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RESUMEN

En este trabajo, se caracterizé fenotipicamente una coleccion compuesta
por 14 bacterias aisladas del yacimiento lateritico Yagrumaje Norte, Holguin,
Cuba. Cinco cepas fueron clasificadas como Serratia marcescens, cuatro co-
mo Escherichia coli, dos como Enterobacter aerogenes y tres como Ochro-
bactrum anthropi. El 71.4% de las cepas fueron resistentes a niquel. Se infor-
ma por primera vez la presencia de la especie Ochrobactrum anthropi en
suelos de serpentina y ademas la resistencia a niquel es esta especie. El
85,7% de las cepas solubilizaron fésforo inorgéanico y el 50% fijaron dinitro-
geno atmosférico. Las cepas de Serratia marcescens mostraron un fenotipo
no pigmentado y la potencialidad de producir enzimas como lipasas, fosfoli-
pasas, caseinasas, gelatinasas y nucleasas. Todas las cepas mostraron la ca-
pacidad de remover Ni(ll) y Co (II) de soluciones monometalicas de 25y 30
ppm, respectivamente. Estos resultados sugieren que los ambientes extre-
mos constituyen una fuente potencial de metabolitos bioactivos de interés
para la biotecnologia agricola, médica y ambiental.

Palabras clave: suelos ultramaficos, ecosistemas extremos, adsorciény
resistencia bacteriana, metabolitos bioactivos

ABSTRACT

In this work, a collection compose by fourteen bacteria isolated from an
ore, Yagrumaje Norte, Holguin, Cuba)was phenotypically characterized. Five
strains were classified as Serratiamarcescens, four as Escherichia coli, two as
Enterobacteraerogenes, and threeas Ochrobactrum anthropi. 71.4% of
strains were resistant to nickel. This is the first report of the isolation of
Ochrobactrum anthropi from serpentine soils and nickel resistance in this
species. The 85.7% of the strains were able to solubilize inorganic phosphate
and 50%to fix atmospheric nitrogen. The five strains of Serratia marcescens
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showed a non-pigmented phenotypeand have the potentialities to produce enzymes as lipases, phospholipases,
caseinases, gelatinases and nucleases. All strains were capable to remove Ni(ll) and Co(ll) from 25 and 30 ppm
monometallic solution respectively. These results suggest that extreme environments are potential sources of
bioactive metabolites with potential application in agricultural, medical biotechnologies and environmentally

friendly technologies.

Keywords: ultramafic soils, extreme ecosystem, adsorption, bacterial resistance, bioactive metabolites

INTRODUCCION

La diseminacion de metales pesados en sedimentos y
aguas subterraneas constituye un problema mundial y
su solucion es un reto para el saneamiento ambiental,
debido a que no se dispone de tecnologias eficientes
que permitan su total eliminacidén. Los ecosistemas
contaminados con metales pesados representan una
amenaza para todos los organismos vivos (Addo et al.,
2012). Los elementos metdlicos no pueden ser des-
truidos debido a la imposibilidad de cambiar su es-
tructura nuclear, solamente son transformados de un
estado de oxidacién o complejo organico a otro. Por
esta razon han surgido nuevas tecnologias de bajo
costo y factibles para el saneamiento y recuperacion
de los ecosistemas, como la biorremediacion.

Los suelos ultramaficos o serpentina son ecosiste-
mas naturales con altas concentraciones de metales
pesados como niquel, cromo y cobalto (Chiarucci y
Baker, 2007). Ademas, se caracterizan por su bajo
contenido de nutrientes esenciales como fdsforo,
nitrégeno, potasio y calcio, un desbalance del coefi-
ciente magnesio/calcio y elevados coeficientes de
erosién (Bourne et al., 2014). Por todas estas caracte-
risticas son considerados ambientes extremos e inha-
bitables para muchas especies de plantas y microor-
ganismos (Mengoni et al., 2010). A la vez estos suelos
constituyen fuente de microorganismos atractivos
para la biotecnologia ya que sus ventajas adaptativas
les permiten sobrevivir en condiciones extremas
(Marrero, 2008).

