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Resumen

Estudio de la bioprecipitacién de cadmio por bacterias ureoliticas aisladas de
fincas cacaoteras de Santander, Colombia

El cadmio (Cd) es un metal pesado toxico que causa problemas graves a la salud y esta
presente en suelos con importancia de agricultura en Colombia, como aquellos usados
para el cultivo de cacao. Este metal, en su forma catiénica, puede ser tomado por la planta
de cacao y bioacumulado en sus érganos. De esta forma, el Cd puede llegar a los humanos
por medio del consumo de productos basados en cacao. Debido a este problema, en 2019
la Unidn Europea adiciond algunos alimentos en base de cacao (egj.: chocolate, cocoa) al
reglamento 1881 de 2006 que regula la cantidad de Cd en alimentos, lo cual implica una
problematica para los cultivadores y exportadores de cacao del pais, particularmente de
Santander al tener algunos suelos con presencia de Cd y ser el mayor productor a nivel
nacional. Recientemente, se ha propuesto el uso de bacterias ureoliticas por el método de
precipitacién de carbonatos inducida por microorganismos (MICP, por sus siglas en inglés
Microbiologically Induced Carbonate Precipitation) como medida para mitigar la
disponibilidad de Cd(ll) en suelos contaminados. Asi, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la capacidad para bioprecipitar Cd de una seleccion de bacterias ureoliticas
resistentes al metal, aisladas de fincas cacaoteras de EI Carmen de Chucuri, Santander.
Tres bacterias ureoliticas Gram negativas resistentes a Cd, Serratia sp. 4.1a, Serratia sp.
5b y Acinetobacter sp. 6a, fueron seleccionadas basado en su actividad ureasa, formacién
de precipitados y crecimiento en medios de cultivo con Cd. Estas bacterias exhibieron
bajas actividades ureasa (3,09; 1,34 y 0,31 umol NH4s* mL? h, respectivamente), pero
tuvieron la capacidad de elevar el pH a valores cercanos a 9.0 y de producir precipitados.
Se probé que el Cd(ll) afecta el crecimiento de las bacterias seleccionados; sin embargo,
su actividad ureasa no fue influenciada negativamente. Por otro lado, la presencia de 250
MM Ni(ll) en el medio de cultivo aumenté significativamente la actividad ureasa de
Acinetobacter sp. 6a, mientras que no hubo un efecto considerable para las dos bacterias
Serratia. El crecimiento de Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b se inhibié6 desde 4 mM de
Cd(ll) en el medio de cultivo, en tanto Acinetobacter sp. 6a present6 inhibicion a 1 mM de
Cd(ll), por lo que se concluye que las tres bacterias pueden vivir en concentraciones mas

altas que aquellas encontradas en los suelos a tratar. Con respecto a la eficacia de
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remocién, para una concentracion inicial de 0,05 mM de Cd(ll) en medio liquido, se
encontraron porcentajes maximos de remocion de 99,70%, 99,62% y 91,23% para Serratia
sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, respectivamente, mientras que para 0,15
mM de Cd(ll) inicial, las remociones fueron de 99,30%, 99,57% y 98,87%, respectivamente.
Los precipitados producidos por las bacterias Serratia durante el proceso de remocién de
Cd, fueron identificados como calcita por DRX, encontrando también por EDX que parte
del Cd se inmovilizé en esta matriz. Por Ultimo, se determiné la presencia de un gen de
resistencia a Cd, parte del operén czc, en Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a. Se pudo
observar que la presencia del metal no tuvo un efecto significativo sobre su expresién, pero
la presencia de urea si. Considerando toda la informacion anterior, este trabajo evidencia
el potencial uso de las tres bacterias seleccionadas para aplicaciones en tratamientos de
muestras ambientales contaminadas con Cd. Ademas, es de los pocos reportes de uso de
bacterias del género Serratia para remediar Cd, y aparentemente el primero en reportar la

expresion diferencial de un gen de resistencia a Cd por accion de la urea.

Palabras clave: MICP; actividad ureasa; cadmio; biorremediacién; cacao; Serratia;
Acinetobacter.

Abstract

Study of cadmium bioprecipitation by ureolytic bacteria isolated from cocoa farms

in Santander, Colombia

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal that causes serious health problems and is present
in agriculturally important soils in Colombia, such as those used for cocoa production. This
metal, in its cationic form, can be taken up by the cocoa plant and bioaccumulated in its
organs. In this way, Cd can reach humans through the consumption of cocoa-based
products. Due to this problem, in 2019 the European Union added some cocoa-based foods
(e.g., chocolate, cocoa) to regulation 1881 of 2006 that controls the amount of Cd in food,
which implies a problem for cocoa growers and exporters in the country, particularly in
Santander as it has presence of Cd in some soils, and it is the largest producer at national
level. Recently, the use of ureolytic bacteria by the Microbiologically Induced Carbonate

Precipitation (MICP) method has been proposed as a measure to mitigate the availability
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of Cd(Il) in contaminated soils. Thus, the objective of the present work was to evaluate the
capacity to bioprecipitate Cd of a selection of ureolytic bacteria resistant to the metal,
isolated from cocoa farms in El Carmen de Chucuri, Santander. Three Gram negative
ureolytic — Cd resistant bacteria, Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b and Acinetobacter sp.
6a, were selected based on their urease activity, precipitates formation and growth in
culture media containing Cd. These bacteria exhibited low urease activities (3.09, 1.34 and
0.31 ymol NHs* mLt h1, respectively), but had the ability to raise pH to values close to 9.0
and to produce precipitates. Cd(ll) was proven to affect the growth of selected bacteria;
however, their urease activity was not negatively influenced. On the other hand, the
presence of 250 uM Ni(ll) in the culture medium significantly increased the urease activity
of Acinetobacter sp. 6a, while there was no considerable effect for the two Serratia bacteria.
The growth of Serratia sp. 4.1a and Serratia sp. 5b was inhibited at 4mM Cd(ll) in the culture
medium, while Acinetobacter sp. 6a was inhibited at 1 mM Cd(ll), thus concluding that the
three bacteria can live at higher concentrations than those found in the soils to be treated.
Regarding removal efficiency, for an initial concentration of 0.05 mM Cd(ll) in liquid medium,
maximum removal percentages of 99.70%, 99.62% and 91.23% were determined for
Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, respectively; while for 0.15 mM
initial Cd(ll), removals were 99.30%, 99.57% and 98.87%, respectively. The precipitates
produced by the Serratia bacteria during the Cd removal process were identified as calcite
by XRD, also finding by EDX analysis that part of the Cd was immobilized in this matrix.
Finally, the presence of a Cd resistance gene, part of the czc operon, was determined in
Serratia sp. 5b and Acinetobacter sp. 6a. It was observed that presence of the metal did
not have a significant effect on its expression, but the presence of urea did. Considering all
the above information, this work evidences the potential use of the three selected bacteria
for applications in the treatment of Cd-contaminated environmental samples. In addition, it
is one of the few works reporting the use of bacteria belonging to the genus Serratia for Cd
remediation, and apparently the first to report the differential expression of a Cd resistance

gene due to presence of urea.

Keywords: MICP; urease activity; cadmium; bioremediation; cocoa; Serratia;

Acinetobacter.
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1. Introduccion

1.1 Marco teérico

1.1.1 Caracteristicas del cadmio

El Cd(ll) es un catibn metalico sumamente téxico a concentraciones bajas, que se puede
acumular rapidamente en el higado y riidn humano a través de los alimentos
contaminados (por ejemplo, chocolate), lo que produce enfermedades asociadas al
higado, los huesos, entre otras (Zhao et al., 2016). El mecanismo de toxicidad del Cd(ll)
es complejo, pero esencialmente altera la maquinaria de deteccién de metales de la célula,
lo que hace que no funcione correctamente y se bombeen los iones metalicos incorrectos,
por lo que los iones esenciales (Ca?*, Na*, K*) no se transportaran eficientemente (Das &
Dash, 2017). Generalmente, este ion metélico posee un niumero de coordinacion de 6 y se
puede encontrar formando complejos octaédricos en minerales de ocurrencia natural (Das
& Dash, 2017). Por otro lado, este metal es introducido al ambiente por actividades
antropogénicas como la fundicién de zinc, incineracion de residuos electrénicos, uso de
combustibles, produccion de petroleo y uso de fertilizantes en la agricultura (Das & Dash,
2017; Sharma et al., 2018; Zheng et al., 2021). EI Cd se puede encontrar en forma
biodisponible o en forma no reactiva segun las condiciones fisicoquimicas y bioldgicas del
suelo, tales como capacidad de intercambio cationico (CEC), pH, contenido de materia
organica, diversidad de microorganismos presentes, entre otras. La CEC es la capacidad
total de un suelo para retener cationes intercambiables; una CEC alta implica una alta
capacidad de la superficie de las particulas en el suelo para retener e inmovilizar cationes
como el Cd(ll) (Meter et al., 2019). El pH es uno de los pardmetros mas importantes que
influencian la biodisponibilidad del metal, ya que al aumentar el pH también aumenta la
CEC, por lo que los iones Cd(ll) van a estar fuertemente unidos a las particulas de suelo y
no va a estar disponible para ser tomado por organismos vivos (Adriano, 2001; Meter et
al., 2019). El contenido de materia organica del suelo afecta la biodisponibilidad del Cd(ll)
debido a que tiene una alta CEC, a la presencia de grupos quelantes con potencial de
inmovilizacion de iones, y puede modificar otras propiedades del suelo como el pH
(Adriano, 2001; Meter et al., 2019).
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Algunas plantas, como el cacao (Theobroma cacao L.) y el arroz (Oryza sativa L.), pueden
bioacumular el Cd(ll) cuando lo toman de suelos contaminados (Lin et al., 2016; Meter et
al., 2019). La toma de Cd(ll) por parte de las plantas acumuladoras se da por procesos de
transporte especificos o inespecificos que usa la planta para tomar micro y macro
nutrientes del suelo. Después de tomar el metal por las raices, éste viaja por el xilema
hasta las hojas, donde se transporta activamente hacia el floema que lo lleva hacia los
frutos, o directamente pasa del xilema a los frutos (Meter et al., 2019). Regularmente, la
concentracion de Cd(ll) es mayor en las hojas, seguido por el pericarpio (ciscara) y los
granos, debido al transporte primario por el xilema hacia las hojas. Se han identificado
varias familias de genes de transportadores de membrana que estan involucrados en la
toma y transporte del Cd(ll) en las plantas; entre estos se incluyen las ATPasas de metales
pesados (HMA), las que codifican para proteinas tipo ZRT/IRT (ZIP), y las que producen
proteinas naturales de macréfagos asociadas a resistencia (NRAMP) (Guo et al., 2016;
Meter et al., 2019). Estas familias de genes son altamente conservadas en plantas y

