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RESUMEN

La contaminacién de ambientes naturales por metales es basicamente producto de ac-
tividades antrdpicas, tales como siderurgia, mineria, galvanoplastia y Curtiembre es el
lugar donde ocurre el proceso de curtido de pieles, no el proceso en si de pieles y cuero.
Como consecuencia, los microorganismos en los ambientes impactados se someten
a condiciones estresantes, provocando una disminucion de la biomasa y diversidad
biologica, particularmente la bacteriana. En este estudio se reportan disminuciones esta-
disticamente significativas en el contenido de carbono organico total (70 %), actividad
ureasica (54 %), biomasa bacteriana (47 %) y carga bacteriana (30-80 %) en suelos que
contienen metales en niveles considerados permisibles por la legislaciéon venezolana.
El cociente respiracion basal/biomasa microbiana se increment6 en 58 % respecto al
suelo testigo. La diversidad bacteriana se redujo y se lograron aislar s6lo 12 morfotipos
en ?lacas de agar LB suplementadas con sales de Cr*", Cr®*, Ni?*, Pb*", Zn?", Fe’" y
Co*". Cinco de estos morfotipos fueron asignados a los géneros bacterianos Rothia,
Vibrio, Klebsiella, Acinetobacter'y Raoultella. E1 pH (9) y la concentracion de metales
(Cr**, Cr®" y Ni?") fueron parametros determinantes en la reduccion de la diversidad
y carga bacterianas. Los datos reportados deberian constituir un llamado de alerta a
la autoridad ambiental venezolana para revisar y establecer los niveles permisibles de
metales en ambientes naturales, de tal manera de que los parametros bioquimicos y
fisiologicos del suelo no se afecten negativamente; adicionalmente, la carga y diver-
sidad microbianas deberian ser incluidas como bioindicadores de salud para suelos.
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ABSTRACT

Contamination of natural environments by metals is basically due to anthropogenic
activities such as iron and steel industries, mining, electroplating and tannery. As a
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consequence, proliferating microbes in such environments are subjected to stress condi-
tions which induce decreases of the microbial diversity and biomass, particularly the
bacterial one. This study reports statistical significant reductions of the total organic
carbon content (70 %), urease activity (54 %), microbial biomass (47 %), and bacterial
load (3080 %) in soil samples containing permissible levels of metals according to the
Venezuelan legislation. Besides, the basal respiration/microbial biomass ratio increased
58 % respect to the witness soil. The bacterial diversity was severally reduced and only
12 bacterial morphotypes were isolated from agar LB plates supplemented with Cr>”",
Cr®, Ni2", Pb*", Zn*, Fe?', and Co®" salts. Five of these strains were assigned to Rothia,
Vibrio, Klebsiella, Acinetobacter and Raoultella bacterial genera. The pH (9) and metal
concentrations (Cr**, Cr®" and Ni*") were the most important parameters involved in
reducing the bacterial diversity and load. The reported data should constitute an alarm
call to the Venezuelan environmental authority to revise and set the metal permissible
levels in natural environments, in such a way the soil biochemical and physiological
parameters are not negatively affected; besides, microbial load and diversity should
be included as health bioindicators to soils.

INTRODUCCION

El suelo es uno de ambientes naturales donde
proliferan los microorganismos, particularmente las
bacterias, que constituyen comunidades extremada-
mente complejas de elevada diversidad bioldgica.
Las bacterias de una misma especie conforman
poblaciones y la interaccién de poblaciones de
diferentes especies provoca un equilibrio que
asegura una relativa constancia de la microbiota
(Black 2012).

La interaccion de elementos abioticos y la micro-
biota mantiene las caracteristicas deseables de los
suelos para sustentar labores agricolas, agropecuarias
y muchas otras (Gadd 2010).

Mediante diferentes actividades antropicas, se
descargan usualmente elevadas cantidades de sus-
tancias perjudiciales en los suelos que no pueden
ser degradadas o modificadas en tiempos adecuados
por la poblacién microbiana, alterando el equilibrio
natural de la microbiota. En consecuencia, ocurre
una acumulacion de dichas sustancias en los suelos,
las cuales contaminan el medio ambiente y ejercen
efectos negativos sobre las poblaciones microbia-
nas. Esto ocasiona la disminucion masiva de muchas
poblaciones bacterianas, de las cuales sobrevive un
numero reducido, o bien elimina una gran propor-
cion de las especies de estas comunidades. Asi los
suelos contaminados presentan muy baja diversidad
biolodgica y reducida biomasa bacteriana (Smets
et al. 2003, Piotrowska-Seget et al. 2005, Silver y
Phung 2005, Bozo et al. 2007, Dell’Amico et al.
2008).

Adicionalmente, estas condiciones de estrés
provocan cambios fisiologicos en las bacterias que
impiden su proliferacion (McDougald et al. 1998,
Couter 2003, Darcan et al. 2009, Cortez et al. 2013).

