacion y a la inmovilizacién del metal estan siendo aplicadas a la
biorremediacion.

Una caracteristica tipica de Ralstonia (metal-resistente), es la presencia de grandes
plasmidos que contienen genes para la maltiple resistencia a los metales pesados.
Estos plasmidos confieren resistencia al Zn, Cd, Co, Pb, Cu, Ni y Cr, etc. La especie
Ralstonia metalliduranses una bacteria Gram-negativa no esporulada, que se
desarrolla en concentraciones milimolares de metales pesados toxicos. Fue el primer

aislado en 1976 del lodo de un tanque de decantacion del cinc en Bélgica el cual
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habia sido contaminado con metales pesados en elevadas concentraciones (Mergeay,

Monchy, Janssen, Van Houdt y Leys, 2003).

Figura 8: Presencia y disposicion de microorganismos en suelos con alto
contenido de metales
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Fuente: Tomada y modificada de Bautista (2008).

Muchos microorganismos, incluyendo Ralstonia, se podrian utilizar en la
bioremediacién de metales pesados. Estas bacterias también pueden ser utilizadas
para inmovilizar ciertos metales pesados eficientemente. Esto seria posible debido a
su capacidad para reducir dichos elementos a un estado redox mas bajo, produciendo
metales con baja bioactividad (Ramirez y cols., 2006).El aislamiento de bacterias
extremofilas se realiza a partir de muestras de suelo y agua para su procesamiento e
incubacidn en las condiciones ambientales adecuadas, sin embargo, hay que tomar en
cuenta que no todos los microorganismos ambientales son cultivables (Contreras,
2015), se aproxima que del 0,001-0,1 por ciento de bacterias en el agua marina, 0,25
en agua fresca, 0,3 por ciento en el suelo y 0,25 por ciento en sedimentos lo son. Lo

que se debe principalmente a que algunos microorganismos son parasitos de otros, al
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desconocimiento de requerimientos nutritivos especificos, algunos casos de sintrofia,
que es la dependencia de alimentacion de dos especies, es decir, que mutuamente dos
organismos se ayudan para metabolizar sustancias que de forma individual no podrian
hacerlo por si solos (Madigan y cols., 2003).

Desde el punto de vista ambiental, los hongos extremofilos son importantes debido
a su capacidad para producir diferentes extremoenzimas, caracterizadas por su
termotolerancia, resistencia a cambios de pH, a altas concentraciones de sales y
metales pesados, etc. Las propiedades anteriores los convierten en candidatos ideales
para el procesamiento y la bioconversion de materias primas como las presentes en
las industrias alimentarias, textiles y en procesos como la biorremediacién. Diversas
especies de hongos han sido caracterizadas como resistentes a ese tipo de condiciones
extremas, entre las que se encuentran Pestalotiopsispalmarum, Lecanicillium
muscarium, Phanerocheatechrysosporium y Aspergillus niger, capaces de producir
extremoenzimas para descomponer hidrocarburos policiclicos aromaticos como
sustratos, por lo que podrian ser utilizadas eficazmente como agentes biodegradativos
(Pérez, 2019).

Metales Pesados

Un metal pesado se define como un elemento que tiene propiedades metalicas
como ductibilidad, conductividad, densidad, estabilidad como catidn y especificidad a
ligando (Garbisuyy Alkorta, 2003). Bajo la denominacién de metales pesados se
incluye a un conjunto de 65 elementos de la tabla periédica con un nimero atdmico
mayor a 20 y con una alta densidad relativa, mayor o igual a 5 g/cm?® en su forma
elemental. Estos presentan diferentes caracteristicas fisicoquimicas y biologicas, se
encuentran formando complejos como iones libres o participando en reacciones redox
que resultan potencialmente tdxicas para los organismos (Beltran y Gdmez, 2016).

Dentro del grupo de los metales mas toxicos se encuentran el mercurio (Hg),

cobalto (Co), cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr), zinc (Zn), plomo (Pb) y niquel
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(Ni) (Tabla 3) (Hassen, Saidi, Cherif y Boudabous, 1998).Los metales pesados son
imprescindibles para el desarrollo de microorganismos, plantas y animales pues
ejercen roles importantes en algunas reacciones bioquimicas y son esenciales para su
crecimiento y desarrollo. Sin embargo, cuando se presentan en altas concentraciones
pueden formar compuestos inespecificos creando efectos citotoxicos y letales

(Nessner y Esposito, 2010).

Tabla 3.

Niveles Base Tipicos de Metales en Suelos

Metal UM
Oro (Au) ND
| Aluminio (Al) | 2,63x107 |
Arsénico (As) 660
\ Bario (Ba) \ 31,623 \
Cadmio (Cd) 5,37
\ Cobalto (Co) | 1,349 \
Cromo (Cr) 19,054
\ Cesio (Cs) \ 447 \
Cobre (Cu) 4.667
| Mercurio (Hg) | 1,48 |
Manganeso (Mn) 1,10x10°
| Niquel (Ni) | 6.761 |
Plomo (Pb) 478
| Estafio (Sn) | 851 |
Zinc (Zn) 7.585

Fuente: Tomada y modificada de Field, (2004)
Formas de Retencién y Disponibilidad de los Metales en el Suelo

Los metales pesados pueden presentarse en el suelo bajo diferentes niveles (Tabla
3) y formas segun Sanchez (2009) como:

1. Solubles en la solucién del suelo.
2. Como iones intercambiables de los coloides que integran el complejo de cambio.
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3. Formando complejos con la materia organica.
4. Adsorbidos en los 6xidos e hidréxidos de Fe, Mn y Al, sulfuros y fosfatos.
5. Como constituyentes de los minerales secundarios del suelo.

Los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes vias
(Navarro, Aguilar y Lopez, 2007):
1. Quedar retenidos en la solucién del suelo o bien, fijados o disueltos por adsorcion,
complejacion y/o precipitacion.
2. Ser absorbidos por las plantas e incorporarse a las cadenas tréficas.
3. Pasar a la atmdsfera por volatilizacion.
4. Movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas.

Puesto que la contaminacion por metales pesados plantea una amenaza a la salud
publica, a la industria pesquera y a la fauna, existe un interes creciente en desarrollar
sistemas que puedan remover o neutralizan los efectos toxicos de metales pesados en

suelos, sedimentos y aguas residuales (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Fuentes de Contaminacién por Metales Pesados

Se pueden distinguir diferentes fuentes de contaminacion de los suelos por metales
pesados dependiendo de su origen. En ocasiones, la propia naturaleza del material
originario y su alteracion son los responsables de la contaminacion; en este caso, se
denomina contaminacion enddgena. Otras veces los aportes contaminantes son
externos, frecuentemente como resultado de actividades antropogénicas,
denominandose contaminacion exdgena (Escobar, 2014)

La contaminacion por metales pesados provenientes de drenaje de minas suele
persistir y ser transferidos al ecosistema, incluso hasta 100 afios después del cierre de
la mina (Tabora, 2017).Por su lado, Johnson y Thornton (1987), en su estudio sobre
los factores hidroldgicos y quimicos que controlan las concentraciones de metales

pesados en un rio contaminado por drenaje acido de minas encontraron que las
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concentraciones de Cu y Zn son directamente proporcionales al caudal (Johnson y
Thornton, 1987).

La toxicidad de los metales concuerda con el estudio realizado por Cabrera, Pérez,
GOmez, Abalos y Canteros (2006), en el cual se utiliz6 CuSO4 y ZnSO4 para
determinar la toxicidad de metales pesados en dos diferentes bacterias
(Desulfovibriovulgaris y Desulfovibriosp. Este estudio muestra una relacion inversa
entre la poblacién de bacterias y el incremento de la concentracion de metales. Por lo
tanto, todos los metales pesados, en diferentes concentraciones, tienen un efecto
inhibitorio en el crecimiento de las bacterias (Hasseny cols., 1998).