parecen tener homélogos en el genoma del cacao (Meter et al., 2019).

1.1.2 Problemaéatica del cadmio con relacion al cacao

El cultivo de cacao en Colombia es una actividad importante para el sector agropecuario
del pais, presentando una tendencia al incremento en la produccién, un aumento en las
exportaciones y una disminucién en las importaciones desde 2011 hasta el 2021
(Federacion Nacional de Cacaoteros [FEDECACAO], 2021). La produccién y area
sembrada/cosechada de cacao en Colombia se encuentran actualmente en la quinta
posicion de los cultivos agroindustriales (Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica [DANE], 2020) precedido por los cultivos en los que se basa la economia del
pais, como el café, la palma de aceite y la cafia de azlcar. Segun las estadisticas de la
Federaciéon Nacional de Cacaoteros (2021), el departamento con mayor produccién de
cacao en el pais es Santander, donde el municipio de El Carmen de Chucuri es de gran
impacto en este rubro. Actualmente, los paises europeos consumen cerca del 50% del
cacao a nivel mundial, pero no lo producen en su territorio (European Commission, 2019),
por lo que Europa se convierte en un lugar potencial para la exportacion de productos del
cultivo. En 2019 la Unién Europea adicion6 algunos alimentos en base de cacao (ej.:
chocolate, cocoa) al reglamento 1881 de 2006 que regula la cantidad de cadmio en
alimentos (European Commission, 2019), estableciendo los siguientes niveles maximos

del metal en productos de cacao: limite de 0,10 mg kg para productos con 30% o menor
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cantidad de cacao, limite de 0,30 mg kg™ para productos entre 30% y 50% de cacao, limite
de 0,80 mg kg para productos con mas de 50% de cacao, y 0,60 mg kg™ para cocoa. En
los dltimos afios se han detectado niveles altos de Cd(ll) en suelos de Santander y granos
de cacao obtenidos de esta zona (Bravo et al., 2021), por lo que la acumulacién del metal
toxico en los frutos de cacao es una realidad para los productores del pais. Lo anterior se
ha vuelto una gran problematica para muchos cultivadores de cacao en Colombia que
exportan sus productos, y para la economia del pais en general. Por ello, se hace
imperativo buscar opciones para remediar el problema del Cd en suelos cacaoteros y

productos derivados.

1.1.3 Remediacion de metales pesados en el ambiente

Existen diferentes métodos para la remediacion de metales toxicos, y se pueden clasificar
en tres grupos: fisicos, quimicos y biolégicos (Tabla 1-1). Cada método tiene sus ventajas
y desventajas, pero los métodos biolégicos son los que han mostrado resultados mas

atractivos, siendo mas econémicos, eco amigables y sencillos de usar.

Tabla 1-1: Comparacion de algunas caracteristicas de los métodos para la remediacion de

metales toxicos en el ambiente. Adaptado de Sharma et al. (2018) y Khalid et al. (2017).

Caracteristica Fisicos*  Quimicos*  Biol6gicos*
Efectividad v v v
Facilidad de aplicacion X v v
Eco amigable X X v
Viable econémicamente X X v
Sin contaminacion secundaria v X v
No requiere procesamiento adicional X X v
Aplicacion en sitios altamente contaminados v v X

*El simbolo v hace referencia a que los métodos cumplen la caracteristica indicada,
mientras que X denota que el método no cumple la caracteristica 0 no la cumple tan bien
comparado con los otros dos métodos.

Los métodos fisicos pueden llegar a remover practicamente cualquier contaminante
presente en el medio ambiente, pero son costosos y requieren procesamiento adicional.

Entre estos se encuentran el tratamiento por temperatura (Yao et al., 2012), la
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electrorremediacion (Khalid et al., 2017; Sharma et al., 2018), el reemplazo de suelo (Yao
etal., 2012), y la vitrificacion (Sharma et al., 2018). Los métodos quimicos son mas usados
por su alta eficiencia y facilidad para remover los metales toxicos, pero, al igual que los
métodos fisicos, requieren procesamiento adicional y no son amigables con el ambiente.
Entre estos estan la precipitacion quimica (Sharma et al.,, 2018), el uso de
intercambiadores idnicos (Sharma et al., 2018), la lixiviacion quimica (Khalid et al., 2017;
Yao et al., 2012), y la fijacion quimica (Sharma et al., 2018; Yao et al., 2012). Por altimo,
estan los métodos bioldgicos que son las opciones que presentan mayores ventajas, ya
gue se pueden reestablecer las condiciones naturales del suelo sin afectar
considerablemente la microbiota alli presente, y son técnicas mas sencillas de usar y
econdmicas. La principal desventaja de estos métodos es que su uso estd limitado segun
la concentracion del metal contaminante y la resistencia que muestre el organismo frente
a la presencia del metal; ademas, como se trabaja con organismos vivos, su eficiencia esta
condicionada por diferentes factores como temperatura, humedad, concentracién de

oxigeno y pH.

Los métodos bioldgicos de remediacién, o biorremediacion, se pueden clasificar por el tipo
de organismo que se usa: remediacion animal, fitorremediacion y remediacién microbiana
(Sharma et al., 2018; Yao et al., 2012) o por el mecanismo involucrado en la remediacion
(Das & Dash, 2017): biotransformacién, donde el contaminante se transforma en un
compuesto inofensivo o0 menos téxico; biosorcion, en la cual se dan procesos de adsorcion
de cationes toxicos sobre la pared celular de microorganismos; y la bioacumulacién del
contaminante dentro del organismo remediador. Lo ideal en esta clase de técnicas es usar
organismos endogenos del ambiente que se va a tratar, para alterar lo mas minimo las
interacciones complejas de la biota natural del lugar, aunque también se ha reportado el
uso de microorganismos modificados genéticamente y plantas transgénicas para mejorar
su capacidad biorremediadora (Das & Dash, 2017; Sharma et al., 2018). La remediacion
animal y la fitorremediacion tienen grandes desventajas con respecto a la remediacion
microbiana, incluyendo las limitaciones de condiciones de crecimiento de los organismos
y los largos tiempos por cada ciclo de remediacion (Zhao et al., 2016). Los procesos de
remediacion microbiana se pueden llevar a cabo in situ 0 ex situ, siendo el primero mas
recomendable que el segundo. La biorremediacién in situ consiste en eliminar el
contaminante directamente en el sitio problema o inmovilizarlo, en el caso de los metales

toxicos, para disminuir su biodisponibilidad; mientras que la biorremediacion ex situ se lleva
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a cabo removiendo el suelo o bombeando el agua contaminada para aplicar la enmienda
fuera del lugar (Das & Dash, 2017). La técnica in situ se puede realizar de dos formas (Das
& Dash, 2017): i) se estimula el crecimiento de la poblacion de microorganismos
remediadores, mediante la introduccion de nutrientes para aumentar su actividad
metabdlica (bioestimulacién), o ii) se introducen ciertos microrganismos, ya sean
enddégenos 0 manipulados genéticamente, al medio contaminado para que realicen la

actividad remediadora (bioaumentacion).

