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Resumen

El mercurio es uno de los metales utilizados en la actividad minera, que magnifica su distribucién y exposicion
téxica, cuando se dispone como residuo en suelo y agua. El uso de microorganismos para remover metales
en medios acuosos proporciona oportunidades para explorar su impacto. El objetivo de esta investigacion
es explorar la capacidad de tolerar mercurio, de aislamientos del género Pseudomonas spp., recuperadas de
aguas residuales. Las aguas de la Ciénega de Ayapel (Cérdoba) y del rio Cauca, Caucasia (Antioquia), fueron
tomadas y analizadas microbioldgicamente: siembra en agar Cetrimide e identificacion bioquimica por Vitek
(bioMérieux). Los aislamientos de Pseudomonas spp. se sembraron en medio BHI en concentraciones de sulfato
de mercurio, por técnica de tubo (hasta 500 mg/L) y microplaca (hasta 75 mg/L), para identificar la tolerancia
al metal. Como resultado se obtuvieron seis aislamientos de Pseudomonas spp. con capacidad para crecer, en
concentraciones de 75 a 400 mg/L de sulfato de mercurio, que mostraron viabilidad, precipitacion, pigmento
y fluorescencia en el medio, como mecanismos de proteccion frente a la exposicién al metal. En conclusion, se
determind que los aislamientos nativos de Pseudomonas con capacidad de tolerar diferentes concentraciones
de mercurio podrian ser utilizados en procesos que acompafien la remocion de este metal, profundizando
en el mecanismo de interaccién, para que en futuras aplicaciones sea usado en lixiviados obtenidos de la
actividad minera, antes de ser dispuestos en el rio. Especies de Pseudomonas han sido mencionadas en diversos
experimentos implicados en la remocién de mercurio y compuestos derivados.

Palabras clave: biorremediacién ambiental; metales pesados; contaminantes del agua; microbiologia del agua;
microorganismos; Pseudomonas, mercurio, aguas residuales.
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Abstract

Mercury is one of the metals used in mining, and when it is disposed of in the soil or water, its distribution and
toxic exposure are magnified. The use of microorganisms to remove metals in water provides some opportunities
to explore their impact. The objective of this research is to explore the ability to tolerate mercury, of isolates
of Pseudomonas spp. gender, recovered from sewage. Water from the Ciénega de Ayapel (Cordoba) and the
Cauca River, in Caucasia (Antioquia), were taken and analyzed microbiologically: spread on the Cetrimide
agar and biochemical identification by Vitek (bioMérieux). The Pseudomonas spp. isolates were exposed to
mercuric sulfate concentrations supplementing BHI medium, using the tube technique (up to 500 mg/L) and
microplate (up to 75 mg/L), to identify the tolerance to the metal. As a result, we obtained six Pseudomonas
spp. isolates with the capacity to grow in concentrations between 75 and 400 mg/L of mercuric sulfate, showing
viability, precipitation, pigmentation, and fluorescence in the medium as protection mechanisms against the
metal. Pseudomonas species have been mentioned in several experiments related to the removal of mercury
and derived compounds. In conclusion, it was determined that native isolates of Pseudomonas with the ability
to tolerate different concentrations of mercury could be used in processes that accompany the removal of this
metal, going deeper into the interaction mechanism with the metal so that it is applied in future leachates
obtained from mining before being disposed of in the river.

Keywords: environmental bioremediation; heavy metals; water pollutants; water microbiology; microorganisms;
Pseudomonas; mercury; sewage water.

1. Introduccion

A nivel mundial, son multiples las fuentes de contaminacién que llegan a diferentes cuerpos de agua, tanto
de tipo organica como inorganica. Sin embargo, algunas de estas fuentes son consideradas de alto riesgo,
debido a sus repercusiones y/o persistencia, y por la dificultad de su tratamiento (Beltran-Pineda; Gémez-
Rodriguez, 2016). Uno de estos contaminantes, que se puede encontrar como desecho inorganico, y que llega
a suelos y fuentes hidricas como material de residuo, es el mercurio, uno de los metales pesados no esenciales
mas contaminantes, que hoy es considerado con especial atencién, desde las fuentes que lo generan hasta los
ecosistemas que lo contienen y que de cierta manera propagan su persistencia dentro de la cadena tréfica,
poniendo en riesgo la salud humana, animal y ambiental (Briffa et al., 2020). A nivel mundial se registran tasas
de contaminacién por este metal, derivadas de actividades con origen antropogénico, que, sin lugar a duda
deterioran la vida de comunidades enteras (Londono-Franco et al., 2016).