La accion tdxica de los metales pesados sobre los seres vivos ocurre a través del
bloqueo de las actividades biologicas, es decir la inactivacion enzimatica por la
formacion de enlaces entre el metal y los grupos sulfhidrilos(-SH) y otros grupos
funcionales de las proteinas y enzimas, causando dafios irreversibles en los diferentes
organismos, desplazando otros iones metélicos o modificando la conformacion activa
de moléculas biologicas, como lo descubrieron Garbisu y Alkorta, (2003); Rajendran
Muthukrishnan, y Gunasekaran,(2003). Una vez los metales son emitidos se absorben
muy facilmente a través de las membranas biolégicas, por su elevada afinidad
quimica a las proteinas aumentando su bioacumulacion, dificultando su degradacion y
eliminacion (Soto, Gutiérrez, Rey y Gonzalez, 2010). Existen estrategias biologicas
en donde microorganismos y plantas pueden inmovilizar o transformar el metal in

situ, lo cual puede reducir su biodisponibilidad (Rajendran y cols., 2003).

Mecanismos bioquimicos desarrollados por los microorganismos para el
tratamiento de metales pesados

Los microorganismos juegan un rol vital y fundamental en la transformacion de
elementos traza incluidos los metales, ya que influencian su biodisponibilidad y
remediacion; ellos pueden alterar la toxicidad, solubilidad en agua y la movilidad del

elemento (Bolan, Kunhikrishnan, Thangarajan y Kumpiene, 2014). Asimismo,
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modifican la concentracion de metales pesados en el ambiente, pues estos cuentan
con mecanismos enzimaticos y no enzimaticos para remover metales en solucion
(Beltran y Gémez, 2016).Tomando los aportes de los citados autores, a continuacion,
se describen diferentes mecanismos bioquimicos desarrollados por los

microorganismos para transformar o acumular diversos iones metalicos.

Union a metales, bioacumulacion y bioabsorcion

Los metales se unen a la superficie celular a traves de mecanismos que incluyen
interacciones electrostaticas, fuerzas de Van de Waals, unién covalente, interacciones
redox, precipitacion extracelular o la combinacion de esos procesos; los grupos
cargados negativamente (carboxil, hidroxil y fosforil) de la pared celular bacteriana
adsorben los iones metalicos y estos son retenidos. Cuando los metales se unen a la
superficie celular pueden bioacumularse. La bioacumulacion es un proceso celular
que involucra un sistema de transporte de membrana que internaliza el metal pesado
presente en el entorno celular con gasto de energia, este consumo energético se
realiza a través de la H+-ATPasa; una vez incorporado el metal pesado al citoplasma
este es secuestrado por proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas
metalotioneinas(MT), fitoquelatinas (FQ) y algunos nuevos péptidos de unién a
metales, si se trata de hongos este es compartementalizado dentro de las vacuolas. Las
MT son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas en cisteina, que se dividen
en tres clases de acuerdo al contenido de cisteina y a su estructura. Estas proteinas
han sido aisladas de especies bacterianas tales como la Escherichiacoli y
Pseudomonasputida y los géneros Cyanobacterium sp y Syneococcussp.(Beltran y
Gobmez, 2016).
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Transformacion de la valencia del metal

Dependiendo del estado de oxidacion del metal un microorganismo puede realizar
dos posibles transformaciones, una corresponde a la movilizacion del metal, es decir
la transformacidn del estado insoluble inicial que corresponde a una fase solida a un
estado soluble final que se presenta en fase acuosa, este proceso se conoce como
lixiviacion; la otra transformacion es la inmovilizacion del metal que es un proceso en
donde la fase soluble inicial en fase acuosa pasa a un estado insoluble final en fase
solida (Soto y col., 2010).

De manera tal, que la solubilidad y movilidad de los metales depende de su estado
de oxidacion y de su forma iénica (Beltran y Gomez, 2016). A su vez, los metales de
diferentes valencias varian en su toxicidad; cuando se excretan enzimas redox
especiales, los microorganismos pueden transformar el metal a formas menos toxicas.
Las reacciones redox se agrupan en dos categorias, las asimilatorias y las
desasimilatorias; en las reacciones asimilatorias el metal estd involucrado en las
reacciones metabdlicas del organismo actuando como aceptor final de los electrones;
mientras que en las reacciones desasimilatorias no se conoce el rol del metal en el
metabolismo del organismo e indirectamente inicia las reacciones redox (Bolan y
cols., 2014).

Mecanismo de precipitacion quimica extracelular

Los microorganismos secretan productos metabdlicos de tipo inorganico como
iones sulfatos, carbonatos o fosfatos que pueden precipitar iones metalicos tdxicos
como una forma de detoxificacion no enzimatica. En la naturaleza los
microorganismos inmovilizan metales a través de la precipitacion extracelular
(Rajendran y cols., 2003). En ese orden de ideas, un buen nimero de sustancias
ligadoras de metales son excretadas por los microorganismos, estas varian desde

acidos organicos simples, alcoholes, grandes polisacaridos o acidos humicos y
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falvicos. Recientes estudios han encontrado que los grupos carboxil del
peptidoglicano son el principal lugar de union de cationes en la pared celular de
bacterias Gram positivas, mientras que en bacterias gramnegativos es el grupo fosfato
y en los hongos, seria la quitina, sin importar que la precipitacion sea en la superficie
externa de la pared celular o lejos de ella, siendo un mecanismo exitoso para
mantener los iones tdxicos fuera del citoplasma (Wu, Kang, Zhang, Shao, Chu, y
Chengjiang, 2010).

De igual forma, multiplicidad de microorganismos producen Yy excretan
sideroforos que son moléculas acomplejantes de hierro, muchas de las cuales tienen
alta afinidad por los metales pesados, en Pseudomonasaeruginosa Yy
Alcaligeneseutrophusla sintesis de sider6foros esta inducida por metales pesados en

presencia de altas concentraciones de hierro (Beltran y Gémez, 2016).

Resistencia bacteriana a metales pesados

Los metales pesados pueden modificar la flora bacteriana de los suelos y alterar las
funciones de algunos organismos vivos, incluso estos seres vivos pueden generar
resistencia a los metales pesados e incrementar la bioacumulacién de ellos (Moraga,
Merino y Mondaca, 2003).

Existen dos causas de la resistencia de metales en bacterias, la primera es cuando
las bacterias han sido expuestas a estos contaminantes por periodos prolongados de
tiempo y generan un grado de tolerancia hacia ellos mediante una transformacion
fisiologica. La segunda es cuando las bacterias evolucionan genéticamente para
obtener esta resistencia por seleccion natural de genes resistentes (Klerks y Weis,
1987).

En el trabajo realizado por Tabora (2017), donde estudio el efecto del cobre y zinc
en la comunidad microbiana, identificé las siguientes bacterias resistentes a Cu y Zn:
e Sphingomonas, gramnegativa, estrictamente aerobia, monoflagelados con

pigmentacion amarilla, relacionada con plantas y no se ve afectada por ZnClo.
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e Luteibacter, gramnegativa, aerobia, monoflagelado con pigmentacion amarilla,
pertenece a la familia Xanthomondaceaey esta relacionada con suelo o rizésfera.

e Sphingobacterium, Gram negativa, aerobia, pigmentacién amarilla, usualmente
encontrada en suelo, agua estancada o vegetacion.

Las Sphingomonas, son un género de bacterias Gram negativo que no se ven
afectadas por algunas sales, entre ellas el ZnCl, debido a que presenta un gen de
resistencia hacia el zinc. Los géneros Sphingobacterium y Luteibacter presentan una
resistencia al cobre a 50 mg/L. Al agregar zinc a 50 mg/L solamente
Sphingobacterium continta con crecimiento normal (Tabora, 2017).

En ese mismo orden de ideas, un estudio sobre la resistencia a metales pesados en
bacterias de la bahia de Iquique mostrd 11 cepas con cierta resistencia hacia el cobre,
mayormente Pseudomon (Moraga y cols., 2003). A su vez, numerosos estudios han
examinado las interacciones de la pared celular Gram positiva con los iones metalicos
(particularmente los del género Bacillus). Los sitios de suelos responsables para la
unién de metales en estos organismos son probablemente los sitios carboxilos dentro
del peptidoglicano, asi como los grupos fosforilos de polimeros secundarios como los
acidos teicoicos y teicuronicos (Bautista, 2008).

En las bacterias Gram-negativas la capa de lipopolisacaridos (LPS) puede estar
implicada como la mayor fuente de union a metales, los iones metalicos ex6genos se
unen primariamente a las cabezas de los grupos polares de fosfolipidos y LPS en la
membrana externa, los grupos fosforilos parecen ser los sitios de union méas probables
(Kotrba, Doleckova, De Lorenzo y Ruml, 1999).