1.1.4 Biorremediacién de metales pesados usando bacterias

Entre los microorganismos mas usados en biorremediacion estan las bacterias, ya que son
altamente adaptables, poseen elementos extracromosomales (como los plasmidos) que
pueden presentar genes que codifican para la resistencia a los metales pesados, se puede
dar transferencia horizontal de esos genes, tienen un tiempo de generacién corto, y son
pequefas y faciles de manejar (Das & Dash, 2017). Las bacterias que viven en sitios
contaminados con metales toxicos han desarrollado mecanismos de proteccién contra
estos contaminantes (Figura 1-1), de los cuales los transportadores de metales pesados y
los fijadores de metales son los mas importantes (Abbas et al., 2017; Jain & Bhatt, 2014,
Naz et al., 2005). Estos mecanismos se pueden clasificar en pasivos o activos. Entre los
mecanismos pasivos estan la unién a la pared celular (biosorcion y complejacion con
grupos funcionales presentes en la pared) y la complejacion extracelular (produccion de
sustancias poliméricas extracelulares y sideroforos) (Abbas et al.,, 2017). Entre los
mecanismos activos estan la bioprecipitacion y biorreduccién por accién enzimatica, la
bioacumulacion intracelular, la expulsion del metal (eflujo) por proteinas de membrana, la
produccion de metalotioneinas, que son proteinas ricas en cisteina para inmovilizar los
cationes metalicos dentro de la célula, entre otras (Abbas et al., 2017; Das & Dash, 2017).
Con respecto al Cd, los genes u operones mas comunes gue confieren resistencia a las
bacterias son el operdn cad, que es comun en Gram positivas y codifica para una ATPasa
tipo P de eflujo de Cd?* (Das & Dash, 2017; Jain & Bhatt, 2013; Naz et al., 2005; Nongkhlaw
& Joshi; 2019; Oger et al., 2003); el operdn czc, comldn en Gram negativas y que codifica
para una bomba de eflujo de Co/Zn/Cd (Das & Dash, 2017; Jain & Bhatt, 2013; Karelova
et al.,, 2011; Kumar et al., 2019; Nongkhlaw & Joshi; 2019; Roosa et al., 2014); el gen
smtAB, que codifica para las metalotioneinas (Khan et al., 2015; Khan et al., 2016; Naz et
al., 2005); el gen zntA, que codifica para una ATPasa que transporta Pb, Cd, Zny Hg (Khan
et al., 2017; Vidhyaparkavi et al., 2017); y el gen nccA, que codifica para una proteina de
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eflujo de Ni/Co/Cd perteneciente a la familia RND (Kamika & Momba, 2013; Karelova et
al.,, 2011; Roosa et al., 2014). Ademas, la asociacion entre resistencia multiple a los
antibioticos y la resistencia al Cd en bacterias se ha documentado ampliamente en los
ultimos afios (Abbas et al., 2017; Nguyen et al., 2019). También, es importante notar que
la expresion de estos genes puede depender de la presencia de Cd y darse de forma
diferencial como respuesta frente al estrés del metal (Huang et al., 2022), como fue
determinado por Chi et al. (2020), en cuyo trabajo se reportan cambios en la expresién de
algunos genes relacionados con la resistencia a Cd en Bacillus, en presencia y ausencia

del metal.

Todos estos mecanismos, que la bacteria usa para defenderse del estrés de los metales
téxicos, estan siendo y han sido estudiados para proponer métodos de biorremediacion
efectivos y amigables con el medio ambiente, tomando provecho de la defensa natural que
estos microorganismos han desarrollado. Ejemplos de uso de bacterias para
biorremediacion de metales se pueden encontrar en los numerosos Reviews que se han
publicado en los ultimos afios sobre el tema (por ejemplo, para Cd: Chellaiah, 2018; Jebril
et al., 2021; Sharma et al., 2018; Sreedevi et al., 2022). En este tipo de estudios, es
importante determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los organismos
candidatos y conocer la concentracion promedio del metal en la zona a remediar, ya que
la resistencia de los microorganismos frente a los metales toxicos es variable (Gonzalez &
Ghneim-Herrera, 2021) y depende de distintos factores. Cabe aclarar que en el presente
trabajo se hace uso del término “resistencia” para referirse a la habilidad de los
microorganismos para crecer y desarrollarse en presencia de metales téxicos. Algunos
autores hacen uso del término “tolerancia” para describir el mismo comportamiento, y
suelen usarse ambos términos indiscriminadamente en el contexto de biorremediacion de
metales toxicos. Bravo et al. (2018) consideran que se debe tener una caracterizacion
fisiologica y metabdlica de los microorganismos, para poder usar ambos términos
correctamente. Una aproximacion interesante es el uso de las definiciones de ambos
términos en el ambito de los antibidticos, ya que se discriminan claramente y hacen
referencia a dos procesos diferentes. Para Brauner et al. (2016), el término “resistencia”
se usa para describir la capacidad heredada de los microorganismos para crecer a altas
concentraciones de un antibiético, independiente de la duracion del tratamiento; mientras
que “tolerancia” se usa para describir la habilidad, heredada o no, de los microorganismos

para sobrevivir a una exposicion transitoria a altas concentraciones de un antibiético sin un
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cambio en la CMI. Asi, las dos definiciones pueden ser extrapoladas al contexto de los

metales toxicos para tener una discriminacion precisa entre ambas palabras.

@ Catidén metalico Bioprecipitacion
O Enzimas Eflujo del @ 'oma del HPOF + @ —> MHPO,

metal metal )
CO3+ @ — MCO;4
HQS + . —> MS + H2

Metalotioneinas

Biosorcion
Metal
reducidol

Biorreduccion

Sustancias poliméricas
extracelulares (EPS)

Figura 1-1: Interacciones mas relevantes entre bacterias y metales toxicos. El 6valo de

color gris representa al microorganismo. Adaptado de Das & Dash (2017).

1.2 Estado del arte

Una de las técnicas de biorremediacion de metales téxicos que se esta estudiando
actualmente es la precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP, por
sus siglas en inglés de Microbiologically Induced Carbonate Precipitation) por la ruta
ureolitica. Este tipo de remediacion usa bacterias ureasa-positivas para degradar
enzimaticamente la urea, lo que conlleva a un aumento del pH que puede promover la
formacion de carbonatos de cationes divalentes. Los carbonatos de metales toxicos suelen
tener constantes de solubilidad (kps) bajas, del orden de 1x10° (Skoog et al., 2014), por lo
gue el metal téxico puede ser inmovilizado por medio de un proceso de MICP. El
mecanismo del proceso MICP por la ruta ureolitica (Figura 1-2) se puede resumir como
(Bhattacharya et al., 2018; Tamayo-Figueroa et al., 2019): i) la hidrolisis enzimatica de la
urea por parte de la ureasa, que conlleva a la produccién de amoniaco y &cido carboénico;
ii) el amoniaco en agua entra en equilibrio formando ion amonio e hidroxilo; iii) la
produccion de hidroxilo aumenta el pH, lo que a su vez permite que el acido carbdnico

producido desplace su equilibrio en agua hacia la produccién de iones bicarbonato y
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carbonato; y iv) el ion carbonato reacciona con metales divalentes en el medio para

precipitar carbonato del metal insoluble.

. o) o
)J\ + H,0 Ureasa + NHy
HaN NH2 HoN OH
1) Hidrolisis
enzimatica de urea o) o
)L *HO _ _ NH, + )}\
(PN oA HO~ “OH
2) Equilibrio del + —
amoniaco en agua NHz  + H0 NH, + OH
3) Equilibrio del acido pK,=6,10 - + PKs=10,25 - +
carbonico en agua H,COs5 HCO; + H CO; + H

4) Precipitacion del
carbonato metalico

CO; + M?* — = MCOs)
Figura 1-2: Reacciones involucradas en el proceso MICP ureolitico. M?* hace referencia
a un metal divalente. Los valores de pKase obtuvieron de Skoog et al. (2014). Adaptado

de Tamayo-Figueroa et al. (2019).

Recientemente se ha reportado una gran cantidad de usos de MICP para remediar
diferentes metales en muestras ambientales (Tamayo-Figueroa et al., 2019). Para Cd(ll)
particularmente se ha usado como una herramienta promisoria para el tratamiento de
suelos de cultivos contaminados con el metal. Zhao et al. (2019) aislaron cuatro cepas
bacterianas con alta actividad ureasa (~40 U mL™) que permitieron remover entre 70-80 %
de Cd(Il) como CdCOs3, después de 120 h en un experimento a escala de laboratorio. Por
otra parte, Khadim et al. (2019) obtuvieron seis cepas bacterianas ureasa positivas
resistentes a Cd(ll) y Nil(ll), las cuales pudieron remover altas cantidades de Cd(ll) (96 %)
y de niquel(ll) (89 %) durante 48h de incubacién en un medio con una concentracion inicial
de 500 mg L de los cationes metalicos. Ademas, se pudo demostrar que la coprecipitacion
de los metales con calcita aumenta el porcentaje de remocion al proveer una nueva fuente
de adsorcion para los metales (la calcita funciona como sorbente en el proceso). Los

beneficios de la coprecipitacion de Cd(ll) con calcita también fueron estudiados por
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Bhattacharya et al. (2018), donde las bacterias ureoliticas Serratia marcescens NCIM 2919
y Enterobacter cloacae EMB19, en un medio con 20 g L™ de urea, 5 mg L de Cd(ll) y 2,7
g L* de CacCl,, presentaron un porcentaje de remocién de Cd(Il) cercano a 96 % para la
primera bacteria y 98 % para la segunda. Adicionalmente, los autores muestran un gran
decaimiento en el porcentaje de remocién cuando realizan los experimentos en ausencia
del ion calcio. Otro trabajo sobresaliente es el de Kumari et al. (2014), donde reportan el
uso de la coprecipitacion junto con la precipitacion de CdCOs; usando la bacteria

Exiguobacterium undae a baja temperatura (10 °C).