Los principales paises que registran altas tasas de contaminacién por mercurio son Japon y Uruguay,
principalmente en peces, y se reportan paises como Tailandia y Japdn, con altas tasas del metal en el ambiente
(Global Mercury Hotspots, 2014). En Colombia, la principal causa de la contaminacién por mercurio en suelos
y cuerpos de agua radica en el uso intensivo de este metal en la extraccion de oro, principalmente mediante
mineria artesanal e informal, entre otros (Gafner-Rojas, 2018; Martinez; Casallas, 2018; Gonzalez, 2015). El
altimo estudio realizado por la Organizacién de las Naciones Unidas, “Evaluaciéon Mundial del Mercurio
2018”, reporta el aumento de este contaminante en el medio ambiente (Programa de las Naciones Unidas para
el Medio Ambiente, 2019). Esta contaminacién trae consigo grandes danos a los recursos naturales, animales y
a seres humanos e importantes problemas en salud publica.

El mercurio (Hg) se puede encontrar en el agua, el aire, los suelos e incluso alimentos. Sin embargo, una
de las principales preocupaciones es su presencia en el cuerpos de agua, ya que puede cambiar de forma por
metabolismo microbiano y convertirse en metilmercurio (CH,Hg), siendo mas toxico y capaz de bioacumularse
y biomagnificarse facilmente en la cadena alimenticia humana, principalmente en el consumo de peces (Rosero;
Renteria, 2019), y con esto, se favorece el incremento de casos de intoxicacién, y se genera un gran riesgo para la
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salud de la poblacién aledaha a zonas contaminadas, con repercusiones en la salud, que afectan principalmente
el sistema nervioso, que es el mas sensible durante su frecuente exposicion (Campo, 2017).

La exposicién a altos niveles de mercurio metalico, inorganico u organico puede danar el cerebro y los
riflones en forma permanente. También afecta el desarrollo del feto, incluso meses después de la exposicién de
la madre. Los principales sintomas que suelen presentarse son dafo a los pulmones, nduseas, vomito, diarrea,
aumento de la presion sanguinea o del pulso cardiaco, reacciones alérgicas en la piel e irritacion de los ojos,
temblores, cambios en la visién, audicion y problemas de memoria (Rosero; Renteria, 2019). En Colombia,
segin datos del SIVIGILA, entre los afios 2007-2017 se notificaron 2762 casos de intoxicacién por mercurio.
Antioquia present6 el mayor porcentaje de casos de intoxicacion en el sistema, con un 30,8 % (852 casos) del
total de casos reportados por el departamento (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2015).

Para la mitigacion del impacto causado por el uso de este metal en el ambiente, y minimizar los efectos
que genera en la salud, se han empleado técnicas con principio fisicoquimico, tales como oxidacién quimica,
absorcién por vapor o electrocinética, o a partir del principio térmico. Se podria utilizar la incineracién o la
pirolisis (Martinez; Casallas, 2018) para controlar su uso, la explotacion o inclusive su magnificaciéon, pero
estas metodologias son costosas, o inclusive podrian llegar a generar un mayor impacto negativo que la misma
contaminacion inicial.

Por otro lado, se vienen alternando o complementando dichas actividades con metodologias de origen
biologico, que prometen ser estrategias naturales con menor impacto ambiental, con buen rendimiento y de
bajo costo por su alto impacto en la remocién de los contaminantes (Martinez; Casallas, 2018; Rosero; Renteria,
2019; Bourdineaud et al., 2020; Torres et al., 2019). Estas tecnologias, basadas en la biorremediacion de suelos o
aguas, se pueden fundamentar en la eliminacion o neutralizacién de contaminantes toxicos de los ecosistemas
mediante el uso de microorganismos, o alguno de sus productos tales como enzimas o exopolisacéridos (Rosero;
Renteria, 2019). Esta estrategia biologica depende de las propiedades catabdlicas o mecanismos de accidn del
microorganismo o sus componentes, ya sea porque utilicen el contaminante para su crecimiento, parte de su
desarrollo o puedan acumularlo para liberarlo o simplemente retenerlo (Li ef al., 2021; Marrero-Coto et al., 2010;
Yin et al., 2016).