Los metales, cuya escoria es generada por activida-
des siderurgicas, galvanizacion, mineria, curtiembre
de pieles y cueros, entre otras, al ser descargados y
superar niveles criticos contaminan los ambientes
naturales, fundamentalmente suelos y aguas, modifi-
cando la microbiota—incluyendo la bacteriana—, lo
cual a posteriori modifica negativamente las caracte-
risticas quimicas y fisicoquimicas de los ecosistemas
(Torsvik y @vreas 2002).

En este trabajo se determinan parametros bioqui-
micos (contenido de materia organica total, actividad
ureasica, respiracion basal y biomasa microbiana) y
bioldgicos (carga y diversidad bacteriana) en muestras
de suelos con bajas concentraciones de metales, consi-
deradas permisibles seglin las normas para el control
de larecuperacion de materiales peligrosos y el manejo
de los desechos peligrosos de la legislacion venezolana
vigente (Decreto 2635, Gaceta Oficial 1998)

Adicionalmente, se identifican a nivel de género
algunas de las cepas bacterianas aisladas del suelo
impactado, se determina la resistencia y las concen-
traciones minimas inhibitorias para niquel y cromo
trivalente y hexavalente.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se
pretende dar una voz de alerta a los entes encargados
de generar normativas ambientales en Venezuela, de
tal manera que se puedan proponer cambios adecua-
dos que eviten la modificacion de la microbiota del
suelo en cuanto a su diversidad y cantidad.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de suelo

Las muestras de suelo impactado con metales se
colectadaron en terrenos pertenecientes a una empresa
dedicada a la actividad metaltirgica, ubicada en Tinaqui-
llo, Estado Cojedes, Venezuela (9° 55°26.958” N, 68°
17°4.405” O), la cual suspendio6 su actividad productiva
en 2002. Se realizaron dos muestreos en la parcela de
terreno donde se descargaba la escoria metalica, la cual
no fue sometida a remediacion: el primero en época de
sequia (enero) y otro en época de lluvia (mayo).

Para tal efecto se selecciond una parcela de terreno
de 36000 m? (240 x 150 m) adyacente a la planta
de produccion, en la cual se desechaba la escoria
y residuos minerales provenientes del proceso de
fabricacion. La parcela se dividio en tres sectores de
12000 m? (80 x 150 m): el sector 1 ubicado en la zona
mas cercana a la planta, desde 0 hasta 80 m; el sector
2 desde 80 hasta 160 m, y el sector 3 desde 160 hasta
240 m. Cada sector se dividio en tres subsectores de
4000 m? (50 x 80 m).

Por cada subseccion se recolectaron 10 muestras
simples en un area de 10 cm? y 20 cm de profundidad,
en bolsas plasticas estériles. Las muestras simples se
mezclaron formando muestras compuestas. El traslado
al laboratorio se realizo en cavas refrigeradas a 4 °C.

Las muestras se homogeneizaron y molieron;
posteriormente se dividieron en dos porciones:
una para las determinaciones biologicas y otra para
las determinaciones de carbono organico total. La
primera porcion, sin secar, se tamizo en una malla
(2 mm?) y se almacend en nevera en recipientes
cerrados herméticamente. La otra porcion se seco
al aire por 72 h, luego se tamizo6 y se almaceno a
temperatura ambiente en recipientes cerrados her-
méticamente.

A la par se colectaron 10 muestras simples en
regiones del terreno donde no se depositaba material
proveniente de la actividad productiva (muestra tes-
tigo), procesandose de acuerdo con lo anteriormente
descrito. En total se dispuso de nueve muestras com-
puestas de suelo contaminado y una muestra testigo
(por cada muestreo).

Medios para el aislamiento y cultivo de cepas

bacterianas autoctonas

* Caldo nutritivo Luria Bertani (CLB): 10 g de
triptona, 5 g extracto de lavadura y 10 g de NaCl
por cada litro de medio de cultivo, ajustando el
pH a 7.5 con NaOH.

» Agar Luria Bertani (ALB): 10 g de triptona, 5 g ex-
tracto de lavaduray 5 g de NaCl, 12 g de agar-agar

por cada litro de medio de cultivo, ajustando el
pH a 7.5 con NaOH.

* Agarrestrictivo (AR): ALB al cual se le adiciona-
ron 30 ppmde Fe (537 uM), 20 ppm de Pb (96 uM),
20 ppm de Zn (305 pM), 2.5 ppm de Cr** y Cr®
(48 uM), 2 ppm de Ni (34 uM) y 1 ppm de Co
(17 uM). Se ajustd a pH 9.0 con NaOH y se este-
rilizé por 20 min a 15 psi de presion.

Los metales se afnadieron a los medios res-
trictivos de cultivo como sales de calidad pro
analisis: (NH4)2F6(SO4)2.6H20, Pb(NO3)2,
ZnS04, CrCl3.6H20, KoCr207, NiSO4.6H,0 y
CO(NO3)2.6H20.