En realidad las interacciones especificas seran diferentes de acuerdo al ion
metalico en cuestion (Bautista, 2008) de acuerdo con ello, el citado autor sostiene que
en la cadena de polisacéridos lateral que contiene Oxigeno en la captura de cuatro
iones metalicos: Oro, Cobre, Hierro y Lantanio, existe una precipitacion intracelular
de oro el cual no parece ser un evento mediado por la superficie, en la captura de

cobre al parecer sucede en los grupos fosforilos en la region A del lipido central del
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LPS, mientras que en el caso del hierro y lantano hay una precipitacion producto de
una combinacién de un efecto de los dos tipos de LPS producidos.

Muchos son los grupos funcionales con potencial de union a metales. Muchos de
ellos intercambian protones por cationes divalentes, es el caso de los grupos acidos,
en el caso de los grupos basicos no es necesario un intercambio de cationes, la union
es producto de la coordinacion con los pares de electrones desapareados, dicho grupo
funcional actia como base de Lewis (Bautista, 2008). En atencién a lo expuesto, se
puede considerar la pared microbiana como un material aniénico inanimado. Por
consiguiente y de acuerdo a las consideraciones del autor, la capacidad de captura
metalica de la pared celular microbiana no esta controlada solamente por el nimero,
el tipo y el acceso a los grupos funcionales, sino también por el didmetro de la malla
de la estructura de la pared celular y el grado de vacio en el esqueleto de la pared

celular de los microorganismos presentes en el suelo (Le Cloirec y Andrés, 2005).

Mecanismos de accion de los hongos

El mecanismo de accién de los hongos sobre contaminantes, de diversas indoles
como metales pesados, fenoles, pesticidas, compuestos organicos emergentes es un
proceso complejo. Las estructuras quimicas de estos compuestos son muy diversas,
esto significa que los mecanismos imperantes en la accién de los hongos dependen
del tamafio molecular, carga, solubilidad, hidrofobicidad y reactividad del
contaminante, asi como de la composicion del agua residual. La bioadsorcién y
biodegradacion se reportan como los procesos fundamentales en la interaccion de los
hongos con los contaminantes presentes en el suelo (Pérez, 2019).

En la primera etapa de estos procesos interviene la pared celular la cual
interacciona con el medio exterior, definiendo la interfase entre el microorganismo y
su entorno. La pared celular constituye mas del 30% del peso del hongo. Su
composicién varia marcadamente entre varias especies fungicas. Estudios realizados

demuestran que la pared celular del micelio fangico contiene principalmente quitina;
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polimero de n-acetilglucosamina entre un 25-30% de peso seco celular, ademas
contiene 29% glucano, 31% manosa, 13% proteina, 8,5% lipidos. Estos polimeros
contienen varios grupos metalicos unidos a aminas, imidazol, fosfatos, sulfatos,
sulfihidrilos e hidroxilos (Gadd, 2009). Grupos aminos, amida e hidroxilos se han
encontrado en la superficie celular. Es por esta razon que los hongos presentan la

propiedad Unica de enlazar tanto cationes como aniones a su pared celular.

Metales Pesados de Interés

Cobre

Entre las propiedades mas importantes de este metal segin Gomez y Sanchez
(2008), resaltan que es un metal con punto de fusion de 1083 °C y un punto de
ebullicién de 2300 °C. Es el elemento quimico de simbolo Cu, nimero atémico 29 y
peso atdmico 63,54 g/mol. Su bajo potencial de oxidacion indica que no es demasiado
activo, el cobre origina compuestos en los estados de oxidacién +1 y +2. El cobre
metalico es maleable, ductil y gran conductor del calor y de la electricidad, por ello es
ampliamente usado en cables desviadores y conmutadores. En la naturaleza se pueden
encontrar no menos de 165 compuestos que contienen cobre. Sin embargo, casi todos
ellos se pueden clasificar en dos grupos:

. Minerales oxidados
. Minerales sulfurados.

El cobre se encuentra en cantidades relativamente grandes; por lo tanto, nunca
llega a ser demasiado escaso. Su extraccion y procesamiento permitieron su
utilizacion desde épocas prehistoricas. El cobre forma parte del magma o masa
candente que constituye el interior del planeta. Sometido a presiones y temperaturas
altisimas, este magma suele aflorar a la superficie a través de grietas y fisuras de la
corteza terrestre, dando origen a los yacimientos. En ocasiones, el cobre puede aflorar
por estas hendiduras y al solidificarse, crea filones o vetas siempre muy estrechas (a

veces de s6lo centimetros), pero de gran pureza metélica (Beltran y Gomez, 2009).
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Zinc

El Zinc es el elemento quimico de simbolo Zn, nimero atomico 30 y peso atomico
65,37g/mol. Es un metal maleable, ddctil y de color gris. El zinc puro y recientemente
pulido es de color blanco azuloso, lustroso y moderadamente duro (2,5 en la escala de
Mohs). El aire himedo provoca su empafiamiento superficial, haciendo que tenga
color gris. El zinc puro es ductil y maleable pudiéndose enrollar y tensar, pero
cantidades pequefias de otros metales como contaminantes pueden volverlo
quebradizo. Se funde a 420°C y hierve a 907 °C. Su densidad es 7,13 veces mayor
que la del agua, ya que un pie cibico (0,028m?) pesa 445 Ib (200 Kg). El zinc es buen
conductor del calor y la electricidad. Como conductor del calor, tiene una cuarta parte
de la eficiencia de la plata. A 0,91°K es un superconductor eléctrico. El zinc puro no
es ferromagnético (Gémez y Sanchez, 2008).

Es un metal quimicamente activo. Puede encenderse con alguna dificultad
produciendo una flama azul verdosa en el aire y liberando éxido de zinc en forma de
humo. El zinc metalico en soluciones éacidas reacciona liberando hidrégeno para
formar iones zinc, Zn?*. Se disuelve también en soluciones fuertemente alcalinas para
formar iones dinegativos de tetrahidroxozincatos, Zn (OH)a, escrito algunas veces
como ZnOz.en las formulas de los zincatos. Los usos mas importantes del zinc los
constituyen las aleaciones y el recubrimiento protector de otros metales. El zinc es
uno de los elementos menos comunes; se estima que forma parte de la corteza
terrestre en un 0,0005-0,02%. Ocupa el lugar 25 en orden de abundancia entre los
elementos. Su principal mineral es la blenda, marmatita o esfalerita de zinc, ZnS
(Gbmez y Sanchez, 2008).

De manera tal que el Zinc es un elemento esencial para el desarrollo de muchas
clases de organismos vegetales y animales. La deficiencia de zinc en la dieta humana
deteriora el crecimiento y la madurez y produce también anemia. La insulina es una
proteina que contiene zinc. El zinc esta presente en la mayor parte de los alimentos,
especialmente en los que son ricos en proteinas. En promedio, el cuerpo humano

contiene cerca de dos gramos de zinc (Beltran y Gdmez, 2008).
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El limite permitido de concentracion de Cu es de 0,02 mg/L para ecosistemas de
agua dulce. En cambio, el valor maximo permitido para Zn en ecosistemas de agua
dulce es de 1 mg/L. Segun la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), la toxicidad
de los metales pesados depende de la dureza expresada como carbonatos de calcio
(CaCO0:s). Para concentraciones de dureza de 50, 100 y 200 mg/L, la concentracion de
zinc no debe exceder los 180, 320 y 570 pg/L respectivamente (Tabora, 2017).

En cambio, para concentraciones de dureza de proporciones 50, 100 y 200 mg/L,
la concentracidon de cobre no debe exceder los 12, 22 y 43 pg/L respectivamente. Un
estudio realizado sobre metales pesados en el rio Arkansas en Colorado, muestra
concentraciones de Zn en un rango de 1 — 1,000 pg/L y de 0,1 — 15 pg/L con respecto
al Cu. En ese mismo estudio, el citado autor también midié metales en el sitio de
origen, California Gulch, y se encontraron concentraciones de hasta 1,300 mg/L de
Cuy 14,000 de Zn (Tabora, 2017).

Definicion Operacional de Términos

Mesofilos
Presentan una temperatura Optima de crecimiento de 20°C a 45°C; los Meséfilos se
encuentran en animales de sangre caliente, en entornos terrestres y acuaticos en

altitudes templadas y tropicales (Ramirez y cols., 2006).