En la actualidad, los nichos ecoldgicos con ciertas caracteristicas adversas, donde est4 presente el metal,
condicion particularmente importante para este caso, son de suma importancia para el estudio e identificacion
de los microorganismos con capacidad de sobrevivir en dichos ambientes, y de esta manera identificar coémo
sobreviven, por lo que adquieren importancia los mecanismos de tolerancia y resistencia, donde este tltimo es
caracterizado por la presencia de genes especificos que confieren dicha capacidad, y para el caso de la resistencia
al mercurio, el mecanismo de resistencia mas ampliamente documentado se basa en la presencia de un grupo
de genes organizados en un tinico operdn, denominado “operdn mer”, que permite la detoxificacion enzimatica
del metal. La estructura del operén mer varia entre las distintas especies bacterianas, donde se encuentran dos
tipos de operones: de espectro reducido (confieren resistencia al mercurio inorganico) y de espectro amplio
(confieren resistencia al mercurio inorganico y organico) (Bourdineaud et al., 2020; Marrero-Coto et al., 2010;
Rani et al., 2021).

Por otro lado, existen mas reportes que incluyen la precipitacion de este metal con fosfatos, carbonatos
y/o sulfuros, la exclusién fisica de los componentes electronegativos en membranas y sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), sistemas de eflujo de metal dependientes de energia, y el secuestro intracelular con
proteinas de bajo peso molecular, ricas en cisteina, como lo reportan Beltran-Pineda y Gémez-Rodriguez (2016)
en su estudio.

El género Pseudomonas spp. ha demostrado ser capaz de crecer y desarrollarse en condiciones poco

favorables. Esto se debe a la capacidad que tiene para metabolizar gran variedad de compuestos organicos e
inorganicos, y también cuenta con diversos mecanismos que le confieren una capacidad especial de resistencia
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a moléculas toxicas, incluyendo metales pesados. Existen gran variedad de investigaciones que dan cuenta de
la capacidad de tolerancia y resistencia de este género bacteriano a metales pesados, la mayoria de los aislados
estudiados son procedentes de lugares que presentan contaminacién con dichos elementos téxicos (Beltran-
Pineda; Gomez-Rodriguez, 2016).

Los antecedentes anteriormente descritos permitieron que este estudio se enfocara de manera
exploratoria en la identificacion in vitro de aislamientos de Pseudomonas spp., obtenidos de aguas riberefias
cercanas a explotaciéon minera, con potencial para tolerar mercurio. Para lograr el objetivo, los aislados se
expusieron a diferentes concentraciones del metal para analizar su comportamiento y, de esta manera, proyectar
otros estudios para identificar los mecanismos de resistencia y definir si estos pudieran ser utilizados como
parte de la aplicacion para biorremediar aguas contaminadas con mercurio.

2. Metodologia
2.1. Toma de muestras de aguas residuales y andlisis de laboratorio

Se tomaron muestras de aguas de dos rios aledafios a la explotacion minera en Colombia: Ciénega de Ayapel
(localizada en 8°18'36.9"N 75°07'58.6"W, departamento de Cdrdoba) y rio Cauca, Caucasia (localizado en
7°58'36.4"N 75°11'17.0"W, departamento de Antioquia). Estas fueron tomadas en recipientes estériles, y se
trasladaron refrigeradas antes de 24 horas, para ser procesadas en los laboratorios de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia, donde se realiz6 el analisis microbiolégico. Adicionalmente, en el laboratorio
de analisis fisicoquimicos y biologicos de la Universidad de Medellin, se realizaron los analisis de parametro
fisicoquimicos: presencia de Mercurio (Método EPA 7470 A, Agencia Estadounidense de proteccion Ambiental,
2015), DBO5 total (Método SM-5210 B, Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales [Ideam],
2017; ASTM 888-12:2021, Método C) y DQO (Método SM-5220 D; Morales-Mejia et al., 2021).

Cada muestra de agua se centrifugd a 4500 rpm durante 15 minutos, posteriormente se descarté el
sobrenadante y, a partir del pellet, se realizaron diluciones decimales consecutivas hasta 10-5 por duplicado.
Cada dilucion se sembré por la técnica de superficie en agar Cetrimide (Merck, EE. UU.), y se incubaron a
30 +/- 2 °C durante 24 a 48 horas. Posteriormente, se verifico el crecimiento y se seleccionaron colonias con
diferentes morfologias para su purificacion por la técnica de agotamiento en placa (agar Cetrimide, Merck, EE.
UU.). Se realizé una identificaciéon microscopica por tincion de Gram, se realizaron pruebas bioquimicas por la
técnica semiautomatizada VITEK?2 (bioMérieux), proceso que se complemento con prueba de catalasa y oxidasa
(Merck, EE. UU.). Los aislados se conservaron en BHI (Merck, EE. UU.) con glicerol al 30 % para su posterior
uso (Bedoya et al., 2019).