Zhao et al. (2016) compararon el poder de remocién de Cd(ll) por MICP y por biosorcion
bajo diferentes condiciones, usando una cepa aislada de suelos de minas. Ellos
encontraron que con el proceso de MICP, a partir de una concentracién inicial de Cd(ll) de
10 mg L? y apenas 3 h de incubacion, se obtiene 11 % mas eficiencia de remocién que
con la biosorcion. Lin et al. (2016) también compararon la remocién por MICP con bacterias
vivas y por biosorcién con las bacterias muertas. Nuevamente, se encontré6 que las
bacterias vivas proporcionan mejor eficiencia de remocion al llevar a cabo el proceso
enzimatico de la ureasa. Mas aun, este estudio es uno de los pocos donde se hicieron
experimentos con plantas, en este caso de arroz (Oryza sativa L.), sembradas en materas,
a escala de laboratorio, para probar el potencial uso de las bacterias ureoliticas en pruebas
de campo. Efectivamente, el uso de la bacteria ureolitica Pseudomonas aeruginosa
disminuy6 significativamente la acumulacién de Cd(ll) en granos de arroz, lo que indica, a
nivel general, que este tipo de biorremediacién tiene un gran potencial para disminuir la

biodisponibilidad del Cd(ll) y asi ser usado en cultivos contaminados con este metal toxico.

1.3 Justificacion y planteamiento del problema

El uso de bacterias ureoliticas para inducir la precipitacion de carbonatos de metales
toxicos es un tema relativamente nuevo, que se ha fortalecido con varios reportes desde
alrededor del afio 2016. La tecnologia MICP se ha usado principalmente en investigaciones
de biocementacion (Mondal & Ghosh, 2019). En el grupo de investigacion GERMINA (al
cual pertenezco) del Departamento de Quimica, de la Universidad Nacional de Colombia,
se estan usando bacterias ureoliticas aisladas de materiales base cemento colombianos
para ser aplicadas en procesos de biocementacion y asi reparar grietas de una forma

economica, sencilla de emplear y eco-amigable. De estas investigaciones en el grupo
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GERMINA, se resalta el trabajo de Montafio-Salazar et al. (2018) donde se reporta el
aislamiento de bacterias ureoliticas de diferentes muestras de concreto y mortero de
edificios del campus de la Universidad Nacional de Colombia, que mostraron un buen

potencial en pruebas a nivel de laboratorio para ser usadas en biocementacion.

Con la actual problemética de altos niveles de Cd(ll) en suelos de fincas cacaoteras en
Colombia, se hace necesario proponer alternativas para aliviar la situacion. El presente
trabajo de maestria se presenta como las primeras incursiones del grupo GERMINA en
remediacion de metales toxicos utilizando la biotecnologia MICP, con el objetivo de ampliar
el conocimiento de este tema en Colombia y proponer el uso de estas bacterias para mitigar
la problematica. Actualmente en el grupo se estan realizando otras investigaciones
relacionadas con el tema, que van de la mano con la presente tesis de maestria. Este
trabajo se justifica en los diferentes reportes a nivel mundial del uso de MICP para remediar
el metal (ver seccidon 1.2 Estado del arte); en los datos de alta concentracion de Cd(ll) en
algunos de los suelos de las fincas cacaoteras de EI Carmen de Chucuri (datos no
mostrados), donde actualmente el grupo GERMINA tiene una colaboracion con una
asociacion de cultivadores de cacao de El Carmen de Chucuri, la Asociaciéon de
campesinos vecinos del Parque Natural Nacional Serrania de los Yariguies
(ASOCAPAYARI); por la preocupaciéon que han expresado muchos de los productores de
cacao del municipio; y por la incipiente investigacién en Colombia del tema en especifico

(aplicacién de la MICP para mitigar metales téxicos).

A partir de la problematica del Cd(ll) en suelos de algunas fincas cacaoteras del pais, la
regulacién impuesta por la Unién Europea y el uso documentado de microorganismos para
mitigar la presencia de metales biodisponibles en suelos, se propuso la siguiente pregunta

de investigacion:

¢Es viable el uso de bacterias ureoliticas resistentes a Cd(ll), recuperadas de suelos

cacaoteros de Colombia, para bioprecipitar Cd(ll)?



Objetivos

General

Evaluar la capacidad para bioprecipitar cadmio de una seleccion de bacterias ureoliticas
resistentes al metal, aisladas de fincas cacaoteras de El Carmen de Chucuri, Santander.

Especificos

1) Seleccionar un grupo de bacterias ureoliticas resistentes a cadmio(ll) con
caracteristicas adecuadas para aplicar en ensayos de resistencia e inmovilizacion
del metal.

2) Estudiar el efecto de cadmio(ll) sobre el crecimiento de las bacterias seleccionadas.

3) Determinar la eficiencia de remocion de cadmio(ll) por bioprecipitacion de
carbonatos, usando las bacterias seleccionadas.

4) Analizar la expresion diferencial de genes de resistencia a cadmio de las bacterias

seleccionadas en presencia y ausencia del metal.



2. Caracterizacion y seleccion de bacterias
ureoliticas resistentes a Cd aisladas de
fincas cacaoteras de Santander, Colombia

2.1 Introduccidn

La presencia de metales pesados en el agua y el suelo se ha convertido en un grave
problema ambiental en los dltimos afios. Las actividades humanas e industriales han
aumentado drasticamente las concentraciones de estos metales en el medio ambiente
(Bhattacharya et al., 2018; Khadim et al., 2019), lo que trae riesgos para los organismos
acuaticos y del suelo, la produccion de cultivos agricolas y la salud humana (Lin et al.,
2016; Zhao et al., 2016). El Cd es un metal pesado altamente téxico que se encuentra de
forma natural en todo el planeta (Das & Dash, 2017; Zheng et al., 2021) pero que aumenta
su presencia en suelos debido al uso excesivo de fertilizantes fosfatados (Das & Dash,
2017; Lin et al., 2016), la dispersion de lodos residuales (Lin et al., 2016), deposicién
atmosférica (Das & Dash, 2017) y actividades industriales (Das & Dash, 2017; Sharma et
al., 2018; Zheng et al., 2021), tales como mineria, procesamiento de cuero, fundicion de

metales y produccion de fertilizantes quimicos.

La movilidad del Cd en el suelo es alta en comparacién con otros metales pesados (Das &
Dash, 2017) y depende directamente de varios factores como el pH, la capacidad de
intercambio catiénico (CEC), el contenido de materia organica, la diversidad de
microorganismos en el suelo, entre otros (Meter et al., 2019; Zheng et al., 2021). El catién
divalente, Cd(ll), es la especie de Cd movil y soluble en agua (Zheng et al., 2021), lo que
favorece su movimiento en condiciones acidas. Dada la alta movilidad del metal, puede
ser facilmente captado y bioacumulado por algunas plantas de interés agronémico, por
ejemplo, el cacao (Theobroma cacao L.) (Meter et al., 2019) y el arroz (Oryza sativa L.)
(Lin et al., 2016; Meter et al., 2019), llegando facilmente a los humanos u otros animales a
través de la cadena alimenticia. La exposicion o el consumo de Cd, incluso en
concentraciones muy bajas (0,001-0,1 mg L?) (Lin et al., 2016), conlleva a muchos efectos
negativos en la salud humana y animal, entre los que se encuentran mutaciones,
alteraciones endocrinas, dafios pulmonares, alteraciones en la regulacion del Ca(ll),
enfermedades cardiovasculares, varios tipos de cancer, entre otras enfermedades (Das &
Dash, 2017; Sharma et al., 2018; Zheng et al., 2021). Los efectos toxicos del Cd
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dependeran de diferentes factores, como lo son el tiempo de exposicidén al metal, la dieta
del individuo, el peso del individuo, entre otras. Ademas, el Cd tiene efectos nocivos en
algunas plantas, impidiendo su crecimiento normal (Sharma et al., 2018) y dificultando su
proceso de absorcion de nutrientes (Meter et al., 2019).

Recientemente, la MICP, como mecanismo para remediar metales pesados, ha atraido la
atencion de los investigadores (Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019;
Zheng et al., 2021). Varios procesos de MICP pueden conducir a la precipitacién de
carbonatos metalicos, como la fotosintesis, la desnitrificacion, la amonificacion, la
reduccién de sulfatos y la oxidacion de metano (Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa
et al., 2019), pero el principal y mas estudiado es la uredlisis o hidrélisis enziméatica de la
urea (Figura 1-2). Los carbonatos de metales pesados suelen tener constantes de
solubilidad (kps) bajas, del orden de 1x101° (Skoog et al., 2014), por lo que es factible
proponer un uso biotecnoldgico de los microorganismos ureoliticos en la inmovilizacién de
metales pesados. Ademas, se considera un proceso eficiente, ecolégico y barato para
remediar metales (Anbu et al., 2016).

En Colombia se han venido realizando trabajos de investigacién para la remediacién del
Cd en suelos de cultivos de cacao y con presencia del metal (Meter et al., 2019). Sin
embargo, este tipo de estudios alin se encuentran en sus etapas iniciales y los reportes
sobre el uso de bacterias ureoliticas en este contexto son escasos. Asi, el objetivo de este
estudio fue seleccionar un grupo de bacterias ureoliticas resistentes a Cd a partir de
aislamientos obtenidos de suelos de fincas cacaoteras del municipio de El Carmen de
Chucuri, Santander, Colombia. Los aislados fueron derreplicados por andlisis SSCP e
identificados por secuenciacion del gen 16S rRNA. Dos bacterias del género Serratia y una
del género Acinetobacter, con gran potencial para ser usadas en aplicaciones de
remediacion de suelos, fueron seleccionadas y caracterizadas, y se estudi6 el efecto del

metal sobre su crecimiento y actividad ureolitica.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Reactivos quimicos

Todos los reactivos usados fueron de grado analitico. Las soluciones stock de Cd(ll) (10
mM), Ca(ll) (1,27 M) y urea (500 g L*?) se prepararon usando CdCl,.H.O (Merck,
Darmstadt, Alemania), Ca(NO3)..4H,O (PanReac AppliChem, Alemania) y urea
(ChemCruz, Dallas, EE.UU.), respectivamente. Todos los medios de cultivo se esterilizaron
en autoclave (121°C, 15 psi durante 30 minutos) antes de su uso. Las soluciones stock de
Cd(Il), Ca(ll) y urea se esterilizaron por filtracion con filtros de 0,22 ym (Sartorius Biolab

Products, Alemania) y se afadieron a los medios de cultivo en condiciones asépticas.