Veta mineral

Son filones de mineral puro que se encuentran en hendiduras rocosas aflorados en
la superficie por accion de la actividad magmatica que atraviesa grietas y fisuras de la
corteza terrestre solidificandose con el cambio brusco de temperatura y presion. Estos
filones se denominan veta y por lo general son ricos en un determinado compuesto

mineral de donde se extrae el elemente de interés (Bautista, 2008).
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Microbiota

Es la gran variedad de microorganismos del suelo formada por una mezcla
microscopica de miles y millones de bacterias, actinomicetos, hongos, protozoos, etc.,
por cada gramo de suelo. La cual cumple un rol especial en los procesos bioquimicos
de la materia (AVS, 2005).

Filogenético (a)
De la filogenia. Es la relacion de parentesco entre especies o taxones en general

(Ramirez y cols., 2006).

Extremoenzimas
Son enzimas responsables de catalizar reacciones quimicas en ambientes extremos
(Zavala, 2005).

Antropogeénica
Es el impacto humano sobre el medio ambiente. Es el conjunto de efectos

producidos por las actividades humanas en el ecosistema (AVS, 2005).

Rizosfera

Es la zona proxima a las raices de las plantas, se caracteriza por poseer una gran
cantidad de compuestos que son exudados por las plantas. Se estima que los exudados
rizosféricos pueden llegar a contener entre 10 y 44% del carbon asimilado y otras
series de compuestos, los que contribuyen generalmente a un incremento de las

densidades poblacionales de los microorganismos (Rossi y cols., 2003).

Bioacumulacion
Esta interaccion se refiere a la absorcion intracelular de los iones metalicos y su
posterior inmovilizacion. El transporte es dependiente de energia y mediado por

accion enzimatica. La movilizacion de metal dentro de la bacteria, puede empezar
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con interaccion pasiva con los ligandos de la superficie celular (bioadsorcion) o por
una quelacién especifica, seguida de un transporte lento al interior de la célula. Los
mecanismos de transporte del metal a través de las membranas pueden llevarse a cabo
por los siguientes mecanismos: bombas de iones, canales de i6n, impregnacion

compleja e impregnacion de lipidos (Bautista, 2008).

Biorremediacion

Son estrategias de remediacion basadas en procesos microbianos
(microremediacién) que pueden minimizar la toxicidad y la biodisponibilidad de los
metales pesados presentes en los suelos. Dentro de estas técnicas se encuentran la
bioestimulacion en donde se activa a la poblacion microbiana nativa; la
bioaumentacion que involucra la introduccion artificial de poblaciones viables, la
bioacumulacion utilizando células vivas y la biosorcién mediante biomasa microbiana
muerta. Estas técnicas se caracterizan por ser tecnologias de remediacion promisorias
desde el punto de vista econémico y de efectividad para la recuperacion de suelos

altamente contaminados (Rajendran y cols., 2003).
Operacionalizacion de las Variables
Un sistema de variables consiste en una serie de caracteristicas por estudiar,
definidas de manera operacional, es decir, en funcidn de sus indicadores o unidades

de medida (Alvarez, 2008), de este modo, en el Tabla 4, se muestra la

operacionalizacion de las variables en estudio.
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Tabla 4.

Operacionalizacion de las Variables

Variable

Tipo

Definicion Conceptual

Metales pesados
Cobre y Zinc

Independiente

Los metales pesados conforman un grupo de
alrededor de 40 elementos en la tabla
periédica. Dentro del grupo de los metales mas
toxicos se encuentran el mercurio (Hg), cobalto
(Co), cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr),
zinc (Zn), plomo (Pb) y niquel (Ni) (Téabora,
2017). Corresponde a un grupo de elementos
con caracteristicas quimicas semejantes: un
mismo estado de oxidacién, igual distribucion
electrénica de las capas externas y pesos
atébmicos comprendidos entre 63,55 a 200,59
g/mol (Escobar, 2014).

Definicién
Operacional

Dimensiones

Indicador

Ya determinado
segun los reactivos
utilizados para el

Concentracion de
metales de Cu y
Zn en los cultivos.

Variacion de la concentracion de los metales
Cuy Znen los cultivos.

suplemento de los
cultivos.

Variable Tipo Definicion Conceptual
Resistencia de Dependiente Existen dos causas de la resistencia de
microorganismosa microorganismos a metales, la primera es
metales pesados cuando los microorganismos han sido

expuestos a estos contaminantes por periodos
prolongados de tiempo y generan un grado de
tolerancia  hacia ellos mediante  una
transformacion fisiologica. La segunda es
cuando los microorganismos evolucionan
genéticamente para obtener esta resistencia por
seleccién natural de genes resistentes (Klerks y
Weis, 1987).
Definicion Dimensiones Indicador
Operacional
Incubacion de | Unidades Inhibicién o crecimiento de microorganismos
in6culos en medios | Formadoras  de | en cultivos suplementados con metales y cruce
de cultivo solido bajo | colonias (UFC). | de estos. Tincion.

condiciones
especificas
microorganismos
Metaldfilos

de

Identificacion

de

microorganismos

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023.
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Hipotesis

El municipio Rivas Davila del estado Mérida posee depdsitos de mineral
fosfato con altas concentraciones de metales pesados. Se considera que en estos
suelos existen biomasas resistentes a algunos metales pesados constituyentes de este
tipo de suelo. Por lo tanto, se aislaran microorganismos de muestras de suelo del
municipio Rivas Davila del estado Merida, sometidos a la influencia de materiales

pesados y resistentes a Cu y Zn hasta la concentracion maxima tolerable.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion esta relacionada con la interrogante de estudio, la cual
enfatiza lo que se quiere saber. De esta manera se puede identificar el logro general
de lo que se busca obtener durante el proceso de la investigacion (Hurtado, 2010).
Concretamente, esta investigacion fue de tipo confirmatoria, ya que se pretendio
confirmar la presencia de microorganismos extremoéfilos en suelos sometidos a

explotaciones mineras en el municipio Rivas Davila de estado Mérida.

Disefio de la Investigacion

En el disefio de investigacion se describen las estrategias que se utilizaron para
recolectar los datos en correspondencia con el dénde, cuando y la amplitud de la
informacién que se requiere recolectar, en relacién a ello Méndez (2001), establece
que: Dentro de este disefio se encuentra el enfoque experimental que es una
herramienta del método cientifico, el cual se puede entender como la observacion
dedicada y constante de un fendmeno objeto de estudio al cual se le modifican sus
variables de acuerdo a un plan determinado, con la finalidad de analizar sus posibles
cambios e inferir un conocimiento.

En este sentido, la presente investigacion empleo el disefio experimental de datos
primarios de muestras de suelo para analizar la presencia de microorganismos
extremofilos sometidos a condiciones extremas de metales pesados de los elementos

cobre y zinc (Cu y Zn).
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Poblacion y Muestra

Para Hernandez, Ferndndez y Baptista (2010), la poblacion es el conjunto de
individuos que conforman el universo de donde se tomaran los datos para efectos de
calculos y mediciones. El autor citado previamente opina que cuando la poblacién es
muy grande y no puede ser manejada en los ensayos de campo, es necesario tomar
una muestra que es una parte representativa de la poblacién.

Para la presente investigacion, la poblacién estuvo conformada por los
microorganismos presentes en el suelo de importantes formaciones geoldgicas del
municipio Rivas Davila del Estado Mérida, las cuales contienen depositos de metales

de Cuy Zn en altas concentraciones, en donde se encuentran las minas de Bailadores.

Unidad de Investigacion

Una vez definida las variables a estudiar, fue necesario determinar en qué o en
quienes se va a investigar ese evento, esto se conoce como unidad de investigacion
(Herndndez y cols., 2010). En consecuencia, con lo expresado, la unidad de
investigacion estuvo determinada por las minas de la localidad de Bailadores, las
cuales estan ubicadas en el sector denominado Las Tapias con méas del 80 % del area
dentro de los linderos del Parque Nacional General Juan Pablo Pefialoza, los Paramos
Batallon y La Negra a 10 Km al sur de Bailadores y a una altitud de 2.520 msnm del
Estado Mérida.