2.2. Bioestimulacion de aislamientos de Pseudomonas spp. en soluciones de
mercurio

Este método se realizd con el fin de hacer una seleccion de los aislamientos de Pseudomonas spp. con capacidad
crecer en presencia de mercurio, basado en la metodologia utilizada por Jiménez (2005). Las muestras se
inocularon por duplicado en caldo BHI (Merck, EE. UU.), iniciando con una suspensién de microorganismo
aproximadamente de 1,5 x 10® células/ml usando un patréon McFarland 0,5. Las muestras se suplementaron con 25
mg/mL de sulfato de mercurio (HgSO,) y se incubaron a 30 +/- 2 °C durante 24 a 48 horas con agitacion a 150 rpm.
Se realizé lectura de la densidad celular por turbidimetria medida por espectrofotometria (espectrofotémetro
Mindray Microplate Reader MR-96 A) a una longitud de onda de 600 nm, y se confirm¢ viabilidad celular en
agar Cetrimide (Merck, EE. UU.), al final de la exposicion al metal (Bedoya ef al., 2019).
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2.3. Determinacion del nivel de tolerancia al mercurio

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de bioestimulacion anteriormente descrito, se seleccionaron
los aislamientos bacterianos y las concentraciones de mercurio, a las cuales serian expuestos. Cada uno de los
aislamientos se expuso de manera individual en medio de cultivo BHI (Merck, EE. UU.) en tubo con 10 mL de
medio, iniciando con una suspension de microorganismo aproximadamente de 1,5 x 108 células/ml, usando un
patron McFarland 0,5. Las muestras se incubaron a 30 +/- 2 °C durante 24 a 48 horas. Cada medio de cultivo se
suplementé con diferentes concentraciones de solucion de mercurio (sulfato de mercurio), correspondientes
a 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L. Posterior a una incubacion de 24 y 48 horas, se reporto6 turbidez,
viabilidad celular y cambios que se evidenciaran en el medio. Este ensayo permitié de manera preliminar,
identificar las concentraciones en las cuales los aislamientos de Pseudomonas spp. podian continuar o no con su
viabilidad celular.

Adicionalmente, el ensayo anterior se complement6 con una prueba en microplaca, que permitio
cuantificar la biomasa por densidad Optica, y determinar capacidad de crecimiento en el medio bajo la
exposicion a diferentes concentraciones de sulfato de mercurio, durante un tiempo determinado. Bajo las
mismas condiciones previamente descritas, se llevo a cabo el ensayo de microplaca, para las concentraciones de
25,50 y 75 mg/mL de sulfato de mercurio, leyendo absorbancias a una longitud de onda de 600 nm, a las 24, 48
y 144 horas (Bedoya et al., 2019).

2.4. Andlisis de datos

Para la primera parte de aislamiento e identificacion de los microorganismos de interés, se realizd un analisis
descriptivo de los datos recolectados en el laboratorio, incluyendo la técnica semiautomatizada VITEK2
(bioMérieux), soportada en el software interno, para obtener resultados de la probabilidad y un nivel de
confianza descriptivo.

Para definir el nivel de tolerancia al mercurio en los aislamientos obtenidos, el estudio se abord6 en
dos momentos, un primero de tipo descriptivo, a partir del ensayo de bioestimulacion de los aislamientos
con mercurio, por la técnica de tubo, para determinar la viabilidad de estos en concentraciones de mercurio
superiores a la inicial, identificada en la matriz de aislamiento. Posteriormente, para el ensayo de microplaca,
se seleccionaron 3 concentraciones de exposicion al mercurio — teniendo en cuenta el desarrollo de cada
microrganismo en tres tiempos, definido como un disefio experimental de variaciones completamente
aleatorizado—, incluyendo el aislamiento (Ay4, Ay5, Cal, Ca3, Ca5, Ca6), la concentracion de mercurio bajo
tres niveles (25, 50 y 75 mg/L), y tres tiempos (24, 48 y 144 horas), donde se midi6 la absorbancia (DO 600 nm)
para determinar la produccion de biomasa, para un total de cincuenta y cuatro tratamientos. Los datos fueron
estudiados a través de un analisis de varianza de una sola via.