Las formaciones de serpentina de Cuba se recono-
cen como los sistemas edaficos con mayores niveles
de endemismo vegetal, ocupan el 7 % de la superficie
del pais y sus comunidades microbianas han sido
poco estudiadas. El territorio de Moa (Holguin) es
reconocido por sus reservas de niquel, en esta region
se localiza la mayor industria minero- metalurgica
cubana. En los ultimos afos, la busqueda de metabo-
litos bioactivos de origen microbiano con aplicaciones

biotecnoldgicas y en el saneamiento ambiental ha
ganado gran interés. La microbiota presente en los
ambientes extremos como los suelos ultramaficos
podria ser fuente potencial de una gran variedad de
metabolitos con impacto positivo en el desarrollo de
las biotecnologias agricola, médica y ambiental. El
Laboratorio de Biotecnologia de los Metales de la
Facultad de Biologia, Universidad de La Habana cuen-
ta en la actualidad con una amplia coleccion bacte-
riana aislada de diferentes suelos ultramaficos de Cu-
ba como Cajalbana, Pinar del Rio; Cuabal Cubanacan,
Villa Clara (Amores, 2013); Yacimiento Punta Gorda,
Moa (Abinet al., 2002; Gémez et al., 2002; Marrero et
al., 2007a,b).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar fenotipi-
camente aislamientos del yacimiento lateritico Yagru-
maje Norte, Moa (Holguin, Cuba) con el empleo de
métodos convencionales.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

La descripcidon y procedencia de los microorganismos
empleados en esta investigacion se presentan en la
Tabla 1. Todas las cepas pertenecen a la coleccién del
Laboratorio de Biotecnologia de los Metales de la
Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, a
excepcion de Streptococcus pyogenes donada por el
Laboratorio de Bacteriologia del Hospital “Hermanos
Ameijeiras”.

Caracterizacion morfoldgica, cultural y fisiolégico-
bioquimica

Para ubicar las cepas en el taxon familia se aplicaron
las pruebas: tincion de Gram, oxidasa, catalasa, reduc-
cion de nitrato y fermentacion de la glucosa, segun
Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica (Holt
et al., 1994).
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Tabla 1. Microorganismos de la coleccion bacteriana aislada del yacimiento lateritico Yagrumaje Norte, Moa, Cuba y fuente de procedencia.

Table 1. Microorganisms of the bacterial collection isolated from Yamugraje Norte, Moa, Cuba, and source of isolated

Cepas

Fuente de referencia y procedencia

Aislamientos 1, 2, 3, 4, 5. 6, 7 ,8a, 8b,
9a, 9b, 10, 11,12

Cepa control: Serratia marcescens C-1
Bacillus sp. VC2

Serratia marcescens ATCC 8100
Serratia marcescens DSM 30121 (DSMZ) (Braunschweig).
Serratia marcescens LMG 3271

Streptococcus pyogenes

Ecosistema extremo: yacimiento de lateritas Yagrumaje Norte, Moa (Holguin), Cuba

Ecosistema extremo: yacimiento lateritico Punta Gorda, Moa (Abin et al., 2002).

Ecosistema extremo: Cuabal Cubanacan, Villa Clara, Cuba (Amores, 2013).

Cepas de referencia pigmentada : Coleccion Americana de Cultivos tipo (ATCC)

Cepas de referencia pigmentada: Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos celulares

Cepas de referencia pigmentada: Coleccion Belga de microorganismos (BCCM/LMG)
Control positivo prueba de hemolisina Cepa donada por el laboratorio de Microbiologia del
Hospital Clinico Quirirgico Hermanos Amejeiras.

Para ubicar las cepas en el taxdon familia se aplicaron
las pruebas: tincidon de Gram, oxidasa, catalasa, reduc-
cion de nitrato y fermentacion de la glucosa, segun
Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica (Holt
et al., 1994).

Para la clasificacidon de las cepas hasta el taxdn espe-
cie se emplearon los sistemas Enterotube Il para las
enterobacterias y APl 20NE para las no enterobacte-
rias. Estos sistemas utilizan diferentes pruebas fisiol6-
gico-bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas. En
los casos en que fue necesario discriminar entre espe-
cies similares, se realizaron las pruebas adicionales
segun lo indicado por el sistema de identificacidn co-
rrespondiente.

Determinacion de la produccién de prodigiosina

Teniendo en cuenta que la prodigiosina es un marca-
dor fenotipico para la especie Serratia marcescens, se
determind su produccion en las cepas clasificadas en
esta especie mediante el método propuesto por Golds-
chmidt y Williams, (1968). Se empled la cepa Serratia
marcescens ATCC 8100 como control positivo y la cepa
Serratia marcescens C-1 como control negativo.