Seleccion del Tamario de la Muestra

Segln Hurtado (2015), existen técnicas de muestreo no probabilistico, en las
cuales no se conoce la probabilidad que cada elemento tiene de formar parte de la
poblaciéon y los criterios para la seleccion de la muestra responde a criterios no

basados al azar. En efecto, hay criterios de seleccidén en donde la muestra se escoge
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en términos teoricos, que de alguna manera sugieren que ciertas unidades son las mas
convenientes para acceder a la informacion que se requiere. La logica utilizada para
el muestreo no es la logica de la representatividad (porque ninguna unidad puede
representar a las demas), sino la logica de la significatividad.

Por consiguiente, la seleccion de muestra se realiz6 a conveniencia, por tratarse de
buscar muestras de suelos con alto contenido de metales pesados como zinc y cobre.
Las muestras se recolectaron en un area aproximada de 100 m? en la ubicacion
geogréfica de interés. Se delimito el espacio en un cuadrante de 10 x 10 metros y se
tomaron las muestras de suelo en cada veértice del mismo. Por ende, se recolectaron 4

muestras de suelo (Tabla 5).

Tabla 5.
Muestras recolectadas
Muestra Procedencia Peso Kg
1 De suelos afectados por Cuy Zn 1
2 De una Roca 1
3 Suelo de una veta mineral 1
4 Otra veta mineral 1

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, (2023).

Sistema de Variables

En toda investigacion es importante plantear variables, debido a que éstas permiten
relacionar algunos conceptos y hacen referencia a las caracteristicas que el
investigador va a estudiar. Aungue el concepto de “evento”, es mas amplio pero el
mismo incluye el término variable (Hurtado, 2015). De este modo, las variables son
los elementos o eventos que se van medir, controlar y estudiar dentro del problema

formulado, de alli que se requiera la posibilidad real y cierta de que se puedan
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cuantificar. Por lo tanto, es una propiedad que puede variar y cuya variacion es
susceptible de medirse (Hernandez y cols., 2010).

Es importante sefialar que los tipos de variables de una investigacion se pueden
clasificar y distinguir de diversas maneras dependiendo de los tipos de valores que
toman las mismas. Las variables de acuerdo a Hurtado (2015), pueden clasificarse de
acuerdo a su capacidad o nivel en que permitan medir los objetivos y depende de sus
propias caracteristicas o propiedades, entre las que se pueden distinguir las siguientes:
variables independientes, dependientes e intervinientes (Alvarez, 2008).

Variable Independiente

Se refiere a aquella donde el investigador puede manipular ciertos efectos; en otras
palabras, supone la causa del fendmeno estudiado (Arias, 2015). Para la presente
investigacion se planteé como variable independiente las condiciones de los medios
de cultivo para obtener microorganismos metaléfilos aislados, presentes en muestras

de suelos con altos niveles de concentracion de metales pesados de Cu'y Zn.

Variable Dependiente

Hurtado (2015), la define como aquella que se modifica por la accion de la
variable independiente. Para dicha investigacion estuvo determinada por la resistencia
de microorganismos a metales mediante el crecimiento en los diferentes medios de

cultivo a distintas concentraciones de Cu y Zn.

Variable Interviniente

Es aquella que puede influir en la variable dependiente, pero que no esta sometida
a consideracion como variable de investigacion (Alvarez, 2008). En torno a ello, se

considerd que aspectos fisicoguimicos y ambientales de la propia muestra influyeron
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sobre los resultados de la investigacion, mas no fueron evaluados en el presente

estudio, por lo tanto, comprendieron las variables intervinientes de la investigacion.

Procedimientos de la Investigacion

Los procedimientos segun Arias (2015), permiten orientar las acciones durante un

proceso de investigacion; en la presente investigacion se describieron en detalle la

operacion del proceso experimental, con la descripcion de las condiciones y métodos

utilizados para determinar las caracteristicas morfolgicas en microorganismos

expuestos a la influencia de metales pesados en los suelos de las minas de Bailadores

(Figura 6).

Figura 9. Proceso del desarrollo experimental de la investigacion.
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Fuente: Tomado y modificado de Escobar, (2014) y Castafio y Marquez, (2009).
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Ubicacion del sitio de Obtencién de muestras

El area de estudio esta situada en la localidad de Bailadores a 7 km de la poblacion
homdnima en el limite norte del parque nacional Juan Pablo Pefalosa, en el estado
Mérida-Venezuela, a una altitud 2400-2800 msnm(Contreras y cols., 2004).Las
muestras con las cuales se realizo este estudio procedieron de la zona de las Tapias en
la region geografica del municipio Rivas Davila (Figura 7), con una temperatura
promedio de 18°C, de coordenadas geograficas 8°11'65.1"N 71°50'09.2"W
(proporcionado por Whatsapp: https://maps.google.com/?g= 8.198642,-71.835903).

Figura 10. Mapa del municipio Rivas Davila del Estado Mérida, Venezuela
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& Gerénimo Maldonado ‘096‘\@

c:P Rivas Davila

Ubicadién geografica
Pais Estado

ESTADO TACHI
Uribante

Fuente: Tomada y modificada de Molina y cols. (2012).
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Recoleccion de la muestra

Se recolectaron 4 muestras de suelo provenientes de una mina de bailadores.
Muestra 1: provenientes de suelos afectados por Cu y Zn. Muestra 2: provenientes
de una roca. Muestra 3: suelo de una veta mineral. Muestra 4: suelo de otra veta
mineral; cada muestra con un peso de un kilogramo. Para evitar la contaminacion con
materiales de la superficie del suelo (plantas, restos vegetales, desechos), se elimind la
capa del suelo y se recolecto el material hasta una maximo de 30 centimetros, luego se
almaceno en bolsas de papel y se trasladaron al laboratorio de Biotecnologia del
Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad
de Los Andes.

Evaluacion de los parametros fisicoquimicos de las muestras de suelo

Las muestras tomadas se procesaron en el laboratorio tres horas y media después

de su recoleccion debido al tiempo de viaje para su recoleccion.

Determinacion de la temperatura del suelo

Al momento de la recoleccion de las muestras, se procedié a introducir un
termometro en el suelo a una profundidad aproximada de 15 centimetros, luego de
cinco minutos se midié la temperatura (Escobar, 2014). Este procedimiento se efectud
para conocer las condiciones de temperatura en las cuales se debia incubar los

inéculos.

Determinacion del pH de la muestra

Se prepar6 una dilucion 1:2 (p/v) de las muestras de suelo en agua destilada de la

siguiente manera:
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e Se pesaron 5 gramos de la muestra.
e Se le agregaron 10 mL de agua destilada estéril.
e Se mezcld y dejé en reposo dos horas.

Con un pHmetro se procedi6 a medir el pH del sobrenadante y de un control
(agua).Una vez conocido el grado de acidez del suelo se estandarizo, segun el pH del
suelo obtenido, el pH de los medios de cultivo para el aislamiento de
microorganismos. La medicion de este parametro es importante debido a que los
metales pueden precipitar con componentes del medio de cultivo, a causa del pH 6
unirse a las paredes de los matraces y los tubos de prueba, y como consecuencia

disminuir su concentracion en los medios (Liu, Xu, Yang y Tay, 2003).

Procesamiento de la muestra

Las muestras de suelo se procesaron inmediatamente al llegar al laboratorio,
después de su recoleccion, siguiendo el protocolo realizado por Escobar (2014), para
sembrar las placas de agar y poder aislar los microorganismos presentes en las
muestras.

Se pesaron 5 g de cada muestra de suelo.
Se agregaron 10 mL de agua destilada estéril.
Se mezclo y se dejo en reposo durante 24 horas.

Se utilizd 100 pL del sobrenadante para la siembra.
Aislamiento de microorganismos
Este procedimiento se realizé siguiendo el método descrito por Castafio y Marquez
(2009):

Primero, se prepararon ocho (8) placas de Agar Cerebro-corazén (MTS 6 BHI por

sus siglas en inglés), suplementadas con sales de sulfato de cobre (CuSOs-5H20) y
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sulfato de zinc (ZnSO4), al 3 % (3 mg/mL), cuatro placas para cada sal
respectivamente.

Posteriormente, a partir del extracto preparado previamente, se tomaron alicuotas
de 100 pL del sobrenadante y se inocularon en cada una de las placas con BHI. Los
indculos se extendieron por la superficie de las placas con un tubo de vidrio en “L”,
previamente esterilizado con una flama, segun el método de siembra con
rastrillo(Bautista, 2008).