Una vez detectada alguna diferencia estadistica entre las varianzas, se procedi6 a la realizacién de una
comparacion multiple de medias a través de la prueba de Tukey (HSD). Para todos los efectos, se consideraron
diferencias significativas cuando p < 0,05, con un nivel de confianza de 95 %. Cabe resaltar que previo a cualquier
analisis, se realiz6 una prueba de normalidad (Shapiro Wilks), prueba de homogeneidad de varianza (Levene) e
independencia de los residuos. Para el analisis de los datos, se utiliza un paquete estadistico Minitab v.16.
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3. Resultados
3.1. Muestras de aguas residuales y andlisis de laboratorio

Enla Tabla 1 se presentan los resultados de las pruebas bioquimicas analizadas en las muestras de agua tomadas
en los rios de Ayapel y Caucasia.

Tabla 1. Resultados del andlisis fisicoquimico para muestras de aguas residuales de Ayapel y Caucasia

Ayapel (Ay) Caucasia (Ca) LCM
pH 7 7
DBO, (mg O,/L) <5 23,82 5mgO,/L
DQO (mg O,/L) 19 42,48 10mg O,/L
Hg (mcg/L) <1 29 1 ug/L

Nota. DBO,: demanda bioquimica de oxigeno; DQO: demanda quimica de oxigeno; Hg: mercurio; LCM: limite de
cuantificacién del método.
Fuente: elaboracion propia.

Ambas muestras de agua presentaron un pH neutro, lo que indica un ambiente estable. Para los datos
de DBO y DQO, si bien el agua recogida en el municipio de Ayapel mostré datos dentro del limite de deteccion
para la DBO,, en comparacion con la muestra tomada en las aguas del rio de Caucasia, fue superior, lo que
evidencia mayor demanda de oxigeno por contaminacion organica. De igual manera, para el resultado obtenido
en la DQO, la mayor demanda de oxigeno por contaminantes inorganicos la registra el agua tomada del rio de
Caucasia.

Adicionalmente, se resalta que, de acuerdo con los datos obtenidos, asociados a la presencia de
mercurio, donde se identifica mayor concentracion en la muestra de Caucasia, se logré inferir que aguas abajo
(corriente de agua que va desde Caucasia hasta Ayapel), el rio cuenta con una carga menos toxica del metal,
esto debido a la actividad minera que se lleva a cabo en el sector. Segtn la Resolucién 631 de 2015, establecida
por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, las concentraciones de mercurio permitidas en los
vertimientos puntuales de aguas residuales no domésticas deben ser menores a 0,002 mg/L. Estos datos se
relacionan con lo ya publicado en varios estudios, donde se reporta la presencia de mercurio en zonas aledafias
a la mineria, lo que indica alta contaminacién ambiental y exposicidon al medio ambiente, con efectos nocivos
(Pinzon; Fajardo, 2018; Briffa et al., 2020). Estudios como el de Vera (2017) reportan concentraciones de mercurio
en aguas superficiales de 0,11 mg/L.

3.2. Aislamientos de Pseudomonas spp. y caracterizacion bioquimica
Un total de seis morfotipos fueron seleccionados a partir del crecimiento obtenido. Las colonias fueron

compatibles con bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa positiva. Por otro lado, al ser identificados por
Vitek, se registraron seis resultados consecuentes con Pseudomonas spp. (ver Tabla 2).
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Tabla 2. /dentificacién bioquimica de los aislados obtenidos en aguas residuales de Ayapel (Ay4 y Ay5) y de Caucasia (Cal,

Ca3, Ca5s, Cab6)