Determinacion de la concentracion minima inhibito-
ria de Ni (Il) y Co (ll) en medio sélido

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se determi-
n6é mediante el método de Mergeay et al. (1985). La
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano se
evalud a los 5 dias de incubacion a 37°C.

Evaluacion de la capacidad de remocion de Ni(ll) y Co(ll)

Se cultivaron las diferentes cepas a evaluar en medio
LB liquido, se incubaron en agitacién a 150 r.min™
durante 16 horas a 37°C. Las células fueron separa-

das del medio de cultivo mediante centrifugacion (10
000 r.min™ durante 10 minutos) y lavadas tres veces
con agua destilada estéril. Posteriormente la biomasa
se secd a 60°C durante 4 horas, se pulverizé en morte-
ro con mango manual, 10mg de biomasa seca se puso
en contacto con 10 mL de una solucién de 25 ppm de
Ni (Il) y otra de 30 ppm de Co (ll), ambas a pH 4,5.
Finalmente se incubaron en agitacién a 150 r.min™ a
temperatura ambiente durante 2 horas. La experien-
cia se realizd por duplicado. Posteriormente las bio-
masas fueron separadas de las soluciones por centri-
fugacién (Marrero et al., 2009). Para concluir el ensa-
yo a estas soluciones se les determiné el pHy la con-
centraciéon de iones metalicos Ni (I1) y Co (ll) median-
te el método semicuantitativo “Merckoquant” lo cual
permitié el calculo de los miligramos de metal reteni-
do por gramo de biomasa (q) con empleo de la ecua-
ciéon propuesta por Vieira y Volesky (2000):

g=(Ci—Cf).V/m
... donde:

Ci = Concentracion inicial del metal (mg.L™)

Cf = Concentracion final del metal (mg.L™)

m = masa de la biomasa en la mezcla de reaccion (g)
V = Volumen de la mezcla de reaccion (L)

Determinacion de enzimas exocelulares

Se evalud la capacidad de hidrdlisis de la gelatina
(agar gelatina de Frazier), del almidén (agar almiddn),
de la caseina (agar-leche al 10%), de lipidos (agar-
Tween 80), de la lecitina (agar-yema de huevo), he-
molisis sobre agar sangre y la actividad desoxirribonu-
cleasa bacteriana (medio ADNasa), segun los métodos
descritos por Harrigan y McCance (1968), ademas de
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la produccién de fosfatasa mediante el método de
Nautiyal (1999) y la presencia de la enzima nitrogena-
sa con empleo del medio Nfb semisdlido (medio libre
de dinitrégeno).

RESULTADOS
Caracterizacion morfo-cultural de las cepas

Las caracteristicas morfoldgicas, culturales y las prue-
bas bioquimicas aplicadas se muestran en la Tabla 2.
El andlisis de estas pruebas permitié ubicar taxonémi-
camente a once de las cepas en la familia Enterobac-
teriaceae (2,3,4,5,6,7,83,9b,10,11,12 y las restantes
tres (1, 8b, 9a) como no enterobacterias (Holt et al.,
1994).

La identificacion hasta nivel de especie se muestra
en la Tablas 3 (enterobacterias) y 4 (no enterobacte-
rias). De las once cepas agrupadas como enterobacte-
rias, el mayor porcentaje correspondid a la especie
Serratia marcescens (45,5 %). Le siguieron en orden
decreciente Escherichia coli (36,4 %) y Enterobacter
aerogenes (18,2 %). Las tres cepas no enterobacterias
fueron clasificadas como Ochrobactrum anthropi.

Produccion de prodigiosina.

Ninguna de las cinco cepas de Serratia marcescens (2,
3, 7, 8a, 9b) aisladas del yacimiento lateritico Yagru-
maje Norte produjeron prodigiosina a 30°C, al igual

VANESSA VAZQUEZ Y ANAYANCI DAUDINOT

que la cepa Serratia marcescens C-1 utilizada como
control negativo mientras que la cepa de referencia
Serratia marcescens ATCC 8100 mostrd la tipica colo-
racién roja, indicativa de la produccién de este pig-
mento, tanto en el medio agar glicerol a 30°C como
en el medio LB a 25°C . Ninguna cepa produjo prodi-
giosina al ser incubadas a 37°C.