Aislamiento y cultivo de cepas bacterianas au-
téctonas

Alicuotas de las muestras compuestas de suelo (5 g),
recolectadas en la estacion lluviosa (mayo), se disper-
saron en 50 mL de CLB. Cada sistema se incub6 a 33 °C
con agitacion constante (140 rpm). Después de 24 h
de incubacion, los cultivos se filtraron en condicio-
nes de esterilidad para eliminar particulas de suelo.
De los filtrados se retiraron alicuotas para preparar
diluciones seriadas, mismas que se sembraron a
volimenes de 100 pL sobre AR y se incubaron a 33
°C durante 48 h.

Las colonias aisladas con morfologias diferentes
con base en su contorno, elevacion, margen, tamafio y
color, se recolectaron e inocularon en cunas de AR
y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior identifi-
cacion y uso.

Analisis bioquimico de muestras de suelo

Las muestras de suelo se procesaron y sometieron
a determinaciones de porcentaje de carbono orga-
nico total (COT), respiracion basal (RB), actividad
ureasica (AU), biomasa microbiana (BM) y carga
bacteriana (CB). De cada muestra se efectuaron tres
réplicas, efectuandose 27 ensayos de muestras con-
taminadas y tres de la muestra testigo.

Contenido de carbono orgdnico total (COT)

Se empled el método de Wallinga et al. (1992),
para lo cual se pesaron 0.5 g de suelo y se sometie-
ron a oxidacion via humeda con KoCrO4y HSO4
concentrado; tras 24 h en reposo se centrifugaron
a 3000 rpm y el sobrenadante se analizd6 mediante
espectrofotometria a 660 nm. La cuantificacion se
realizd por medio de una curva de calibracion con
sacarosa (0.1-0.4 mg C/mL), analizandose 1 mL del
sobrenadante obtenido (25 mL). El contenido se
expresd en g C/100 g de suelo seco.
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Respiracion basal (RB)

Se siguid el método descrito por Anderson (1982),
colocando 30 g de suelo en recipientes cerrados con
un vial plastico con 15 mL de NaOH 0.1 M, para cap-
turar el CO, generado en oscuridad y a temperatura
ambiente. El CO» se determin6 por titulacion con
HCI 0.1 M, previa precipitacion con BaCl 0.05 M.
La tasa respiratoria se expres6 en mg CO»/kg de suelo
% h calculados mediante la ecuacién 1.

(a_b)XCHC]XFC
ms Xt

(1)

Donde a es el volumen de HCl gastado en el blanco
(mL); b es el volumen de HCI gastado en la muestra
(mL); CHcyes la concentracion exacta de HCI (mol/L);
FC incluye los factores de conversion estequiométri-
cos y de unidades (mg % g x L/ kg x mL % mol); ms
es la masa de suelo seco (g), y ¢ el tiempo (h).

CO, (mg/kg suelo x h) =

Actividad uredsica (AU)

Se empled el método de Kandeler y Gerber
(1988), para lo cual se proces6é 1 g de suelo con
0.5 mL de urea y se incubaron a 37 °C durante 2 h.
Luego se adicionaron 10.0 mL de una solucion de
KCI-HCI, se agitaron todas las muestras por 30 min
y se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min.

Una alicuota de 1 mL (de un total de 11 mL) se
sometid a la determinacion de amonio mediante
reaccion con una solucion de salicilato/hidroxido
y 2 mL de medio de oxidacion, determinadndose la
absorbancia a 600 nm. Se construy6 una curva de
calibracion con contenido de 5-25 pg de N (amonio).
La actividad se expreso en pg N/g X h.

Biomasa microbiana (BM)

Se siguidé el método de Anderson y Domsch
(1978), se procesaron 30 g de suelo en presencia de
120 g de glucosa y un vial con NaOH 0.1 M. Después
de 6 h de incubacion en oscuridad, el CO; producido
se titulé con HC1 0.1 M segtin lo establecido para la
determinacion de la respiracion basal.

La BM se expres6 en mg C/100 g con la relacion
Y=40.04 X+ 0.37, donde Y es la BM y X la respira-
cion basal (mL CO2/100 g). Para la conversion de la
tasa respiratoria (mg CO2)a mL de CO» se emple6 el
siguiente factor de conversion: 0.4908 mg C — CO»
=1.7995 mg CO2, =1 mL CO; a 25 °C,

Carga bacteriana (CB)

En 9 mL de NaCl1 0.8 % (p/v) se suspendio 1 g de
suelo, preparando diluciones seriadas (1072, 1073 y
10~#), de las cuales se sembraron por profundidad ali-
cuotas de 0.1 mL en ALB suplementado conun 1 g/L

de antimicético (fluconazol®, Genven). Las placas
se incubaron durante 24 h a 33 °C y se determinaron
las unidades formadoras de colonias (UFC/g) en un
contador de colonias. Para estas determinaciones se
tomaron muestras en las estaciones de lluvia (mayo)
y sequia (enero).

Identificacién de los morfotipos bacterianos

Para la identificacion de los morfotipos bacteria-
nos, las colonias aisladas de las muestras de suelo
tomadas durante la estacion lluviosa se sembraron en
ARy se incubaron a 33 °C durante 24 h a pH 9.0. Su
pureza se evalud al resembrarlas en el mismo medio
y verificar la homogeneidad de sus caracteristicas
morfologicas.