Especie
identificada

Codigo

Probabilidad
identificacion

Morfologia

Morfologia

Catalasa

Oxidasa

macroscopica
Colonias planas,

microscopica

Pseudomonas Bacilo Gram - -
Ay4 ) 98 % transparente, de borde . Positiva Positiva
aeruginosa . negativo
irregular.
Colonias planas
Pseudomonas ! Bacilo Gram . .
Ay5 50 % transparentes, de borde . Positiva Positiva
spp. . negativo
irregular.
Colonias planas, de borde
Pseudomonas irregu-lar, trasltcidas, Bacilo Gram - -
Cal . 98 % 9 . . . Positiva Positiva
aeruginosa con pigmento amarillo, negativo
mixoide.
Colonias planas, de borde
Pseudomonas . o Bacilo Gram . .
Ca3 ) 98 % definido, traslucida, con . Positiva Positiva
deruginosa . . negativo
pigmento amarillo.
Pseudomonas .
fluorescens/ Colonias conve-xas Bacilo Gram
Ca5 51%/49%  traslicida con borde . Positiva Positiva
Pseudomonas negativo
\ trans-parente.
putida
Colonia pequena
Pseudomonas . Bacilo Gram . .
Cab . 98 % trasltcida opaca de borde . Positiva Positiva
putida negativo

definido.

Fuente: elaboracién propia.

Se obtuvieron dos aislados de Ayapel (Ay4 y Ay5) y cuatro de la muestra de Caucasia (Cal, Ca3, Ca5y
Cab), incluyendo Pseudomonas aeruginosa, P. putida y otras dos sin buena resolucién para definir especie (Ay5 y
Cab).

Se identifico mayor cantidad de aislamientos en la muestra de Caucasia, comparada con la de Ayapel,
asociados a Pseudomonas spp., que es el microorganismo de interés. Esta fue la que registré contaminacion
bioldgica e inorganica, de acuerdo con los parametros fisicoquimicos. Por otro lado, este resultado se relaciona
con la presencia de mercurio en la muestra del agua de Caucasia, y permite identificar de manera predictiva,
que los aislamientos obtenidos de estas aguas posiblemente tendrian mayor capacidad de tolerar mercurio, esto
asociado a una preadaptacion a dicha condicién. Para el caso de este estudio, la presencia de mercurio marca un
punto de partida para relacionar la capacidad adquirida que presente la comunidad microbiana que alli habite,
afirmaciones que también han sido trabajadas y demostradas por las investigaciones realizadas por Joshi et
al. (2021) y Crowe et al. (2017), al detectar microorganismos con capacidad de tolerar mercurio en los aguas y
océanos. Adicionalmente, Vera (2017) reporta la biorremediacién microbiana como alternativa para la remocion
de mercurio.
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3.3. Bioestimulacion de aislados de Pseudomonas spp. en soluciones de mercurio

Se tuvieron en cuenta los seis aislamientos para el ensayo de bioestimulacion, con el fin de determinar su
capacidad de crecer en presencia de Mercurio (Figura 1). Se analizaron las absorbancias obtenidas de cada
microorganismo, incluyendo el control, durante el tiempo de exposicion.

En la Figura 1 se observa el comportamiento de seis de los aislamientos de Pseudomonas spp. para
adaptarse a la concentracion de mercurio de 25 mg/L de sulfato de mercurio (HgSO,) (Cal, Ca3, Ca5, Ca6, Ay4
y Ay5). Asi mismo, se puede evidenciar que los aislamientos CA5 y CA6 presentaron mejor adaptacion al medio
con el metal, ya que su comportamiento fue similar al control, el cual no fue expuesto. Ambos aislamientos
corresponden a Pseudomonas putida, obtenidos de la muestra de Caucasia.

Comportamiento de aislamientos de Pseudomonas en
presencia de 25 mg/L de sulfato de mercurio en tres tiempos

s N

BHKCAS
AYE

AY5

T

=
=2
n
5]

1 1,5 25

Absorbancia (600 nm) m m mTiempo
Figura 1. Comportamiento de la biomasa de aislamientos de Pseudomonas spp. en
presencia de 25 mg/L de solucién de mercurio
Fuente: elaboracion propia.

3.4. Determinacion del nivel de tolerancia al mercurio

Para el ensayo en tubo, con diferentes concentraciones de solucion de sulfato de mercurio, correspondientes
a 25, 50, 75 y 100 mg/L, en los aislados Ay5, Ay4, Cal, Ca3, Ca5 y Ca6 se reportaron cambios cualitativos por
turbidez y viabilidad celular, tanto en las 24 como en las 48 horas de incubacion. Adicionalmente, se evidencid
la precipitacion de material como se muestra en la Figura 2A, desde la concentracion de 50 mg/L en adelante,
razon por la cual no se determino la absorbancia y solo se contempld la viabilidad celular en medios selectivos.
En la exposicion de 500 mg/L, el aislamiento Ay5 presentd ausencia de turbidez, lo que indica la no viabilidad
celular, a diferencia del resto de los aislamientos (ver Figura 2).
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Figura 2. Prueba en tubo para determinar tolerancia a sulfato de mercurio
Nota. (A) concentracion de 25 mg/mLy (B) 500 mg/mL. Se logra observar un precipitado tanto de biomasa como de
particulas de color en la mayoria de los aislamientos, posterior a la exposicién al metal.
Fuente: elaboracién propia.