La prodigiosina es un pigmento sintetizado por algu-
nas especies del género Serratia. La temperatura re-
querida para que el pigmento se exprese es de 27°C a
30°C (Williams et al., 1971) y temperaturas iguales o
superiores a los 37°C inhiben su sintesis (Giri et al.,
2004; Kim et al., 2009; Bharmal et al., 2012).

Determinacidn de la concentracion minima inhibito-
ria y la capacidad de biosorcion de Ni (I1) y Co (Il) de
las cepas de la coleccion.

Todas las cepas mostraron mayor resistencia a niquel
que a cobalto. Las cepas Serratia marcescens (2, 3,
7,8ay 9b), Enterobacter aerogenes (10y 11) y Ochro-
bactrum anthropi (1, 8b, 9a) crecieron hasta 10 mM
de niquel, lo que las clasifica como resistentes a ni-
quel, seglin Schlegel et al. (1991) y las cepas de Es-
cherichia coli crecieron hasta 0,5 mM del metal. En el
caso del cobalto (Il) las cepas crecieron hasta 0,5 mM
por lo que fueron sensibles a este metal.

Tabla 2. Caracteristicas micro morfologicas y culturales de los aislados del yacimiento lateritico Yagrumaje Norte, Moa, Holguin.
Table 2. Cultural and morphological characteristics of the isolates from the lateritic deposit Moa.

Cepas 1, 8b, 9a 2 3,7,8a, % 4,5,6,12 10,11 ATCC
Respuesta ala - - - - - -
Tincién de Gram
Cistos - - - - - -
Endospora - - - - - -
Morfologia bacilos bacilos bacilos bacilos bacilos bacilos
] Colonias puntifor- Colonias de forma circular, Colonias circulares, Colonias circulares, c(i\;glﬁglraisri(c‘liescfgrrlrtzz
Caracteristicas mes, planas, iridiscentes, bordes enteros, convexas, lisas de convexas, lisas de ' o
; . - bordes enteros, pig-
culturales color beige, de color beige claro y superficie bordes regulares y bordes regulares y mentadas (rojas)
bordes regulares lisa color beige claro color beige s \rojas)y
superficie lisa
Oxidasa + - - - - -
Catalasa + + + + + +
Fermentacién de - + + + + +
la glucosa
Reduccion de - + + + + +
nitrato
Agrupacion No enterobac- Enterobacterias

terias

Leyenda: ATCC: Serratia marcescens ATCC 8100. +: respuesta positiva, -: respuesta negativa a la prueba
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas del yacimiento lateritico Yagrumaje Norte, Moa segun el sistema “Enterotube II”.

Table 3. Results of the biochemical and physiological ph tests of the strains from the lateritic deposit “Yagrumaje Norte” (Moa, Holguin) using

“Enterotube II” system.

Pruebas AISLADOS Cepa de

Bioquimicas 2 3 7 8¢ 9% 4 5 6 12 10 11 referencia

Glucosa + 4 + + o+ o+ o+ o+ 4 + + +

Gas - - - - + O+ o+ o+ + +

Lisina + + + + + + + o+ + + +

Ornitina + - - - - + 0+ o+t + +

H2S - - - - - ..o

Indol - - - - - + + + + B

Adonitol + o+ + + + - - - - + + +

Lactosa - - - - - o+ o+ o+

Arabinosa - - - - -+ o+ o+ 4 + + i

Sorbitol + + + + + + + o+ + + + "

Dulcitol - - - - S+ o+ 4+

Fenilalanina. - - - - - - - - .

Urea - - - - - - - - -

Citrato + 4 + + + - - .. + + +

\dentificacion Serratia marcescens Escherichiacoli ~ S-quefaciens/ Serratia
E.aerogenes marcescens

Leyenda: S. liquefaciens: Serratia liquefaciens. Serratia marcescens: Serratia marcescens ATCC 8100. E. aerogenes: Enterobacter aerogenes.

+: respuesta positiva, -: respuesta negativa a la prueba.