Seguidamente, las placas se incubaron bajo condiciones de temperatura similares a
las del ambiente natural de donde se tomaron las muestras (21 y 25 °C). El registro del
crecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de microorganismos se tomd
cada 24 horas por cuatro dias consecutivos (96 horas de incubacion). Las colonias
crecidas cuantificaron, se eligieron al azar y se seleccionaron UFC con las mejores
caracteristicas de crecimiento considerando color, aspecto, consistencia y tamafio.
Luego, las colonias que crecieron mas rapido en presencia de la concentracion
selectiva del metal se repicaron en nuevas placas con BHI e incubaron en las mismas
condiciones preestablecidas.

Por Gltimo, se obtuvieron colonias aisladas, las cuales se repicaron en nuevas
placas de agar y reproducir los resultados de crecimiento de las colonias aisladas.
Ademas, se almacenaron y conservaron por separado en cufias del mismo agar,

suplementado con CuSO4-5H20 y ZnSO4o bajo las mismas condiciones de incubacion.

Evaluacion de la resistencia al Cuy Zn

Este procedimiento se realizO segun protocolo seguido por Escobar (2014), en
donde se evalud el crecimiento de las colonias aisladas frente a CuSO4-5H.0 vy
ZnSOg4o,Para esto se emplearon placas de agar Tripticasa de soya, suplementadas con
100 pL de la solucion de las sales con concentraciones crecientes de cada una3, 9, 15,

25 y 40 mg/mL, a fin de conocer la maxima tolerancia de los microorganismos
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aislados para estas sales, hasta no obtener crecimiento en 7 dias de incubacion a

temperatura ambiente.

Caracterizacién Morfoldgica de las Colonias

A partir de las colonias aisladas en el medio de cultivo BIH utilizado, se procedio
a realizar un repique de cada una de esas colonias con el objeto de purificarlas. Para
ello, se sembraron en medio de cultivo de Agar Sabouraud dextrosa con antibi6tico el
cual se prepar6 de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Estos se incubaron a

temperatura de 25 °C, por espacio de 5 a 7 dias.

Caracterizacion Macroscopica

Segun Arias, (2015), se evaluaron las siguientes caracteristicas de las colonias:
e Tamafio: se identificaron como pequefias, medianas y grandes.
e Formas: pueden ser circulares, puntiforme, irregulares, filamentosas.
e Color: Pueden ser variados.
e Aspecto: Brillante, Transllcida, Opaca y Mucosa
e Consistencia: puede ser viscosa, seca, quebradiza, rugosa y aterciopelada.
e Pigmentacion: puede ser endopigmentacion o exopigmentacion, de acuerdo a la
forma de irradiacion del color de los productos de desecho de las colonias

microbioldgicas.

Para la identificacion de las cepas fungicas purificadas se procedio a la
descripcion macroscépica de cada una de ellas basada en aspectos tales como:
Rapidez de crecimiento, color de la colonia (endo y exopigmento), tomando como
baso lo expresado por Arena R. (2014).
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Caracterizacién Microscopica

De cada una de las colonias anteriormente estructuradas, se realizd un examen
directo entre lamina y laminilla, utilizando para cada preparado el colorante de azul de
lactofenol. Para ello, se utilizd un asa en gancho, se tom6 un pedacito de la colonia a
estudiar, se colocé en la lamina porta objeto con una o dos gotas de azul de lactofenol

y se le coloco una ldmina cubre objeto (Arena R. 2014) .

Morfologia microscopica

Una vez realizadas las laminas, se observaron al microscopio con objetivo de 10x y
40x para determinar la morfologia fungica de cada cepa y asi poder identificar el
agente etioldgico. (Arena R. 2014).

Disefio de Analisis

Una vez realizado la descripcion de las colonias y determinar su morfologia

microscopica, se identificaron los siguientes agentes etioldgicos:

-Hormodendrum Sp.
- Penicillium Sp
-Fusarium Sp
-Scytalidum Sp
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CAPITULO IV

RESULTADOS

La presente investigacion busco aislar microorganismos extremofilos metaléfilos
en suelos expuestos a altas concentraciones de metales pesados como cobre y zinc,
correspondientes a un yacimiento mineral ubicado en el municipio Rivas Davila del
estado Mérida, en la localidad de las Tapias del pueblo de Bailadores. En esta
investigacion se cumpli6 con la serie de pasos planificados y expuestos en la seccion

anterior.

Determinacion de los parametros fisicoquimicos del suelo

En relacidn con la evaluacion de los parametros fisicoquimicos del suelo en el cual
se tomaron las muestras, en la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos con
respecto a la medicion de la temperatura a una profundidad de 30 cm por debajo de la
capa vegetal. Notese la variacion de hasta 4 °C del punto 3 con respecto al 4.
Igualmente, se muestran los niveles de acidez del suelo de las muestras estudiadas. Se
pudo constatar que la uno y dos mostraron una similitud con respecto al grado de

acidez, sin embargo, la variacion del pH de la muestra 4 es significativa.

Tabla 6.

Evaluacion de los parametros fisicoquimicos de las muestras de suelo

Muestra Temperatura°C  pH

1 23 6,4
2 | 23 | 64 |

3 25 5,8
L4 21 | 5 |

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023
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Se evidencio que entre los vértices 1 y 2 las condiciones del suelo no variaron en
su totalidad, mas las condiciones para el suelo recolectado en los vértices 3 y 4 del
area seleccionada eran muy distintos, pudiera explicarlo el grado de concentracion de
los metales en cada area, ya que el cobre y el zinc por ser buenos conductores del
calor pueden inducir un cambio de temperatura en el medio (Madigan y Marrs, 1997).
De modo que la temperatura de incubacién seleccionada para el crecimiento de los
cultivos microbianos fue a temperatura ambiente, entre los 18 y 25 °C. Asimismo, la
variacion de 1,4 en el pH del suelo puede deberse al drenaje &cido de las minas en el
agua con pH menor a 5 proveniente de los residuos de las minas. Esta acidificacion
del suelo se da cuando el potencial &cido de los componentes es mayor al potencial de
neutralizacion de los mismos. Para la generacién de cidos con altas concentraciones
de metales se requiere de minerales, agua 0 un ambiente himedo y un agente
oxidante, el cual en la mayoria de los casos es el oxigeno. Cuando una mina esta
activa, este proceso no es de mucha importancia, sin embargo, en minas cerradas y
abandonadas, el nivel freatico puede incrementar y causar una descarga de agua

contaminada con acidos y metales pesados (Tabora, 2017).

Aislamiento y obtencion de colonias puras de microorganismos presentes en

muestras de suelo

En la Tabla 7 se muestra el comportamiento de los cultivos durante el tiempo de
crecimiento. Se puedo notar que a las 24 horas no se aprecié crecimiento ni de
bacteria ni para hongo. Este comportamiento se mantuvo por 48 horas seguidas en
ocho ensayos realizados en las mismas condiciones de siembra. Segun Tabora
(2017), el cobre y zinc son metales pesados que, en altas concentraciones, pueden
tener alta toxicidad para los ecosistemas. Las bacterias son de los primeros
organismos afectados por la presencia de estos metales pesados.

Y segun Field (2004), la concentracion tipica en el suelo de Cu y Zn en mg/mL es

de 0,292 y 0,490 respectivamente, en cuyas concentraciones la microbiota normal del
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suelo no se encuentra alterada. Sin embargo, para la primera siembra la concentracion
de las sales utilizada fue mucho mayor a la concentracién de metal que suele
encontrarse en el topico normal del suelo. Por lo tanto, el crecimiento de bacterias
resistentes a esta concentracion de metal (3mg/mL) es nula. Considerandose entonces
que en las muestras seleccionadas no se encontraron bacterias extremofilos resistentes

a metales pesados (Cu y Zn) sobre la concentracion inicial utilizada.