La tolerancia de estas bacterias a mercurio puede deberse al desarrollo de sistemas de resistencia, los
cuales van a favorecer la supervivencia del microorganismo en un ambiente poco favorable (Dash; Das, 2012;
Bourdineaud et al., 2020). Uno de estos mecanismos, descrito por Marrero-Coto et al. (2010), es la presencia del
operon mer, un gen de resistencia que codifica para una serie de enzimas. Como ya se menciond anteriormente,
existe una alta posibilidad de que estos aislamientos puedan portar este gen, ya que su capacidad para tolerar
mercurio superd los 400 mg/L y para los microorganismos portadores, se reporta la capacidad de crecer en
presencia de hasta 200 mg/L (Bourdineaud et al., 2020).

La precipitacion en los ensayos, posiblemente se relaciona con uno de los mecanismos reportados para
la tolerancia microbiana a metales pesados, asociado a la capacidad mediada por el sistema de eflujo del metal,
el secuestro intracelular con proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina y precipitacion del metal con
fosfatos, carbonatos y/o sulfuros a través del mecanismo de precipitacion quimica extracelular (Beltran-Pineda;
Goémez-Rodriguez, 2016; Paul; Sinha, 2016). Los estudios citados recalcan la importancia de la presencia de
genes de resistencia implicados en la remocion de metales pesados y la invitacion a seguir evaludndolos en
procesos biorremediacion.

Por otro lado, y con el fin de minimizar los efectos del precipitado detectado en la prueba de tubo,
se realizo el ensayo de microplaca para las concentraciones de 25, 50 y 75 mg/mL de sulfato de mercurio
(concentraciones seleccionadas, que permitieron determinar biomasa celular medida por absorbancia, sin la
interferencia del precipitado en la muestra), donde los aislamientos presentaron viabilidad, y se obtuvieron
resultados de la absorbancia a las 24, 48 y 144 horas (ver Figura 3). En el analisis estadistico, se identificé una
diferencia significativa en la produccion de biomasa expuesta a diferentes concentraciones de mercurio, en las
muestras tomadas en diferentes tiempos (p < 0,05). De esta manera, el analisis de medias permiti6 identificar
que el aislado Cal, fue el que mas produjo biomasa durante 144 horas en una exposicion a 50 mg/L de solucién
de mercurio, mientras que el aislado Ay5, durante las primeras 24 horas, fue el que mas demoré en producir
biomasa, independientemente de la concentracién de mercurio a la que haya sido expuesta.

De estos resultados se podria inferir que el tiempo de exposiciéon al metal puede influir en la capacidad
para reproducirse, independientemente de la especie de Pseudomonas que se utilice, y que el aislamiento Ay5
exhibié menor capacidad tolerante a la exposicion al metal en concentraciones superiores a 75 mg/L. Si bien
en el ensayo de tubo, en la concentracion de 500 mg/L de sulfato de mercurio, se inhibi6 su crecimiento, en el
ensayo de microplaca, la exposicion a 25, 50 y 75 mg/L mostré una disminucion en la division celular durante
las primeras 24 h.
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3-A. Exposicion 25 mg/L de solucién de mercurio
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Figura 3. Comportamiento de la biomasa de aislamientos de Pseudomonas spp. en presencia de diferentes

concentraciones de solucién de mercurio, ensayo realizado en microplaca (A) 25 mg/L; (B) 50 mg/L; (C) 75 mg/L
Fuente: elaboracién propia.