2.2.2 Aislamiento de bacterias ureoliticas resistentes a Cd

Muestras de suelo con presencia de Cd, recolectadas en fincas cacaoteras del municipio
de ElI Carmen de Chucuri, Santander, fueron usadas para el aislamiento de bacterias
ureoliticas con resistencia a Cd. Este procedimiento se realiz6 en un trabajo anterior (Diez-
Marulanda, 2020) perteneciente al mismo proyecto de investigacion. Brevemente, cada
suelo (~1 g) se coloc6 en 9 mL de NaCl al 0,85% y se incub6 durante 6 h a temperatura
ambiente con agitacion rotativa. A continuacién, se hicieron diluciones en serie con NacCl
al 0,85% (diluciones hasta 107). Cada dilucién se sembré por extensién en un medio de
seleccion (Zhao et al., 2019) compuesto por peptona de carne 5 g L, triptosa 10 g L7,
urea 30 g L, NaCl 5 g L%, fenolftaleina 15 mL L, Cd(ll) 0,025 mM y agar 15 g L. Los
cultivos se incubaron a 30 °C hasta que se observo la formacion de colonias. Las bacterias
con colonias visualmente distinguibles, capaces de crecer en presencia de Cd(ll), y que
mostraban un cambio de color en el medio, se seleccionaron y se mantuvieron en medio
TSA suplementado con urea 30 g L y Cd(ll) 0,05 mM. Los cultivos axénicos se
criopreservaron en TSB con 20% de glicerol a -80 °C.

2.2.3 Derreplicacion molecular e identificacion de los aislados

Se usO el andlisis de polimorfismo de conformacion de una sola hebra (SSCP) de las
regiones V4-V5 del gen 16S rRNA para derreplicar los aislados. El ADN genémico (ADNQ)
se extrajo con el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Co., EE.UU.) siguiendo

las recomendaciones sugeridas por el proveedor. Las amplificaciones por reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) de las regiones V4-V5 se realizaron con los primers 519F
y 909R, mientras que los primers 27F y 1492R se usaron para amplificar el gen 16S rRNA
completo (Anexo A-1). Para ambas regiones, las reacciones se realizaron en un volumen
final de 20 uL con buffer de amplificacion 1X (2,0 uL de buffer 10X), Mg?* 1,5 mM (0,6 uL
de MgCl, 50 mM), dNTPs 2 mM (0,4 uL de mezcla de dNTPs 10 mM), 0,4 mM de cada
primer (0,8 uL de primer 10 mM), 1 U de Taq polimerasa (0,2 uL de Taq 5 U uL™%, Bioline)
y 1 uL de ADN molde (aproximadamente 100 ng), completando volumen con agua libre de
nucleasas. El programa de amplificacion usado fue: 94 °C durante 5 min; 30 ciclos de 94
°C durante 20 s, 55 °C durante 20 sy 72 °C durante 40 s; y por ultimo 72 °C durante 5 min
(C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad). La concentracién de amplicones se determind por
espectrofotometria (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific) y electroforesis en gel de
agarosa al 1,2% (HyAgarose™, HydraGene, China). El gel se revel6 con SYBR Safe
(Invitrogen, EE. UU.) y se fotodocument6 (Safe Imager™ 2.0 Blue-Light Transilluminator,

Invitrogen).

El andlisis SSCP se llevd a cabo como se reportd previamente (Brandao et al., 2002) en
MDE 0,7X a 5 W de potencia constante por 16 h 30 min. La tincion se realiz6 con nitrato
de plata (Montafio-Salazar et al., 2018). Los productos de amplificacion purificados del gen
16S rRNA entero fueron secuenciados (Macrogen, Corea). Las secuencias se editaron con
el software BioEdit (Hall, 1999) version 7.2.5, se depositaron en GenBank (nimeros de
acceso OL_376679 a OL_376690) y se identificaron mediante BLASTn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para el analisis filogenético de cada aislado, se
consideraron las cuatro cepas de referencia con mayor porcentaje de identidad en BLASTn
respecto a las secuencias analizadas. Los alineamientos de estas secuencias se realizaron
mediante ClustalW (Thompson et al., 1994) en el software MEGAX (Kumar et al., 2018).
Los arboles filogenéticos se construyeron en BEAST v1.10.4 (Suchard et al., 2018) con
andlisis por Inferencia Bayesiana; ademds, se utiliz6 el modelo de sustituciéon de
nucleoétidos GTR+G+l (G: 5 categorias) (Tavaré, 1986; Yang, 1996) por ser el modelo mas
rico en parametros (Abadi et al., 2019). Se generaron 10.000 arboles, de los cuales se
seleccion6 uno, con el mayor producto de probabilidades posteriores (PP) para todos los
clados del &rbol, usando el complemento TreeAnnotator v1.10.4. El &rbol seleccionado se

visualizo y edit6 con el programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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2.2.4 Caracterizacion y seleccion de los aislados

La actividad ureasa de cada aislado se determiné como la cantidad de amonio (NH4*)
producida por la actividad bacteriana, medida a lo largo de un determinado tiempo de
crecimiento. Se cuantificd con una modificacion del método de fenol-hipochlorito (Yu et al.,
2021), basado en la reaccion de Berthelot (Figura 2-1). Esta consiste en tres pasos: (A) Se
genera cloramina por reaccion entre el amonio presente en la muestra y el hipoclorito de
sodio; (B) la cloramina generada se sustituye electrofilicamente sobre la posicion p- del
anillo aromatico del salicilato; y por ultimo (C) la especie generada por la sustitucién
electrofilica reacciona con el excedente de salicilato para formar el indofenol, cuya

coloracion es azul esmeralda oscuro (Figura 2-2).

Brevemente, los cultivos de cada aislado se hicieron crecer en TSB suplementado con
urea 30 g L't y Cd(Il) 0,05 mM, a 30 °C y 150 rpm durante 24 h. Se tomé una alicuota de
cada cultivo, se centrifugé y se filtré para obtener el sobrenadante con el amonio producido
por cada aislado. Las alicuotas tuvieron que ser diluidas ya que el medio de cultivo
presentaba inhibicién de la reaccién (Anexo A-2). A cada dilucion (150 yL) se afadieron
40 uL de Na;EDTA 0,15 M, 160 pL de solucién de salicilato de sodio 0,50 M + nitroprusiato
de sodio 0,02 M, 80 pL de hipoclorito al 0,5% en solucién basica de NaOH-NazHPO,, y se
llev6 a un volumen total de 1 mL con agua desionizada. Las reacciones se incubaron a 37
°C durante 30 minutos y el resultado se midié por espectrofotometria a 670 nm. El amonio
producido por cada aislado se determiné por interpolaciéon en una curva de calibracién
(0,25 - 2 mg L) realizada con un estandar de NH4* (Merck, Alemania), teniendo en cuenta

la dilucion de medio de cultivo que se uso para las muestras (Anexo A-2).

La morfologia de los aislados se determindé mediante tincion de Gram (Sanders & Miller,
2010) en un microscopio 6ptico (CX31 Upright Microscope, Olympus) acoplado a una
camara digital (CMOS Sensor, Aptina). También se registré la morfologia de las colonias
como parte de la caracterizacién de estos aislados. Tanto la tincion de Gram como la
determinacion de morfologia de las colonias se realizdé en el trabajo previo donde se
aislaron las bacterias (Diez-Marulanda, 2020). Adem4s, se monitore6 la produccion de
precipitados de cada aislado mediante estereoscopia (Cambridge Instruments) y

microscopia (CX31 Upright Microscope, Olympus). De este modo, se seleccionaron los
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aislados con mejor actividad ureasa, crecimiento y produccién de precipitados para los
siguientes ensayos.

(A) *NH;/NH; + NaCl0O ——= NH,CI + NaOH

OH Nitroprusiato O
(B) NH2CI . de sodio . )
o O

H
O (0]

O OH 0 O
(C) o+ _ _ -
o) o — - 0 7 O

H N
O (0] O 0]

Indofenol

Absorcion a 670 nm

Figura 2-1: Cuantificacién de la actividad ureasa por el método de fenol-hipoclorito
modificado. Se usa salicilato de sodio en vez de fenol. (A) Generacion de
monocloramina; (B) Sustitucion electrofilica catalizada por nitroprusiato; (C) Formacion

del indofenol coloreado. Figura adaptada de Yu et al., 2021.