Tabla 7.
Crecimiento de las cepas a las 24, 48, 72 y 96 horas segun el suplemento con las
sales de metales

CuSOq4 ZnSOq
(3mg/mL) (3mg/mL)
Muestra| 24h | 48h | 72h | 96h | 24h | 48h | 72h | 96 h

M1 X X X X X X + ++
M2 X X X X X X v ++
M3 X X X X X X + ++
M4 X X + ++ X X + ++

X: crecimiento nulo. + Crecimiento fingico escaso, ++ crecimiento fingico moderado

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023

No obstante, trascurridas las 72 horas de incubacion a temperatura ambiente, se
observo crecimiento fungico en la placa de la muestra 4 con BHI/Cu y en las placas
de todas las muestras en BHI/Zn. El crecimiento fue progresivo a las 96 horas de
incubacion. Este crecimiento se observo igualmente para los ocho ensayos efectuados
en las mismas condiciones de siembra e incubacion.

Una vez corroborado el crecimiento de las mismas colonias en los diferentes
ensayos realizados, se procedié a evaluar los microorganismos crecidos. En la Tabla
8 se muestran las cantidades de unidades formadoras de colonias (UFC) en cada una
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de las placas donde se evidencio crecimiento, tanto en las 72 horas como para las 96

horas.

Tabla8.
Cantidad de UFC de los hongos crecidos a las 72 y 96 horas de siembra

CuSO4 ZnS0O4
(3mg/mL)  (3mg/mL)
Muestra 72h 96h 72h 96h

M1 0 0 2 5
M2 0 0 3 9
M3 0 0 4 20
M4 5 9 9 63

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023

A las 72 horas de incubacion, se pudo observar el crecimiento flngico en las tres
primeras muestras con agar suplementado con Zn y para la M4 en agar con Cu. A las
96 horas el crecimiento se acelerd sobre todo en la M3 y M4 con Zn, se pudo
constatar que el BHI proporciond condiciones favorables para el desarrollo de las
colonias. De igual forma, no se evidencio crecimiento bacteriano a las 72 y 96 horas
de incubacion. En las muestras M1, M2 y M3 con suplemento de Cu no se presencid
el crecimiento de ningn microorganismo hasta los 7 dias de incubacién. Por ende, no
se encontraron microorganismos extremofilos resistentes al cobre en concentraciones
iguales y mayores de 3 mg/mL de CuSQOa.

Una vez cuantificadas las colonias, se realizd una seleccion de acuerdo a las
diferencias de las caracteristicas morfologicas de la colonia (tamafio, color,
consistencia, forma y aspecto). En cuanto a esto, en la M4/Cu se pudo notar el
crecimiento de tres colonias diferentes, de las cuales aislamos a cada una por
separado. De igual manera, seleccionamos las colonias diferentes de las M2, M3 y

M4 con Zn, tomando una colonia macroscopicamente diferente en color, tamafio y
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forma, de cada muestra. Cabe resaltar que en la M1 se presencio el crecimiento de
una colonia idéntica entre todas, por lo que de esta muestra se tomo una sola colonia
representativa (Anexo 2). Las colonias seleccionadas se enumeraron del 1 al 10, las
cuales fueron las identificadas en esta investigacion (Tabla 9).

Tabla9.
Seleccion y aislamiento de las colonias crecidas a 96 horas segln sus caracteristicas
macroscopicas

Enumeracion de las colonias en Enumeracion de las colonias en
CuSOq ZnSO4
M4 M1 M2 M3 M4
| 1,2y3 | 4 | 5y6 | 7y8 | 9y 10 |

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023

En la Tabla 10 se muestra el crecimiento de las colonias seleccionadas de acuerdo
a las horas de crecimiento. En la cual se pudo observar, que las colonias 1, 2, y 3
mantuvieron el mismo comportamiento de crecimiento en ambos repiques, al igual

que las colonias 4, 6, 7y 8.

Tabla 10.
Crecimiento de las colonias seleccionadas

N°  Primer Repique  Segundo Repique
Col 24h 48h 72h 24h 48h 72h

(2l -] -]+ ] -] -]+ |
2 - -+ - - 4+
(8l -] -]+ ] -] -]+ |
4  + 4+ o+ o+ o+ o+t
(51 -1 -]+ ] -]+ ]+ ]
6 - 4+ o+ -+ ++
L7l - [+ [+ ] -]+ ]+ ]
8 - 4+ 4+ -+ ++
Lol - [ -]+ ] -]+ ]+ ]
0 - +  ++ o+ 4+ o+

- crecimiento nulo. + Crecimiento flngico escaso, ++ crecimiento fingico moderado.

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023
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Las colonias 5, 9 y 10 mostraron un comportamiento de crecimiento distinto con
respecto al primer repique. En la muestra 10 se pudo observar que, a pesar de que en
el segundo repique su crecimiento fue en menos tiempo, las colonias crecidas a las 72

horas fueron menores que las crecidas en el mismo periodo para el primer repique.

Determinacion de la concentracion maxima de sales de cobre y zinc en la que

crecieron los microorganismos aislados

En la Tabla 11 se muestra el comportamiento del crecimiento de colonias de
hongos. Se pudo observar que las muestras 1 y 3 crecieron hasta una concentracion de
15 mg/mL, la muestra 2 mostré menor resistencia al cobre sin mostrar crecimiento a

concentraciones mayores de 9 mg/mL.

Tabla 11.
Evaluacion de resistencia de las colonias aisladas a metales pesados

o mg/mL
N°Col =915 2 0
1 + + O+ - -
CusOs 2 + + - - -
3 + + o+ - -
4 + + o+ + -
| |5 o+ + o+ o+ -
6 + + o+ + +
| ZnSO. | 7+ + o+ o+ -
8 + + o+ + +
| 9+ + o+ o+ -
10 + + + + +

-Crecimiento nulo, + crecimiento flngico escaso,++ crecimiento fingico moderado

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023
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Asimismo, se pudo constatar que uno de los microorganismos que mostrd
resistencia al zinc alcanz6 un desarrollo hasta la méxima concentracion evaluada de
40 mg/mL, no se pudo comprobar si este microorganismo fungico presenta alin mas
resistencia a mayores concentraciones de la sal. Sin embargo, se evidencié que las
muestras 4, 5, 7 y 9 mantuvieron un comportamiento similar, lo que constata, y por su
similitud en las caracteristicas macroscopicas, que se trataba del mismo
microorganismo resistente al Zn en todas las muestras tomadas.

Este comportamiento en el crecimiento de microorganismos encontrados en
muestras de suelo provenientes de una misma area que presentan gran variabilidad de
resistencia a metales pesados puede deberse a los diferentes mecanismos de
resistencia que presente el microorganismo. Asi la exposicion previa a un metal
pesado no significa una mejor capacidad de supervivencia ante la presencia de otro

metal pesado (Coyne, 2000).

Identificacion de los microorganismos aislados en las muestras de suelo

Una vez obtenidos las colonias aisladas segun la concentracion de metal al cual
presentaron resistencia, se efectud la identificacion de las mismas de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas tanto microscopicas como macroscopicas de las colonias
crecidas. En la Tabla 12 se muestras las caracteristicas morfoldgicas de las colonias
aisladas de acuerdo a la asignacion numérica para la evaluacion de resistencia. Las
colonias fueron descritas segun los criterios sugeridos por Coyne (2000). Todas las
colonias presentaron forma circular con variacion de los bordes entre estriada y
verrugosa. En relacion al tamafio se observo diferencia significativa, variando desde 1
cm a 6 cm y la mayoria presento color blanquecino con un viraje no muy marcado
entre amarillento y verdoso. El aspecto de la mayoria era algodonoso, aunque
también se observaron aspectos aterciopelados. La pigmentacion fue crucial a la hora
de la identificacion, ya que el endo y exo pigmento determino el microorganismo

presente en las pruebas de resistencia.
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Tabla 12.
Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las colonias aisladas con
resistencia a metales pesados