La incubacion se realiz6 a temperatura de 33 °C
y pH 9.0, porque estos valores fueron los que se
determinaron en el medio ambiente y suelo donde
se recolectaron las muestras.

Las pruebas de identificacion realizadas fueron
las siguientes: determinacion de forma, tincion de
Gram, esporas, prueba de oxidacion/fermentacion
(O/F) de glucosa, lactosa, catalasa, motilidad, acido
sulthidrico, indol, citrato, gas, nitratos, ureasa, lisina,
almidon, rojo de metilo, agar con hierro de Kligler
(KIA), prueba Voges-Proskauer, crecimiento en
agar MacConkey, agar cetrimida, agar Salmonella-
Shigella (SS) y agar manitol salado.

Los procedimientos se detallan en Forbes et al.
(2004) y Win et al. (2008). Las cepas se conserva-
ron en cufias de AR, a 4 °C y se resembraron cada
60 dias.

Determinacion de la sensibilidad a metales en las
cepas bacterianas

La sensibilidad de las cepas bacterianas, asignadas
a géneros, se determino por el método de difusion en
placas AR (Abskharon et al. 2008), a pH 7.5 durante
18 ha 33 °C, aplicandose 20 pL de las soluciones de
metal 100 uM por disco.

Los metales ensayados fueron Co®", Ni*', Cr*",
Cr® y Na" (este ultimo incluido como control). Para
preparar las placas AR, cada indculo bacteriano se
ajusto a una densidad optica (DO) de 0.5 en la es-
cala McFarland (Forbes et al. 2004). El diametro de
los halos de inhibicion se determind con una regla
milimetrada.

Efectos de la concentracion de metales y pH sobre
el crecimiento bacteriano. Disefio experimental
factorial 3°

Tres porciones de 200 mL de CLB se ajustaron
apH 6.0, 7.5 y 9.0; cada porcion se dividio en tres



DIVERSIDAD BACTERIANA A BAJAS CONCENTRACIONES DE METALES 445

volumenes iguales, agregandose a cada uno la can-
tidad apropiada del metal para alcanzar concentra-
ciones finales de 0.0, 5.0 y 10.0 mM. Los metales
ensayados fueron Ni**, Cr’"y Cr%". De esta manera,
para cada metal se incubaron nueve sistemas, alcan-
zandose un total de 27 incubaciones.

A cada sistema se le adicionaron 100 pL de la cepa
bacteriana y se incubaron en reposo a 33 °C durante
siete dias. Finalmente, se determiné la absorbancia
a 540 nm, la cual se corrigié mediante el respectivo
sistema blanco (medio sin indculo bacteriano).

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de
varianzay se presentaron como graficas de superficie
de respuesta, relacionando la concentracion del metal
y el pH del medio con la variacion de la densidad
optica (DO) del sistema (capacidad de duplicacion
de la poblacion bacteriana).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados correspondientes a los parametros
bioquimicos de las muestras de suelo impactado y
testigo se detallan en el cuadro I.

El contenido de COT presentd valores muy
bajos en los tres sectores impactados con metales,
con un valor promedio de 0.436 g C/100 g de suelo
seco (0.158 a 0.883 g C/100 g). Al compararlo con
el valor de la muestra testigo (1.420 g C/100 g) se
estableci6 una reduccion de 70 % ([1 —0.436/1.420]
x100).

La AU también fue menor en los tres sectores
estudiados, mostrando un valor promedio de 4.902 pg
N/g x h (3.081 a 6.032 ug N/g x h), mientras que el
testigo se ubicd en 10.508 pug N/g x h; el descenso
alcanzo 54 % ([1 —4.902/10.508] % 100).

La RB present6 promedios de 8.226 y 9.910 mg
COo/kg x h para las muestras impactadas y testigo,
respectivamente, con una disminucion del 17 % ([1
— 8.23/9.81] % 100), la cual no es estadisticamente
significativa.

LaBM mostré un promedio en las muestras impacta-
dasde 12.087 mg C/100 g (0.333 228.481 mg C/100 g),
y en el testigo de 22.789 mg C/100 g; la disminucion
se calculo en 47 % ([1 — 12.087/22.789] % 100).

En conjunto estos resultados indicaron, de
acuerdo con el analisis de varianza, disminuciones
estadisticamente significativas para COT, AU y BM,
y no significativas para RB. E1 COT y la AU son pa-
rametros relacionados con los ciclos biogeoquimicos
del Cy N, elementos fundamentales para los procesos
vitales en seres vivos.

La reduccion en el COT implica carencia de
moléculas organicas en el suelo impactado y la dis-
minucidn de la AU indica una baja produccion de N
reducido (amonio). Ambos compuestos son utilizados
por la microbiota como fuentes energéticas y molécu-
las precursoras para la sintesis de biomoléculas nece-
sarias para la conformacion de estructuras celulares,
enzimas, coenzimas y funciones celulares tipicas.