Urease + Urease -

———— —

Figura 2-2: Coloracién formada en la reaccion de cuantificacion de actividad ureasa por
el método de fenol-hipoclorito modificado. La coloracion depende de la presencia 'y
cantidad de amonio en la muestra; es azul esmeralda cuando es positivo (izquierda) y

verde/amarillo cuando es negativo (derecha).
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2.2.5 Efecto del Cd sobre el crecimiento y la actividad ureasa

El efecto del Cd(ll) sobre el crecimiento y la actividad ureasa de los aislados seleccionados
se determind con cultivos en presencia y ausencia del metal (Figura 2-3). En matraces
Erlenmeyer, debidamente esterilizados por autoclave, se afiadieron 80 mL de dos tipos de
medios: (1) LB + ureay (2) LB + urea suplementada con Cd(ll) (0,05 mM). Para cada medio
se hizo un control (sin bacterias) y tres inodculos de cada aislado (triplicado). Se inocularon
células (1%) de un cultivo de la noche anterior y se incubaron a 30 °C bajo agitacioén
constante durante 48 h. Para los dos aislados Serratia los experimentos se hicieron a 40 y
90 rpm, mientras que para el aislado Acinetobacter s6lo se usé la agitaciéon a 90 rpm.
Durante el tiempo de incubacién, se tomé una alicuota (1 mL) cada 3 h de cada matraz
para medir el crecimiento bacteriano, el pH y la producciéon de amonio. El crecimiento se
monitore6 por medio de OD a 600 nm (ODeno), €l pH se determind con un medidor de pH
(pH 510 Series Meter, Oakton) y el amonio se cuantific6 por el método descrito
anteriormente (Ver seccion 2.2.4 Caracterizacion y seleccion de los aislados). Con los

datos colectados, las respectivas curvas para cada aislado fueron graficadas.

Debido a las restricciones de tiempo en las horas de laboratorio, impuestas por la
universidad como medida contra la pandemia de COVID-19, el seguimiento durante las 48
h de crecimiento no pudo hacerse de forma continua. Por lo tanto, fue necesario colocar
dos conjuntos de cultivos (cada conjunto compuesto por un control y un triplicado en
ausencia y presencia de Cd(lIl)) a diferentes tiempos de inoculacion, incubados durante
tres dias (Anexo A-3). Asi, el primer conjunto se inoculd por la mafiana y el segundo por la
noche, registrando los datos so6lo durante el dia (de 8 AM a 7 PM). Esto permitié cubrir
todos los tiempos de muestreo durante las 48 h del experimento, sin violar las restricciones

de permanencia dentro de la universidad.
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Figura 2-3: Esquema general para estudiar el efecto del Cd sobre el crecimiento y la
actividad ureasa de los aislados seleccionados.

2.2.6 Analisis estadistico

La mayoria de los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se presentan
como promedio + desviacion estandar (SD). Las barras de error en los graficos muestran
1 SD (desviacion estandar) de las mediciones. Se us6 un ANOVA para determinar si habia
diferencias significativas entre los tratamientos (ausencia y presencia de Cd) a lo largo del
tiempo, por medio de un analisis de regresion de modelo mixto con ajuste polinémico
ortogonal (Anexo A-4). Estos analisis se realizaron con ayuda del software estadistico R
version 4.2.0 (R Core Team, 2021) trabajado en el ambiente RStudio IDE version
2022.2.2.485 (RStudio Team, 2022). Un p-valor < 0,05 se consider6 como

estadisticamente significativo.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Aislamiento e identificacién de bacterias resistentes a Cd
gue inducen la precipitacion de carbonato
Se hicieron aislamientos de muestras de suelo de cuatro fincas de cacao en El Carmen de
Chucuri, Santander, Colombia. Estos suelos tenian presencia de Cd en concentraciones
variables (datos no mostrados), similares a las reportadas por Bravo et al. (2021) para
suelos de la misma zona de trabajo (0,01 - 27,00 mg kg?, con un contenido promedio de
1,90 mg kg?). Las bacterias se aislaron en medios selectivos de resistencia a Cd con
fenolftaleina para la indicacion visual del aumento del pH. Se recuperaron quince aislados
con la facultad de crecer en medios con presencia de Cd y capaces de hidrolizar la urea.
Sus colonias cambiaron el color del medio de amarillo a purpura debido al viraje de la
fenolftaleina, lo que indica un aumento del pH por hidrélisis enzimética de la urea (Figura
1-2) (Bhattacharya et al., 2018). Las colonias eran en su mayoria circulares, convexas, con
un borde entero, de superficie lisa y brillante, y de color crema/blanco. Cuatro aislados
(codigos 4a, 4b, 4.1ay 4.1b) mostraban colonias rojizas, y un aislado (cédigo 7b) excretaba
una sustancia azul-gris en el medio. Estas caracteristicas especiales sirvieron para la
posterior identificacién de estos aislados, ya que coincidieron con las coloraciones que
exhiben las bacterias a las cuales fueron asignadas molecularmente; color rojizo
caracteristico de algunas bacterias del género Serratia (Haddix & Shanks, 2018) y
excrecion de piocianina en Pseudomonas aeruginosa (Hall et al., 2016), cuya coloracién

es azul grisaceo.

Los aislados se identificaron con rasgos fenotipicos y mediante técnicas moleculares
(Tabla 2-1). Seis aislados se caracterizaron como Gram positivos con morfologia de bacilo,
exceptuando el aislado 4C, que presentd una forma de vibrio (Figura 2-4). Los restantes
aislados se determinaron como bacterias Gram negativas, en su mayoria cocos y bacilos
(Figura 2-4). La producciéon de ureasa en ambos tipos de bacterias se ha reportado
previamente (Tamayo-Figueroa et al., 2019), pero las bacterias Gram positivas suelen ser
las mas estudiadas en este campo (Chuo et al.,, 2020; Tamayo-Figueroa et al., 2019)
debido a su capacidad para formar endosporas, lo que les permite resistir condiciones

desfavorables.
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Tabla 2-1: Identificacion y caracterizacion de las bacterias ureoliticas resistentes a Cd(ll)

aisladas de suelos cacaoteros de Santander, Colombia.

Cédigo Cédigo o _ Po_rcen'gaje Numero de Actividad
aislado Gram  perfil Identificacion tentativaP® de identidad acceso ureasa
SSCpa (%) GenBank (umol mL* ht)
1B + ndi ndi ndi ndi 0,42
1D + B Bacillus safensis 99,93 OL376679 0,34
3A + | Oceanobacillus caeni 98,71 OL376680 ndi
3B + A Pseudogracilibacillus endophyticus 99,15 OL376681 ndi
da - nde ndi ndi ndi 2,33
4b - nde Serratia marcescens 99,35 OL376685 2,75
4.1a - nde Serratia marcescens 99,15 OL376682 3,09
4.1b - nde Serratia marcescens 99,27 OL376683 2,84
4A + H Bacillus depressus 98,75 OL376684 ndi
4C + ndi ndi ndi ndi 0,72
5b - C Serratia surfactantfaciens 99,92 OL376686 1,34
5C G Bacillus timonensis 99,49 OL376687 ndi
6a - D Acinetobacter vivianii 99,93 OL376688 0,31
6C - F Mezorhizobium thiogangeticum 99,23 OL376689 ndi
b - E Pseudomonas aeruginosa 99,93 OL376690 0,44
ndi, no disponible.
@Cada letra mayuscula indica un perfil inico de SSCP. nde (no determinado) indica que el
perfil para el aislado no pudo ser determinado.
® Nombre del microorganismo con el porcentaje de identidad mas alto obtenido por BLAST.
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condicion Gram. Estas imagenes fueron obtenidas por microscopia 6ptica (Olympus

CX31; 1000X de aumento) acoplada a una camara digital (Aptina CMOS Sensor).
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Ademas de la tincion de Gram, los aislados fueron derreplicados mediante el analisis SSCP
y se identificaron mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA. La técnica SSCP se basa
en las diferentes conformaciones espaciales que adoptan las hebras de ADN después de
un proceso de desnaturalizacién, lo que permite diferenciar las secuencias de ADN por
electroforesis, aun cuando sélo tengan un polimorfismo de un solo nucleétido (Dong & Zhu,
2005; Montafo-Salazar et al., 2018). Asi, en el caso del SSCP del gen 16S rRNA, se
obtiene un perfil electroforético Unico para cada cepa bacteriana (Montafio-Salazar et al.,
2018), permitiendo la discriminacion de las secuencias antes de la secuenciaciéon. El
analisis SSCP de las regiones hipervariables V4-V5 del gen 16S rRNA de los aislados
revel6 nueve perfiles Unicos (Tabla 2-1); cuatro aislados (4a, 4b, 4.1a 'y 4.1b) no mostraron
bandas (Figura 2-5). En consecuencia, se secuencid el gen 16S rRNA completo para los
nueve aislados con patrén SSCP Unico y los cuatro aislados que no presentaron bandas.
Los aislados 1B y 4C no pudieron ser identificados molecularmente debido a problemas
con la secuenciacion. Tradicionalmente, se ha asumido que una similitud de > 95% entre
las secuencias del gen 16S rRNA define la categoria taxondémica de género, mientras que
>97% lo hace a nivel de especie (Johnson et al., 2019). Sin embargo, en la actualidad no
existe una definiciébn universal para definir las especies mediante 16S rRNA (Janda &
Abbott, 2007), ademas, la secuenciacion del gen 16S rRNA no se considera suficiente para
discriminar las bacterias a este nivel, dada la gran similitud de secuencias entre algunas
especies (Janda & Abbott, 2007; Peker et al., 2019). Por consiguiente, consideramos
altamente confiable la identificacion de nuestros aislados a nivel de género y somos
cautelosos en cuanto a las asignaciones a nivel de especie. Asi, el analisis BLAST (Tabla
2-1) y el analisis filogenético por inferencia bayesiana (Figura 2-6) mostraron que los
aislados pertenecen a los filos Firmicutes y Proteobacteria, con cinco y siete especies,
respectivamente. Los cinco aislados de Firmicutes pertenecen a la clase Bacilli, orden
Bacillales, mientras que los aislados Proteobacteria pertenecen a los Ordenes
Pseudomonadales, Enterobacterales e  Hyphomicrobiales de las clases
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria. Ademas, los aislados pertenecen a géneros
gue se han reportado previamente en el contexto de MICP y algunos en uso para la
remediacion de Cd. Las bacterias del género Bacillus han sido uno de los microorganismos
mas utilizados en MICP (Chuo et al., 2020; Khadim et al., 2019; Omoregie et al., 2020;
Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zhao et al., 2016; Zheng et al., 2021),
tanto para usos mas convencionales (por ejemplo, biocementacién) como para usos