N° Macroscopica
Col. ~ Tamafio  Forma Color Aspecto Pigm Microscopica
cm ento
1 2-4 Micelio Blanco- Algodonoso Macroconidias Hialosporas y
verrugos | amarillento fragmosporas.
a Microconidias e hifas
tabicadas
2 1-4 Circular Blanco Algodonoso  Endo-  Hifas hialinas septadas de
negro pared delgada y
artroconidias septadas con
pared gruesa
3 5-6 Circular Blanco Algodonoso Hifas septadas hialinas con
estriada conidioforos simples y
conidias
4 1-3 Circular Blanco Aterciopelado  Exo- Hifas tabicadas, restos de
verdoso negro conidiofora y conidias
5 1-3 Circular Blanco Aterciopela-do | Exo- Hifas tabicadas, restos de
verdoso negro conidiofora y conidias
6 1-4 Circular Blanco Algodonoso  Endo- ~ Hifas hialinas septadas de
negro pared delgada y
artroconidias septadas con
pared gruesa
7 1-3 Circular Blanco Aterciopelado | Exo- Hifas tabicadas, restos de
verdoso negro conidiofora y conidias
8 1-4 Circular Blanco Algodonoso  Endo-  Hifas hialinas septadas de
negro pared delgada y
artroconidias septadas con
pared gruesa
9 1-3 Circular Blanco Aterciopelado | Exo- Hifas tabicadas, restos de
verdoso negro conidiéfora y conidias
10 1-4 Circular Blanco Algodonoso  Endo-  Hifas hialinas septadas de

negro pared delgada y
artroconidias septadas con
pared gruesa

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023

Por otra parte, en la determinacion de la morfologia microscépica se procedio a
realizar tincion con azul de lactofenol y posterior observacion al microscopio (Tabla
12) en todas las colonias se observaron hifas hialinas tabicadas o septadas,

presentaron estructuras de mohos. Segun la descripcion morfoldgica observada se
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lograron identificar cuatros microorganismos: Homodendrum sp, Penicillium,
Scytalidium y Fusarium(Tabla 13).

Tabla 13.
Identificacidn de los microorganismos aislados y maxima concentracion de metal a
los que mostraron resistencia

N° Muestra  Microorganismo  [CuSOas] [ZnSO4]

Col. mg/mL  mg/mL
1 M4 Fusarium sp. 15

| 2 | M4 | Scytalidiumsp. | 9 | |
3 M4 Penicilliumsp. 15

| 4 | M1 | Hormodendrumsp. | | 25 |
5 M2 Hormodendrumsp 25

| 6 | M2 | Scytalidiumsp. | | 40 |
7 M3 Hormodendrumsp. 25

| 8 | M3 | Scytalidiumsp. | | 40 |
9 M4 Hormodendrumsp. 25

| 10 | M4 |  Scytalidiumsp. | | 40 |

Fuente: Camacho, Carrero y Jiménez, 2023

Se determind la presencia de hongos resistentes al Cu hasta concentraciones de 15
mg/mL; Fusarium sp. Penicilliumsp. de acuerdo con lo reportado por Mufioz-Silva y
cols en 2019. Coyne (2000) plantea que la resistencia del Penicillium se explica por el
hecho de que el &cido oxalico excretado por este hongo enlaza el cobre y evita su
absorcion, el microorganismo puede presentar una alteracion en su permeabilidad, lo
que significa que el Cu simplemente no se absorbe. Asimismo, estos dos
microorganismos fangicos no crecieron bajo ninguna concentracion de Zn.

El Scytalidiumsp mostro resistencia a ambos metales, pero en menor concentracion
para el Cu (9mg/mL) y alcanzo la maxima concentracion de Zn a la que fue sometido
(40 mg/mL). Por su parte, el microorganismo Scytalidium puede inmovilizar

rapidamente el Zn en la pared celular, de manera que no pueda ser transportado por la
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membrana celular. Esta suele ser una caracteristica que altera la permeabilidad de la
membrana frente a los metales (Arenas, 2014).

En el caso de Hormodendrumsp, dicho microorganismo solo crecié bajo
concentraciones de 25 mg/mL de Zn, este microorganismo también presento
resistencia selectiva a un solo metal, el Cu, al igual que el Fusarium y Penicillium,

como afirman Mufoz-Silva y cols. (2019).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El trabajo de investigacion realizado y los resultados obtenidos permitieron a las

investigadoras llegar a las siguientes conclusiones:

En los suelos sometidos a explotaciones mineras en el municipio Rivas Davila del
estado Mérida existen microorganismos extremofilos y mesofilos, resistentes a
altas concentraciones de Cu y Zn con respecto a la concentracion topica normal
del suelo.

Los microorganismos aislados de estos suelos son pertenecientes al reino Fungi,
no se aislaron bacterias con resistencia mayores o iguales a 3 mg/mL tanto de Cu
como de Zn.

Scytalidiumsp. aislado es resistente a ambos metales en concentraciones de 9 y 40
mg/mL de Cu y Zn respectivamente.

Hormodendrumsp. es el Gnico microorganismo fungico que presenté resistencia
selectiva al Zn en concentraciones de 25 mg/mL.

Fusarium sp y Penicilliumsp.presentaron resistencia selectiva al Cu hasta una

concentracion de 15 mg/mL.
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Recomendaciones

La presente investigacion abre camino a amplios estudios en diversas areas de la
ciencia. La identificacion de estos hongos extremofilos presentes en el suelo
meridefio puede implicar un avance para el estudio de la recuperacion de suelos que
han sido impactados negativamente por la deforestacion y uso de contaminantes del
suelo.

Por tanto, se recomienda expandir el area de estudio en busca de otros
microorganismos, analizando rangos mas amplios en las concentraciones de los
metales para la evaluacion de la resistencia a ellos. Asimismo, se recomienda que la
concentracion inicial de metales sea menor, para evaluar si existe presencia de
bacterias en esta zona y a que concentracion maxima pueden desarrollarse las
mismas. En ese sentido se sugiere emplear como antecedente el trabajo de Peérez,
sobre la evaluacion de hongos extremofilos con potencialidades para el tratamiento y
valorizacion de biosélidos municipales.

Ademas, seria conveniente hacer estudios a nivel molecular para determinar la
extremoenzima capaz de conferir la resistencia a estos microorganismos a tales
concentraciones de metales pesados. Estos estudios podrian aportar soluciones para la
implementacion de un plan de biorremediacion del suelo dentro y fuera del territorio
nacional. Para ello, serd necesario proponer mecanismos bioquimicos que
contrarresten la toxicidad de metales pesados como lo exponen Beltran y Gomez
(2016), en su estudio acerca de Biorremediacidn de metales pesados.

La Facultad de Farmacia y Bioanalisis representada por el departamento de
Microbiologia, deberia hacer experiencias con los hongos recuperados para incluir el
tema dentro de la unidad curricular de la catedra de micologia o microbiologia en
general. A tal fin, se sugiere impulsar estudios e investigaciones que logren la
caracterizacion de diferentes microorganismos presentes en suelos cultivables a

objeto de iniciar un registro bioldgico de microorganismos que hayan sido aislados e
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identificados con base en la determinacion, tal como lo propuso Avellaneda en su
tesis doctoral titulada caracterizacion de comunidades microbianas asociadas a
practicas agricolas y usos de suelos en el estado, la region y el pais.

De igual forma, es recomendable propiciar investigaciones sobre los efectos del
cobre y del zinc en comunidades microbianas de fuentes hidrolégicas, con la finalidad
de determinar el efecto de estos metales en la cantidad de bacterias provenientes de
dichas fuentes de agua, para la creacion de perfiles de resistencia hacia el cobre y el
zinc (genes de resistencia), como lo describié Tabora (2017) en su estudio sobre este

tema.
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Anexo 1.

Tincién de azul algodén de lactofenol

Preparacion de la coloracion:

1. Colocar el material necesario en la campana de seguridad tipo 2A.

2. Seleccionar las colonias para realizar las improntas.

3. Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente aproximadamente de 1 cm?

4. Pegar los segmentos de cinta en un asa micolégica.

5. Poner una gota de azul de algodon en el portaobjetos.

6. Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte superior de hongo.

7. Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodon y poner otra gota de azul de
algodon.

8. Poner un cubreobjetos sobre la preparacion.

9. Observar en 40x (Lopez y col., 2014).

Representacion esquematica de la preparacion de la tincion con azul de
lactofenol para hongos

3.4 6

Cinta adhesiva -
) 2
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Anexo 2.
Crecimiento fangico en placa con medio rico suplementado con CuSOsa razén

de 3mg/mL

'\

Crecimiento fangico en placa con medio rico, suplementada con ZnSOsa razén

de 3 mg/mL
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Almacenamiento fungico en cufias con BHI

Identificacion microscopica de Penicilliumsp
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Identificacién microscopica deFusariumsp

88



Identificacion microscopica de Scytalidium

Toma de muestra en la mina de bailadores
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