Las cepas estudiadas tuvieron la capacidad de remo-
ver Ni (I) y Co (ll) de las soluciones monometalicas de
25 y 30 ppm, respectivamente. La mayoria de las ce-
pas adsorbieron mayor cantidad de Co (Il) que de Ni
() excepto la cepa 2, 3 y 5; esta ultima removio igual
cantidad de Ni (Il) y Co (ll). La mayor remocién de Co
(1) se logrdé con Serratia marcescens cepa 7, seguida
de las cepas Ochrobactrum anthropi 1, O. anthropi 8b,
O. anthropi 9a 'y S. marcescens 8a (Fig. 1). Los porcen-
tajes de remocién de Co (Il) oscilaron entre 27y 67%,
el mayor valor lo alcanzé Serratia marcescens cepa 7
mientras que los valores de Ni (Il) oscilaron entre 40%
y 52%.

Determinacion de la capacidad de produccion de
enzimas exocelulares

Solo las cepas identificadas como Serratia marces-
cens (2, 3, 7, 8a, 9b) tuvieron la capacidad de producir
ADNasas, gelatinasas, lipasas, fosfolipasas y caseina-
sas (Tabla 5). El 85,7 % de las cepas produjeron fosfa-
tasa y el 50% mostraron capacidad diazotrofa al mos-
trar la formacion del un anillo en la interfase el medio
Nfb semisdlido, después del tercer pase consecutivo
en este medio de cultivo sin adicién de fuente de ni-
trégeno.

Tabla 4. Resultados de las cepas (no enterobacterias) me-

diante el sistema API 20NE.

Table 4. Identificated strains by API20NE system.

Pruebas bioquimicas

1 8b %a

Nitrato (NOs)
Triptéfano TRP
Glucosa (GLU)
Arginina (ADH)
Urea (URE)
Escualina (ESC)
Gelatina (GEL)
Galactosa (PNPG)
Glucosa (GLU)
Arabinosa (ARA)
Manosa (MNE)
Manitol (MAN)

N acetil Glucosamina (NAG)
Maltosa (MAL)
Gluconato (GNT)
Acido caprico (CAP)
Acido adipico (ADI)
Acido malico (MLT)
Citrato(CIT)

Acido fenil acético (PAC)
Oxidasa (OX)
Identificacion:

+
1
+

+ 4+ 4+ +
+ + 4+ +

+ + +
Ochrobactrum anthropi

Leyenda: Cepas 1, 8b y 9b. +: respuesta positiva, -: respuesta negativa
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Tabla 5. Enzimas producidas por las cepas aisladas del yacimiento lateritico de Moa.
Table 5.Enzimes produce by the strains isolated from the lateritic deposit in Moa.

Enzimas O. anthropi  S. marcescens E.coli E. aerogenes
(1,8b, 9a) (2,3,7,8,9) (4,586, 12) (10, 11)
Nucleasa - + - -
Fosfolipasa - + - -
Lipasa - + - -
Amilasa - - - -
Gelatinasa - + - -
Caseinasa - + - -
Hemolisina - - - -
Fosfatasa - + + +
Actividad nitrogenasa + - + -

+: produccion de la enzima, -: no produccion de la enzima.

[oe]
w

Las cepas resistentes a niquel podrian considerase
buenos candidatos para procesos de biorremediacion
de suelos contaminados por metales pesados. Los

habitats de mayor potencialidad para el aislamiento
de microorganismos resistentes a metales son los
altamente contaminados, como las zonas mineras, los
sitios de descarga de desechos de la industria meta-
lUrgica y los derrames industriales (He et al., 2010;

6 7 8a 8 9a 9 10 11 Aram et al., 2012; Mahk y.AIeem, 2011; RaJkum.ar et
Cepas al., 2012). La presencia de iones Co (Il) en el medio de

. . . ) . cultivo ejercié una mayor influencia negativa sobre el
Figura 1. Remocion de Ni (Il) y Co (Il) de soluciones monometali- . . .
cas, 25 ppm de Ni (1) y 30 ppm de Co (II), por la colecci6n bacte- crecimiento bacteriano. Actualmente, la caracteriza-
riana. pH 4,5, con un tiempo de incubacion de 2 horas a 30°C. cion de microorganismos que habitan en ambientes
(n=2), 150r.min-1. mNiquel m Cobalto. extremos ha recibido una gran atencidn, debido a que