relativamente nuevos (por ejemplo, biorremediacién de metales téxicos). También se ha
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reportado el uso de bacterias de los géneros Oceanobacillus (Rahman et al., 2020;
Rajasekar et al., 2021), Pseudogracillibacillus (Omoregie et al., 2020), Acinetobacter (Chuo
et al., 2020; Rajasekar et al., 2021; Su et al., 2019;) y Pseudomonas (Chuo et al., 2020;
Lin et al., 2016; Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zheng et al., 2021)
para la precipitacion de carbonatos. Por el contrario, el uso potencial en MICP de las
especies de los géneros Serratia y Mesorhizobium no ha sido explotado de la mejor
manera, con sélo un informe de uso en biorremediacion por MICP para Serratia
(Bhattacharya et al., 2018), y ningun informe para Mesorhizobium. Mas aun, la resistencia
a Cd se ha reportado para los anteriores géneros: Bacillus (Khadim et al., 2019; Rajasekar
et al.,, 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zhao et al., 2016; Zheng et al., 2021),
Oceanobacillus (Alhindi & Albdaiwi, 2022), Acinetobacter (Méndez et al., 2017; Su et al.,
2019), Pseudomonas (Lin et al., 2016; Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zheng et al., 2021),
Serratia (Bhattacharya et al., 2018; Choudhary et al., 2012), Mesorhizobium (Maynaud et
al., 2013), exceptuando a Pseudogracilibacillus que, hasta donde sabemos, no tiene
reportes aun. Asi, en este trabajo se reporta por primera vez la habilidad para resistir Cd
de un aislado Pseudogracilibacillus.

El porcentaje de identidad por BLAST fue superior al 99% para casi todos los aislados,
excepto para los aislados 3A y 4A que presentaron un 98,71 y 98,75% (Tabla 2-1),
respectivamente. Algunos clados encontrados en el cladograma bayesiano presentaron
PP inferiores a 0,8 (Figura 2-6), lo que se consider6 como ramas mal soportadas. Los
valores de la PP muestran la probabilidad de que el modelo filogenético sea correcto
(Nascimento et al., 2017) y, por lo tanto, se interpreta cominmente como un indicador de
precision filogenética (Simmons et al., 2004), pero suele presentar un soporte
sobreestimado en comparacién con otras pruebas, como Bootstrap o jackknife (Simmons
et al., 2004). El umbral de la PP para el presente estudio se eligié de forma arbitraria,
debido a la falta de definicion en literatura cientifica, aunque cabe destacar que los limites
oscilan entre 0,5y 0,95 en otros estudios de filogenia basados en inferencia bayesiana del
gen 16S rRNA (Skrodenyte-Arbaciauskiene et al., 2012; Stewart et al., 2008). En términos
de la identificacion a nivel de especie, se encontraron incoherencias entre los resultados
del BLAST vy los resultados de la inferencia filogenética, de acuerdo con la discusion
anterior sobre la identificacion de especies usando 16S rRNA. Por ejemplo, los aislados
4b, 4.1a 'y 4.1b fueron identificados como Serratia marcescens por BLAST (Tabla 2-1) con

un porcentaje de identidad > 99% (lo suficientemente bueno para ser considerado
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tradicionalmente como una coincidencia de especie (Janda & Abbott, 2007; Johnson et al.,
2019)). Sin embargo, los mismos aislados se agruparon en un clado con pleno soporte de
PP, que al mismo tiempo esta directamente relacionado (PP = 0,999) con el clado de
Serratia ficaria (Figura 2-6). Se observa un comportamiento similar cuando se emplean
otros enfoques filogenéticos como el de Maximum Likelihood y el de Neighbor Joining
(datos no mostrados). Por ello, se decidié nhombrar a todos los aislados como sp. del género
(por ejemplo, Pseudogracilibacillus sp. 3B; Pseudomonas sp. 7b) para evitar
interpretaciones erréneas de la identificaciébn. Se sugiere el uso de otros marcadores
moleculares, como los genes gyr o rpoB, para tener mas confianza en la determinacién de

la especie.

AB CDEFGHI

Figura 2-5: Perfiles de PCR-SSCP del gen parcial 16S rRNA V4-V5 para los 13 aislados.
Los cddigos de cada aislado se muestran en la parte superior y los codigos de perfil
SSCP en la parte inferior.
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Mesorhizobium huakuii strain NBRC 15243 (NR_113738.1)

Streptomyces inhibens strain NEAU-D10 (NR_171534.1)

Figura 2-6: Cladograma bayesiano de las secuencias del gen 16S rRNA, que representa
las relaciones filogenéticas de los aislados bacterianos y las cepas de referencia. Los
aislados se representan con los codigos indicados en la Tabla 2-1. Los nimeros de
acceso de Genbank para cada secuencia se muestran entre paréntesis. La secuencia del
gen 16S rRNA de la cepa Streptomyces inhibens NEAU-D10 se usé como outgroup. Los
nameros encima de las ramas son la probabilidad posterior (PP) que soporta cada clado.

Los asteriscos indican PP < 0,8.
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2.3.2 Actividad ureasay seleccion de aislados

Todos los aislados presentaron lo que puede considerarse como niveles bajos de actividad
ureasa (Konstantinou et al., 2021), oscilando entre 0,31 y 3,09 ymol NH,* mL* h! (Tabla
2-1). Esto puede explicarse por la presencia de Cd(ll) que puede inhibir la actividad
enzimatica (Bhattacharya et al., 2018), o por la pérdida de amoniaco gaseoso durante el
proceso ureolitico. De cualquier modo, los aislados fueron capaces de aumentar el pH 'y
precipitar carbonato cuando se cultivaron en medios suplementados con urea y Ca(ll). Se
seleccionaron tres aislados para su posterior andlisis en funcién de su actividad ureasa, su
crecimiento en los medios usados y la produccidon de precipitados (Figura 2-7). Los
seleccionados fueron el aislado 4.1a, que tuvo la méaxima actividad ureasa; 5b, que
presento la segunda mayor actividad, excluyendo los otros aislados Serratia (4a, 4by 4.1b)
gue son muy similares morfoldgica y filogenéticamente a 4.1a; y 6a, que, a pesar de
mostrar la menor actividad ureasa, exhibié una alta produccién de precipitados (Figura 2-

7). Los demas aislados no se consideraron para la seleccién debido al lento crecimiento y

a la baja produccién de biomasa, a pesar de tener mejor actividad ureasa que el aislado
6a.

Aislado 4.1a Aislado 5b Aislado 6a
Serratia sp. Serratia sp. Acinetobacter sp.

Figura 2-7: Precipitados producidos por los tres aislados seleccionados incubados en LB
+urea (30 g L) + Ca(ll) (20,4 mM) durante 5 dias a 30 °C. Observacion al microscopio

Optico con 100X de aumento.
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2.3.3 Efecto del Cd sobre el crecimiento y la actividad ureasa

En general, el Cd(ll) 0,05 mM afecté notablemente al crecimiento de los aislados, aunque
la actividad ureasa no se vio influenciada negativamente por la presencia de Cd (Figura 2-
8, Figura 2-9, Figura 2-10). Un comportamiento similar fue encontrado por Khan et al.
(2016) para un aislado de Salmonella enterica con extrema resistencia a los metales
pesados, cuyo crecimiento fue significativamente diferente en ausencia y presencia (1 mM)
de Cd(ll). Se seleccion6 una concentracién de Cd(ll) de 0,05 mM porque las muestras de
suelo usadas para el aislamiento tenian valores similares (datos no mostrados), y superaba
el contenido medio de Cd en los suelos de cacao de Santander (Bravo et al., 2021). Para
cada variable estudiada (OD, pH y produccién de amonio), se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (presencia y ausencia de Cd) ajustando

las curvas a un polinomio ortogonal y comparandolas por ANOVA.