La reduccion en la BM, que no puede incremen-
tarse por falta de nutrientes, parece corroborar esta

CUADRO 1. VARIACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN MUESTRAS DE
SUELO IMPACTADOS Y NO IMPACTADOS CON METALES

Sector
1* 2% 3* X Control

COT 0.31 (£0.08) 0.40 (+0.36) 0.60 (= 0.29) 0.44 1.42 (£ 0.01)

(g C/100 g) [0.23-0.42] [0.16-0.88] [0.31-0.98] — [1.41-1.44]
AU 433 (£1.25) 6.03 (=3.40) 4.34 (=1.36) 4.90 10.57 (+ 0.34)
(ng N/gx h) [3.08-5.52] [1.51-9.01] [3.28-6.41] — [10.20-10.86]
RB 9.34 (+0.81) 8.03(x1.27) 7.31(=0.61) 8.23 9.91 (£ 0.02)

(mg COxkgx h) [8.43-10.48] [6.29-8.97] [6.54-8.07] — [9.90-9.93]
BM 13.04 (£5.25) 9.75(£8.15) 13.48 (+7.05) 12.09 22.79 (+5.68)
(mg C/100 g) [2.86-18.39] [0.33-22.84] [6.14-28.48] — [17.09-28.46]

Se presentan los valores promedios (con su desviacion estandar) obtenidos para los sectores
1, 2 y 3 del terreno impactado con metales y el suelo testigo, asi como los valores maximos y

minimos de cada analisis

*Promedio de nueve determinaciones, COT: contenido de carbono organico, AU: actividad
ureasica, RB: respiracion basal, BM: biomasa microbiana, X: promedio de los tres sectores.
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situacion. Aunque la RB no sufrié una afectacion
significativa, debe considerarse que al disminuir
la BM en un 47 % en las muestras impactadas con
metales, la actividad respiratoria de la microbiota
deberia incrementarse.

En efecto, el cociente RB/BM en estas muestras
fue de 0.68 (8.226/12.087) y en el testigo de 0.43
(9.910/22.789), lo cual indica que la actividad res-
piratoria de la biomasa en muestras que contenian
metales a concentraciones permisibles fue 1.58
(0.68/0.43) veces mayor respecto al sistema testigo,
lo cual demuestra la presencia de una condicion de
estrés microbiano.

Adicionalmente, los cocientes COT/BM en
muestras impactadas y testigo fueron de 0.036
(0.436/12.087) y 0.062 (1.420/22.789), respectiva-
mente, lo cual indica que la microbiota en el testigo
dispone de 1.7 veces (0.062/0.036) mas material car-
bonado que las muestras impactadas. Esta situacion
confirma la disminucion del COT en las muestras que
contienen metales y una RB aparentemente normal
en ambas muestras.

En la literatura se ha reportado el establecimiento
de situaciones que alteran las poblaciones bacteria-
nas en suelos contaminados por metales y produce
estrés oxidativo (Fontanetti et al. 2011, Lemire et al.
2013, Sulmon et al. 2015). Dicho estrés implica un
incremento en la sintesis de enzimas antioxidantes
(6xido dismutasas, catalasas, peroxidasas, glutation
peroxidasas), proteinas queladoras de metales, me-
talotioninas, (Bozo et al. 2007, Sulmon et al. 2015)
y sideréforos (Lemire et al. 2013).

Tales estrategias de emergencia requieren de fuen-
tes energéticas para reponer el estado homeostatico

de la célula (Sulmon et al. 2015). En consecuencia,
la energia proviene de la oxidaciéon de moléculas
carbonadas presentes en el habitat donde proliferan
los organismos, en este caso particular del suelo.

Los resultados correspondientes a la CB se mues-
tran en el cuadro I1. Se observd, para las muestras de
ambas estaciones (lluviosa y de sequia) un incremen-
to de la densidad bacteriana (UFC/g) a medida que el
sector analizado se aleja de la planta de produccion.
Este incremento, podria indicar una menor concen-
tracion de metales en zonas mas retiradas del punto
de impacto de la actividad metalirgica. Una situacion
similar se reporto al detectarse disminuciones en las
concentraciones de Zn, Al, Pb y Cd, en liquenes,
conforme las muestras se alejaban de una carretera
por donde se transportaba el mineral proveniente de
una mina (Holt y Miller 2010).

Para la estacion lluviosa los valores de CB se in-
crementaron desde 1.22 x 10° hasta 9.94 x 10° UFC/g
en las secciones 1 y 3, respectivamente. El testigo
mostré valores de 39.8 x 10° UFC/g. El promedio
en las secciones impactadas fue de 6.65 x 10° UFC/g
que, al compararse con el testigo, indicaron un 83%
de disminucién de la carga bacteriana.

En el caso de la estacion seca, el promedio de CB
en las secciones impactadas fue de 1.73 x 10° UFC/g,
con una variacion de 0.63 a 4.08 x 10° UFC/g, en
tanto que el valor del testigo fue de 2.51 x 10° UFC/g
y la disminucion se calculd en 30 %.