Figure 1. Nifll) (25 ppm) and Co (1) (30 ppm) uptake from mono- estos ambier?tes sqn co.nsiderados una fuente de nu.e.-
metallic solutions by bacterial strains at pH 4,5, incubation time 2h, vos metabolitos bioactivos con una elevada estabili-
at 30°C (n=2), 150 r. min-'. = Nicke/m Cobalt. dad en estas condiciones, resultando atractivos para

procesos industriales como la produccion de edulco-
rantes, papel, sintesis de detergentes, elaboracion de

[
[=]

-
w

q (mg metal. g biomasa)
=)

w

0

DISCUSION alimentos, tratamiento de residuales, extraccién de
Los suelos ultramaficos o de serpentina constituyen petroleo y diagndstico y tratamiento de enfermeda-
un sustrato dificil para la colonizacién y crecimiento des (van den Burg, 2003). Las cinco cepas de Serratia
de microorganismos. Una vez mas se pone de mani- marcescens no pigmentadas, productoras de ADNasa,
fiesto la prevalencia de enterobacterias en los suelos gelatinasa, fosfolipasa, lipasa, caseinasa, no produc-
ultramaficos de Moa, Holguin, especificamente, las toras de hemolisinas, con potencialidad de solubilizar
especies Serratia marcescens, Escherichia coli y el fosforo inorganico y ademas resistentes a Ni (Il) reve-
género Enterobacter (Gémez et al., 1999, 2002; lan el valor practico de esta coleccion bacteriana.

Abin et al., 2002; Marrero, et al., 2009). La microbiota Estas cepas son candidatos promisorios en diversos
presente en estos ecosistemas manifiestan una redu- procesos biotecnologicos como: las biotecnologias
cida biodiversidad (Mengoni et al., 2010). Estos suelos agricola, ambiental y médica. La colonizacién de di-
constituyen un sistema ideal para el estudio de la ge- versos habitat por Serratia marcescens se ha relacio-
nética de la adaptacion al habitat y evolucién de nue- nado con la produccién de un amplio espectro de
vas ecovariedades microbianas (Marrero, 2008). sustancias extracelulares que incluyen quitinasas,
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proteasas, lipasas, nucleasas y bacteriocinas (Mukesh
Kumar et al., 2012; Mohankumar et al., 2011). La no
produccién de hemolisinas es favorable para sus posi-
bles aplicaciones porque las hemolisinas son factores
de virulencia (Madigan et al., 2014). Las ADNasas son
empleadas en diferentes vias de recombinacién para
eliminar genes dafiados en la cadena del ADN. Las
aplicaciones de estas enzimas incluyen la terapia de
genes para enfermedades genéticas, ingenieria gené-
tica y antitumorales (Kamble y Kadu, 2012).

La ausencia de la capacidad de sintesis de prodigiosi-
na en las cepas autdéctonas del yacimiento niquelifero
Yagrumaje Norte (Moa) pudo deberse a un largo pro-
ceso de adaptacidn en un tipo de suelo muy evolucio-
nado con altos contenidos de metales pesados y se-
quia edafica. Este ambiente extremo pudo haber con-
tribuido a su seleccion natural y posiblemente haya
influido en la evolucidn de la especie, lo cual permitid
que prevalecieran cepas resistentes a Ni (Il) no pig-
mentadas (Marrero, 2008), quien lo informé por pri-
mera vez al caracterizar molecularmente cepas de
Serratia marcescens aisladas del yacimiento Punta
Gorda, Moa. Posteriormente, este hallazgo también
fue confirmado cuando se identificaron 8 nuevas ce-
pas en la especie S. marcescens aisladas del mismo
yacimiento lateritico (Diaz, 2013). Los resultados que
aqui se presentan avalan lo planteado por Marrero
(2008) respecto a la seleccion natural y contribucién a
la evolucién de la especie S. marcescens, lo cual con-
firma la presencia de nuevos representantes infraes-
pecificos con un fenotipo distintivo (colonias no pig-
mentadas vy resistentes a Ni y Co) de S. marcescens,
prevaleciente en el ecosistema ultramafico del territo-
rio de Moa, Cuba.

En la literatura cientifica consultada no se ha infor-
mado la presencia de Ochrobactrum anthropi en sue-
los ultramaficos por lo que este constituye el primer
informe de esta especie en ecosistemas extremos asi
como su resistencia y capacidad de remover Ni(ll) y
Co(ll) con posible aplicacién biotecnoldgica.