214



Paternina-Mercado, Bedoya-Vélez, Ochoa-Agudelo. Comportamiento cualitativo de Pseudomonas aisladas de
aguas residuales, expuestas a mercurio

Adicionalmente, dentro de los rasgos fenotipicos registrados, se evidenci6 viabilidad celular posterior
a las 144 horas de exposicion de cada uno de los aislamientos y que en concentraciones 25 mg/L y 50 mg/L,
los aislados Ca6 y Ay4 presentaron cambios en el fenotipo, asociados a su pigmentaciéon y produccion de
fluorescencia. Solo el aislamiento Ca6 mantuvo este cambio en la exposicidn a concentraciones por encima de
los 50mg/L de sulfato de mercurio (ver Figura 4).
B. Crecimiento de Pseudomonas con

A. Crecimiento de Pseudomonas sin exposicién a diferentes concentraciones de
exposicion a solucién de mercurio soluciones de mercurio

25mg/|

25rmg/l 50mg/l

50mg/I

75mg/|

Figura 4. Muestra viabilidad de los cultivos de Pseudomonas spp. expuestos a diferentes concentraciones de una
solucion de sulfato de mercuriomientosmientos
Nota. 4-A. Aislamientos de Pseudomonas spp. sin exposicion a sulfato de mercurio; 4-B. Seis aislamientos de
Pseudomonas spp. expuestos a diferentes concentraciones sulfato de mercurio (por duplicado): 25,50y 75 mg/L, y la
produccién de fluorescencia de algunos aislados; 4-C. Distribucién grafica de la siembra de los aislados expuestos a
diferentes concentraciones de sulfato de mercurio, para determinar su viabilidad y cambios fenotipicos.
Fuente: elaboracion propia.

Otro de los mecanismos expuestos por los aislados, que permite inferir lo que el microrganismo expresé
ensu fenotipo al ser expuesto a altas concentraciones de mercurio, fue la produccion de pigmento, fluorescencia y
exopolisacaridos. Estas condiciones pueden estar relacionadas con la produccion de metabolitos. En condiciones
de estrés, microorganismos como Pseudomonas tienen la capacidad de modular como mecanismos de defensa
(Ugurlu et al., 2016). Algunos de estos han sido descritos por Chien et al. (2013) y Kalpana et al. (2018), quienes
manifiestan que la produccién de estos exopolisacaridos (EPS) confieren la capacidad de proteccién celular en
ambientes hostiles, y que al secuestrar el metal en la superficie celular, retrasa el efecto toxico del metal sobre la
célula. Por otro lado, se encuentra la expresiéon de pigmentos para aislamientos de Pseudomonas, relacionados
con pioverdinas, piocininas, entre otros, caracterizados como sidero6foros por algunos autores (Visca et al., 2007;
El-Fouly et al., 2014), quienes en sus estudios manifiestan que estos compuestos estan directamente asociados
con la capacidad de respuesta de estos microorganismos para modular algunas de sus funciones biolégicas.

La produccién de pioverdina se asocia a la produccion de biofilm y produccion de EPS y agregacion
celular, como ya se menciono, lo que expresa condiciones de proteccion celular (Visca et al., 2007). La piocianina
se relaciona principalmente con la capacidad de producir especies reactivas de oxigeno, lo que hace a este
mecanismo atractivo para que este microorganismo acttie como biosensor al reaccionar como intercambiador
idnico en ambientes con compuestos organicos (El-Fouly et al., 2014).

4, Conclusiones

Laidentificacion de especies del género Pseudomonas, en aguas residuales aledafias a zonas de explotacién minera,
denota una condicién favorecida del nicho que permitié el reconocimiento de microorganismos con capacidad
de sobrevivir en aguas contaminadas con mercurio. Adicionalmente, la exposicién a diferentes concentraciones
del metal evidencié un comportamiento de los microorganismos, asociado a que bajo condiciones de estrés,
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algunos como Pseudomonas tienen la capacidad de modular la expresion fenotipica mediante mecanismos
de defensa, especialmente asociado a la apariciéon de precipitados en el medio, produccién de pigmentos,
fluorescencia y exopolisacaridos, que en algunas especies, principalmente en P. putida, permitieron tolerar
mayor cantidad de metal en el medio de cultivo.

De esta manera, este estudio permite identificar nichos ecolégicos con alto potencial de aislar
microorganismos con capacidad de tolerar altas concentraciones de mercurio. De esta manera, se propone
que estos aislamientos puedan ser explorados en estudios posteriores desde su caracterizacion genética, hasta
identificar el o los mecanismos de interaccion del microorganismo con el metal, con la intencién de proponer
alternativas para el control del mercurio en aguas residuales o en lixiviados derivados de la actividad minera, y
que antes de vertidos a las aguas, se logre minimizar la propagacion de dicho contaminante y se manifieste un
impacto ambiental positivo.
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