Los resultados de la CB en ambas estaciones se
correlacionan bien con la disminucion referida de
la BM en los sectores impactados. La diferencia en
los valores de las muestras testigo se debe a la dis-
ponibilidad de agua, la cual es fundamental para la

CUADRO II. VARIACION DE LA CARGA BACTERIANA CON LA EPOCA DEL ANO
EN MUESTRAS DE SUELO IMPACTADOS Y NO IMPACTADOS CON

METALES

Carga bacteriana (UFC/ g suelo) x 107

i Sector
Epoca del aflo
1* 2% 3% X Testigo
Lluviosa 1.22 (£ 1.67) 8.81(£9.67) 9.94(£593) 6.65 39.8
[0.32-3.16] [2.51-19.95]  [3.98-15.84] — —
Sequia 0.63(x0.82) 0.48(+x0.16) 4.08(=1.30) 1.73 2.51
[0.16-1.58] [0.31-0.63] [3.16-5.01] — —

Se presentan los valores promedios obtenidos (con su desviacion estandar) para los sectores
1, 2 y 3 del terreno impactado con metales y el suelo testigo, asi como los valores maximos y
minimos de la carga bacteriana en ambas épocas del afio

*Promedio de nueve determinaciones, UFC: unidades formadoras de colonias, X: promedio

de los sectores 1,2y 3
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proliferacion bacteriana. En general, la CB en la esta-
cion lluviosa siempre fue mayor en todos los sectores
al compararse con los valores de la estacion seca.

Si bien en la estacion lluviosa se obtuvieron los
valores mas altos de CB, es contrastante que la mayor
reduccion en este parametro se detecto en esta época.
Esto puede deberse a una mayor disponibilidad de
los metales para la poblacion bacteriana, debida a
la solubilizaciéon inducida por los niveles de agua
relativamente altos presentes en el terreno, lo cual
esta restringido en terrenos mas secos.

Como era de esperarse, hubo variabilidad en la
morfologia macroscopica de las colonias bacteria-
nas aisladas de las muestras de suelo contaminado
y cultivadas en AR, las cuales se diferenciaron con
base en su forma, elevacion, borde, tamafio y color
(resultados no mostrados). Sin embargo, luego de una
minuciosa observacion solo se lograron detectar 12
morfotipos bacterianos diferentes, que se denomina-
ron cepas MT1 ala MT12.

Es notorio el bajo nivel de diversidad bioldgica
en las muestras de suelo, lo cual ha sido reportado
por otros investigadores (Smets et al. 2003, Bozo et
al. 2007).

Aunque se ha reportado que s6lo 0.1 a1 % de la
poblacion microbiana puede detectarse en muestras
ambientales mediante técnicas clasicas de cultivo in
vitro (Malik et al. 2008), actualmente se efectian
intentos para mejorar estos porcentajes de deteccion
(Tanaka 2014). No obstante, se ha sugerido que la
carga bacteriana podria superar el billon de organis-
mos por gramo de suelo pertenecientes a mas de mil
diferentes especies (Torsvik y Ovreas 2002).

Como es sabido, en la actualidad existen técnicas
moleculares (mediante la identificacion del gen AR-
Nr16S) y bioquimicas (perfil de acidos grasos metil
esterificados, entre otras) que permiten evaluar la diver-
sidad de microorganismos cultivables y no cultivables
de una manera mas exhaustiva (Malik et al. 2008). Sin
embargo, este trabajo solo pretende mostrar los cambios
en la diversidad de las bacterias cultivables, asociados
con la presencia de metales en concentraciones que se
estiman permisibles segun la legislacion venezolana.

Con base en la capacidad proliferativa de las
12 cepas aisladas, y por consideraciones logisticas,
solo cinco de ellas se sometieron a los protocolos de
identificacién a nivel de género: las cepas MT1, MT4,
MTS5, MT6 y MTI11. En el cuadro III se indican los
resultados de las pruebas bioquimicas, observaciones
al microscopio de luz y su identificacién taxondmica.
Se asignaron las denominaciones MT1 al género
Rhotia, MT4 a Vibrio, MTS5 a Klebsiella, MT6 a
Acinetobacter y MT11 a Raoultella.

La identificacion de los géneros bacterianos se
efectud luego del analisis de las 23 pruebas (bio-
quimicas, fisiologicas y morfologicas) realizadas
y tomando como referencia publicaciones espe-
cializadas en la identificacion bacteriana (Forbes
et al. 2004, Win et al. 2008). Es claro que no se
indican especies, pero la asignacion de géneros es
totalmente valida.

Las cinco cepas bacterianas caracterizadas fue-
ron sometidas a analisis de sensibilidad en medios
AR con contenido de metales mediante la técnica
de difusion en placa (Abskharon et al. 2008). Un
halo de inhibiciéon menor a 20 mm se considerd
como capacidad de resistencia al metal (Schmidt y
Schlegel 1989).

Todas las cepas fueron sensibles a cobalto (halos
de inhibicion superiores a 20 mm) y el sodio no ejer-
cio efectos negativos sobre ellas (se incluyé como
testigo de la prueba). Todas las cepas mostraron resis-
tencia al NiZ*, Cr*"y Cr®"; al respecto, el niquel y el
cromo, junto con el cobre y cadmio, son los metales
mas comunmente reportados como contaminantes del
medio ambiente (Alboghobeish et al. 2014).