Las bacterias, con la capacidad para fijar dinitrogeno
atmosférico y solubilizar el fésforo inorganico (fosfato
tricalcico) provenientes de suelos ultramaficos, pre-
sentan ventajas con respecto a cepas de otros ecosis-
temas, debido a su potencialidad natural para resistir
la baja fertilidad de los suelos ultramaficos (bajas con-
centraciones de nitrogeno y fésforo) y las altas con-
centraciones de metales pesados. Los microorganis-
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mos aislados del depésito de serpentina con la capaci-
dad de fijar dinitrégeno atmosférico y solubilizar fos-
foro son promisorios para ser aplicados en procesos
de biorremediacién como la fitorremediacion y fitomi-
neria, ya que pueden favorecer la nutricion vegetal en
los ecosistemas mineros la cual se ve muy afectada.

La biosorcion del metal por la biomasa microbiana
depende fundamentalmente de los componentes de
la célula, especialmente, la superficie celular y la es-
tructura espacial de la pared celular (Basurco y To-
rem, 2010). Todas las bacterias empleadas en esta
investigacion son Gram negativas. Las estructuras
celulares en estas entidades se caracterizan por la
presencia de la membrana externa compuesta por
lipopolisacaridos y fosfolipidos, los cuales pueden
ofrecer abundantes grupos funcionales para la unién
de estos metales. Los grupos mas importantes son
carbonilo (cetona), carboxilo, sulfidrilo (tiol), sulfona-
to, tioéter, aminas secundarias, amidas, imina, imida-
zol, fosfonato, fosfodiéster (Abdel-Monem et al.,
2010; Chojnacka, 2010). La composicion quimica del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana puede
también tributar con los centros activos, como grupos
carboxilos, hidroxilos y aminos para el secuestro o
intercambio con los iones Ni (Il) y Co (Il). Los microor-
ganismos aislados a partir de ecosistemas con metales
pesados utilizados como biosorbentes, retienen los
metales pesados a intervalos de tiempo relativamente
cortos al entrar en contacto con las soluciones de los
metales. Esto podria minimizar los costos en un pro-
ceso de biorremediacién. Es por ello que la busqueda
de este tipo de microorganismos y sus estudios se
encuentra en crecimiento constante (Macaskie et al.,
2010; Singh y Gadi, 2012a,b; Orandi y Lewis, 2012;
Dhal et al., 2013).

A diferencia de los procesos basados en el empleo
de células vivas, los procesos de biosorcion (biomasa
muerta) no requieren de sistemas de cultivo con con-
sumo de nutrientes, ni son afectadas por los residuos
téxicos del proceso. Ademads, presentan una mayor
sensibilidad ante bajas concentraciones de metales,
mayor efectividad para la posterior recuperacion del
metal y pueden ser almacenadas con facilidad (Alam y
Ahmad, 2011).

En esta investigacidon la biomasa fue inactivada por
calor por lo que se descarta el mecanismo de acumu-
lacién intracelular de los iones niquel y cobalto por
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sistemas de proteinas transportadoras que pueden
incorporarlos al citosol (Marrero et al., 2007b).

Se identificaron 14 nuevas cepas bacterianas perte-
necientes a la coleccion microbiana del Laboratorio de
Biotecnologia de los Metales de la Facultad de Biolo-
gia: cinco de estas fueron identificadas como Serratia
marcescens, cuatro como Escherichia coli, dos como
Enterobacter aerogenes y tres cepas como Ochroba-
ctrum anthropi. Todas las cepas de las especies Serra-
tia marcescens, Enterobacter aerogenes y Ochroba-
ctrum anthropi fueron resistentes a Ni (ll). Las cepas
de Serratia marcescens (2, 3, 7, 8a, 9b) aisladas del
yacimiento de Yagrumaje Norte, ambiente extremo,
caracterizadas por presentar un fenotipo no pigmentado
y sintetizar metabolitos bioactivos (desoxirri-bonucleasa,
lipasa, fosfolipasa, gelatinasa, caseinasa); son promiso-
rias para ser empleadas en procesos de fitorremediacion
y poseen la capacidad de remover Ni (ll) y Co (Il) lo que
las convierte en buenas candidatas para su empleo en la
biotecnologia ambiental y médica.
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