La inspeccion de los halos de inhibicion indicé va-
riabilidad en la resistencia a los metales (Cuadro IV),
siendo los correspondientes a la cepa MT6 los de
menor didmetro (iguales o menores a 15 mm), lo
que indicd la mas alta capacidad de resistencia en
Acinetobacter sp. Consecuentemente, para la ejecu-
cion del disefio experimental factorial 3° se empled
Acinetobacter. Los datos obtenidos se presentan
como graficas de superficies de respuesta a Ni*, Cr**
y Cr®" en la figura 1.

La disminucién de la densidad 6ptica (DO) —me-
dida de proliferacion de la poblacion bacteriana—
es evidente al incrementar la concentracion del me-
tal, alcanzandose los niveles mas bajos y con poca
variabilidad en concentraciones superiores a 5.0 mM.
Resultados similares se obtuvieron al variar el pH del
medio de 9.0 a 6.0.

Al comparar las variaciones de la DO detectadas
con la variacion de la concentracion del metal y la
de pH, se puede concluir que la concentracion de
metal es el factor preponderante en la capacidad
proliferativa de la cepa bacteriana, ya que las mayo-
res variaciones en la DO se obtuvieron al variar la
concentracion del metal.

El anélisis de varianza indic6 que la concentra-
cion de metal y el pH, mas Ia interaccion de ambos
parametros, tuvieron una influencia significativa
en el crecimiento bacteriano, al establecer un valor
de p critico < 0.05. Esto se corroboré mediante
un diagrama de Pareto en que los parametros ya
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CUADRO III. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y MORFOLOGICAS DE LAS
CEPAS BACTERIANAS AISLADAS

Caracteristica MTI1 MT4 MT5 MT6 MTI11
Género Rothia Vibrio  Klebsiella Acinetobacter Raoultella
Forma CB B B B B
Gram + — — _ _
Esporas - — - - _
Glucosa (O/F) O/F Fd F O/F F
Lactosa - _ + + _
Catalasa + + + + +
Motilidad - + - _ _
Acido sulfhidrico - - _

Indol - - - _ _
Citrato + + _ +
Gas + — — _ _
KIA K/A K/K K/A K/A K/A
Nitratos + + + + +
Ureasa — - — _ _
Lisina + _ _

Almidon - - - _ _
Rojo de metilo + + + + _
Voges-Proskauer + - - _ +
Agar Mac Conkey + + + + +
Agar cetrimida + - _ _ +
Agar SS + - _ _

Agar manitol salado

dRespuesta débil

+: reaccidn positiva, —: reaccion negativa, B: bacilo, CB: cocobacilo, O: oxidacion,
F: fermentacion, A: respuesta acida, K: respuesta alcalina, KIA: agar con hierro de Kligler

CUADRO IV. PRUEBA DE SENSIBILDAD A DIVERSOS
METALES (100 uM) EN CEPAS AISLADAS
DE SUELOS CONTAMINADOS

Cepa bacteriana Diametro del halo de inhibicion (mm)

Co™? Ni? o o®  Nat
Rothia sp. 28.0 0.0 13.0 15.0 0.0
Vibrio sp. 26.0 0.0 14.0 10.5 0.0
Klebsiella sp. 250 12,0 140 13.0 0.0
Acinetobacter sp.  25.0 0.0 13.0 10.5 0.0
Raoultella sp. 26.0 100 145 15.0 0.0

mencionados presentaron valores criticos de p > 2.0
(datos no mostrados).

Es importante sefialar que a pH superiores a 6-7
la disponibilidad del Cr*" y Ni?" disminuye conside-
rablemente debido a la formacion de sus respectivos
hidroxidos insolubles, lo que reduce la concentracion
activa de estos metales en las condiciones experimen-
tales usadas en las determinaciones.

Una limitacion de nuestros datos es que no se han
tomado en consideracion aspectos fisicos y quimicos

del suelo que podrian influir en la biodisponibilidad
de los metales, tales como capacidad intercambiadora
de cationes, aniones quelantes de metales y fuerza
ionica del suelo (Lemire et al. 2013).

Adicionalmente, las graficas de superficie de
respuesta (Fig. 1) pueden sugerir que las concen-
traciones minimas de los metales ensayados a las
que se inhibio la capacidad de duplicacion de los
cultivos bacterianos (variacion de absorbancia cero)
estarian ubicadas en el intervalo de 5-7 mM. Datos
de otros laboratorios reportan valores de concentra-
ciones minimas inhibitorias de 3-5 mM Ni (Bhadra
etal. 2006) y 3-4 mM Cr (Essahale et al. 2012) para
diferentes cepas de Acinetobacter. Valores de 2.7,
34,13.6 y54.5 mM paraNiy 1.9,3.8 y 7.7 mM
para Cr han sido reportados para diferentes cepas
de los géneros Pseudomonasy Alcaligenes (Moraga
et al. 2003).

Respecto de los cinco géneros bacterianos iden-
tificados en este estudio, otros autores han reportado
previamente resistencia a metales y la dependencia de
¢sta a la presencia de plasmidos para Vibrio (Zhang et
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Densidad o6ptica

Densidad optica

Densidad o6ptica

Concentracién (mg/mL)

Fig. 1. Superficie de respuesta para el crecimiento bacteriano en
funcién del pH y la concentracion de: (a) Ni2, (b) Cr*
y (¢) Cr'®

al. 2012), Klebsiella (Matasaje et al. 2011), Acineto-
bacter (Essahale et al. 2012) y Raoultella (Sun et al.
2015). No obstante, la dualidad resistencia a metales/
plasmido no siempre se cumple. En un caso reportado
para Pb la resistencia al metal fue asignada a genes
cromosomales, aun determinandose resistencia a
otros metales en plasmidos contenidos en la misma
cepa bacteriana (Aktan et al. 2013).

Es importante sefialar la baja diversidad bacteria-
na detectada en el suelo analizado. De acuerdo con los
articulos 49 y 50 del decreto 2635 de la legislacion
venezolana, que establece valores permisibles para
residuos solidos empleando practicas de confina-
miento en suelos, los niveles maximos de cromo
total son de 500 mg/kg, en tanto que para lixiviados
se establecen 5 mg/L para Cr'® y Ni*? (anexo D de

dicho decreto), equivalentes a 96 y 85 uM, respecti-
vamente (Gaceta Oficial 1998).

Evaluacionesrealizadas por nuestro grupo han
determinado que los niveles disponibles de estos
dos metales en el suelo estudiado ([Cr™®] = 1.73
mg/kg, [Ni"?] = 1.25 mg/kg) no superan los niveles
establecidos por la normativa ambiental, lo cual
indicarian que los suelos no estdn contaminados
(Sanchez 2012). No obstante, la evaluacion de los
parametros bioquimicos determinados en este es-
tudio (COT, AU y BM) arrojo valores estadistica 'y
significativamente disminuidos, al compararse con
los obtenidos en el area control. Adicionalmente,
la biodiversidad y carga bacterianas estuvieron
seriamente disminuidas.

Es relevante mencionar que se ha reportado en la
literatura que bajas concentraciones, consideradas no
perjudiciales, de sustancias toxicas pueden ejercer
efectos estimulatorios beneficiosos en organismos
de diferentes taxa, desde bacterias a plantas y me-
tazoos (Costantini et al. 2010, Sulmon et al. 2015),
fenomeno denominado hormesis.

De hecho, las cepas bacterianas aisladas consti-
tuyen una subpoblacion aclimatada a bajas concen-
traciones de metales, aunque la mayor parte de la
microbiota se redujo drasticamente en términos de
especies y carga bacteriana. Debido a esta situacion,
los efectos de tales concentraciones de metales y cam-
bios en la microbiota sobre la capacidad de dichos
suelos para sustentar labores agropecuarias —es de-
cir, sobre la salud del suelo— resultan impredecibles.

En concordancia con estos resultados, la ma-
crobiota vegetal en la parcela impactada es casi
inexistente, si se le compara con la parcela testigo,
y el aspecto general de la tierra (color, textura, gra-
nulosidad) también muestra diferencias.

Parece pertinente que los niveles permisibles de
metales en suelos deberian evaluarse nuevamente,
ya que la evidencia experimental presentada en este
trabajo es indicativa de que, aun con niveles de meta-
les “relativamente bajos”, las propiedades bioldgicas
y bioquimicas del suelo se alteraron negativamente.
Por tanto, la biodiversidad y biomasa bacterianas
deberian considerarse e incluirse en la legislacion
como bioindicadores de contaminacion en suelos.
Esto redundara en una mejor calidad de vida para la
sociedad y en el aseguramiento de la sustentabilidad
de los ambientes naturales.

Estudios de esta naturaleza constituyen voces
de alerta que deberian tomar en cuenta los entes
oficiales encargados de garantizar las condiciones
fisicas, quimicas, bioquimicas y bioldgicas de los
ecosistemas.
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CONCLUSIONES

Los parametros bioquimicos (porcentaje de COT,
AU y BM) no disminuyeron estadisticamente y la
RB no se afectd estadisticamente. Sin embargo, el
cociente RB/BM fue elevado respecto al suelo testigo,
lo cual indica empobrecimiento del material organico
en el suelo impactado con metales y como resultado
afectacion de la salud del suelo.

La diversidad y carga bacterianas medidos en los
suelos fueron bajos, con valores de pH 9.0 y concen-
traciones de metales consideradas como permisibles
por la legislacién venezolana vigente.

Se aislaron tinicamente 12 morfotipos diferentes y
se asignaron cinco de ellos a los géneros Rhotia, Vi-
brio, Klebsiella, Acinetobacter y Raoultella. La carga
bacteriana disminuy6 en 80 y 30 % en las estaciones
lluviosa y de sequia, respectivamente, al compararse
con el suelo testigo.

Estos datos experimentales permiten aseverar que
bajas concentraciones de metales, aun consideradas
permisibles, alteran negativamente la calidad de los
suelos.
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