En cuanto al crecimiento, el aislado Serratia sp. 4.1a presentd diferencias significativas a
lo largo de toda la curva de crecimiento para ambas velocidades de agitacion (Figura 2-8
A-B). Por lo tanto, se puede concluir que el Cd(ll) 0,05 mM tuvo un impacto importante en
el crecimiento de este aislado. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos sobre el pH y la produccién de amonio cuando el aislado fue
cultivado a 40 rpm (Figura 2-8 E); pero, a 90 rpm, el amonio fue notablemente mayor en
presencia de Cd que en su ausencia (Figura 2-8 F). Lo anterior puede ser explicado como
una respuesta bacteriana frente al estrés producido por el Cd, promoviendo los
mecanismos asociados a la resistencia al metal, como por ejemplo un aumento en la
actividad ureasa para inducir la mineralizacion del metal, disminuyendo asi la toxicidad del
Cd(Il) (Huang et al., 2022). Curiosamente, el pH se vio significativamente afectado por la
presencia de Cd (Figura 2-8 D), aunque cabe destacar que, para este experimento y el del
aislado Serratia sp. 5b a 90 rpm (Figura 2-9 D), el stock de Cd se preparé en HNOg, lo que
explica la gran diferencia de pH en las etapas iniciales, de 0 — 9 h de crecimiento, justo

antes de que el pH subiera debido a la actividad ureasa.

La falta de diferencias importantes en la actividad ureasa entre los tratamientos en las dos
velocidades de agitacion puede deberse a que Serratia spp. son bacterias anaerobias
facultativas (Choudhary et al., 2012), por lo que la velocidad de agitacion no afecta

dramaticamente su desarrollo. Esto resalta el potencial del aislado Serratia sp. 4.1a para
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ser empleado en la remediacién de suelos superficiales contaminados, asi como para
suelos mas profundos (niveles bajos de oxigeno), considerando que a menor disponibilidad
de oxigeno (40 rpm) todavia se presenta una buena actividad ureasa, y la
presencia/ausencia de Cd no parece afectar esa actividad. Finalmente, se infiere que la
ureasa se produce entre las fases estacionarias media y temprana, considerando que los
momentos en los que aumenta el pH y comienza la produccion de amonio, se
corresponden con los tiempos de esas fases (Figura 2-8). Cabe destacar que el pH
disminuye en los tiempos iniciales de crecimiento, lo que podria deberse a los acidos
organicos generados por el metabolismo bacteriano. Asi, el aumento del pH debido a la
actividad ureasa puede tardar mas tiempo en producirse que el inicio de la produccion de
amonio (como puede verse en la Figura 2-8 C y E, donde el pH empieza a aumentar entre
9 y 13 h mientras que la produccién de amonio aumenta entre 6 a 9 h) debido a la
neutralizacién de los acidos organicos por los iones OH" producidos en la reaccién de

ureolisis.

Se observaron comportamientos similares para el aislado Serratia sp. 5b. El crecimiento
fue significativamente diferente en presencia y ausencia de Cd (Figura 2-9 A-B). En
contraste con el aislado 4.1a, el aislado Serratia sp. 5b present6 diferencias significativas
en todas las curvas de pH y de produccion de amonio. A 40 rpm, el aumento del pH fue
significativamente mayor en ausencia de Cd (Figura 2-9 C), lo mismo sucedié para el
amonio (Figura 2-9 E). Por el contrario, el pH y la produccién de amonio fueron
significativamente mayores en presencia de Cd para Serratia sp. 5b cultivado a 90 rpm
(Figura 2-9 D y F). Estos resultados muestran una posible respuesta de Serratia sp. 5b
frente a la toxicidad del Cd(ll), aumentando la actividad ureasa, como se indicé
previamente para Serratia sp. 4.1la., sugiriendo el potencial uso de Serratia spp. en
aplicaciones de biorremediacién. También sugiere que Serratia sp. 5b puede ser usada
preferiblemente, pero no exclusivamente, para biorremediacion de Cd en ambientes con
niveles de oxigeno normales, considerando la disminucién de actividad ureasa en
presencia de Cd a niveles de oxigeno mas bajos (40 rpm). También, la produccion de

ureasa del aislado Serratia sp. 5b ocurre en torno a la fase exponencial media y tardia.

El aislado Acinetobacter sp. 6a no mostré un pH y una produccion de amonio tan buena
como los aislados Serratia. Ademas, esta bacteria no pudo cultivarse a 40 rpm debido a la

disminucion de oxigeno disponible en el medio, que es vital para las bacterias aerdbicas
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como Acinetobacter spp. De nuevo, la presencia de Cd fue un factor significativo para el
crecimiento del aislado (Figura 2-10 A), la dindmica del pH (Figura 2-10 B) y la generacion
de amonio (Figura 2-10 C). En este caso, la actividad ureasa comienza mas tarde que en
los aislados Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b. Para estos ultimos, la actividad comenz6
alrededor de las 6-12 h de crecimiento, pero para Acinetobacter sp. 6a se produjo 3 horas
mas tarde, al mismo tiempo que comenzd la fase estacionaria (Figura 2-10). La presencia
de Cd parece tener un impacto retardador en el crecimiento, porque la fase de adaptacion
se prolongé durante 9 horas en comparacion con la fase de adaptacién de 3 horas sin Cd.

Ademads, el metal tuvo efectos similares sobre la produccién de amonio.

Los tres aislados, Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, tienen un buen
potencial para ser aplicados en remediacion de Cd por MICP. El metal no tuvo una
influencia perjudicial sobre la actividad de la ureasa de las bacterias. Ademas, en algunos
casos la presencia de Cd parecia ser beneficiosa para la actividad, a pesar de que el

crecimiento se viera afectado.
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Figura 2-8: Curvas de crecimiento, pH y produccién de amonio para el aislado Serratia
sp. 4.1a incubado a 30 °C y 40 rpm (A, C, E) 0 90 rpm (B, D, F) de agitacion. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

(presencia y ausencia de Cd(Il)) como se indica en la seccién de Analisis estadistico.
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Figura 2-9: Curvas de crecimiento, pH y produccion de amonio para el aislado Serratia

sp. 5bincubado a 30 °C y 40 rpm (A, C, E) 0 90 rpm (B, D, F) de agitacién. Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

(presencia y ausencia de Cd(Il)) como se indica en la seccion de Analisis estadistico.
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Figura 2-10: Curvas de crecimiento, pH y producciéon de amonio para el aislado

Acinetobacter sp. 6a incubado a 30 °C y 90 rpm de agitacién. Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (presencia y ausencia

de Cd(Il)) como se indica en la seccidén de Analisis estadistico.

2.4 Conclusiones

Se recuper6 una variedad de bacterias ureoliticas resistentes a Cd de suelos con presencia

del metal toxico. De ellas, tres aislados, pertenecientes a los géneros Serratia y

Acinetobacter, presentaron buenas caracteristicas para ser usadas en la remediacion de

Cd. Los tres pudieron resistir y crecer bajo el estrés del metal, en concentraciones

superiores a las que se pueden encontrar en los suelos de interés. Ademas, el Cd no tuvo

un impacto negativo sobre la actividad ureasa de los aislados. En consecuencia, se

considera que la concentraciéon de Cd en esos suelos no inhibiria el crecimiento o la

actividad ureasa de las bacterias, lo cual es una ventaja para su posible uso en
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aplicaciones en campo. También cabe destacar que los dos aislados Serratia pueden
hidrolizar urea en niveles de oxigeno bajos independientemente de la presencia de Cd.

Este estudio proporciona nueva informacion sobre la microbiota presente en los suelos de
Santander y contribuye a la investigacion de la MICP en Colombia. Ademas, muestra el
uso potencial de microorganismos enddgenos que inducen la precipitacion de carbonatos,

para promover nuevas aproximaciones de remediacion de la contaminacion por Cd.



3. Potencial de biorremediacién de Cd basado
en la precipitacion de carbonatos por
Serratia spp. y Acinetobacter sp. aisladas de
suelos de fincas cacaoteras en Santander,
Colombia

3.1 Introduccidn

Actualmente, la contaminacion de suelos y aguas con metales pesados representa uno de
los problemas mas graves a nivel ambiental en el planeta (Khalid et al., 2017; Roosa et al.,
2014; Sharma et al., 2018), ya que tiene el potencial de afectar directamente la calidad del
ambiente y la salud de los organismos vivos. Debido a esto, diversos estudios se han
llevado a cabo en torno a la bdsqueda de técnicas para mitigar la presencia de estos
metales en el ambiente (Abbas et al., 2017; Khalid et al., 2017; Sharma et al., 2018;
Tamayo-Figueroa et al., 2019; Yao et al., 2012; Zaghloul & Saber, 2019). Una de las
técnicas que recientemente ha venido ganando interés investigativo en este contexto es la
precipitacién de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP) por la ruta ureolitica
(Figura 1-2), donde microorganismos productores de ureasa son usados para inmovilizar
los metales pesados por precipitacion en forma de carbonato (Rajasekar et al., 2021;

Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zheng et al., 2021).

Para que la remediacion de metales por MICP se puede llevar a cabo, es necesario que
los microorganismos remediadores presenten resistencia frente a la toxicidad del metal. La
presencia de metales pesados en los suelos genera una gran alteracion en la comunidad
de microorganismos presentes (Sandaa et al.,, 1999). En general, la comunidad de
microorganismos en el suelo se transforma paulatinamente en virtud del estrés ejercido
por los metales pesados (Ashraf & Ali, 2007; Karelova et al., 2011), resultando en un
aumento y seleccion de los microorganismos resistentes que previamente habitaban esos
suelos (Roosa et al., 2014), y en la aparicion de nuevos microorganismos con resistencia,
debido a transferencia horizontal de genes involucrados en la resistencia frente a estos
metales (Coombs & Barkay, 2004; Oger et al., 2003; Zhang et al., 2008). Se conocen varios
mecanismos genéticos bacterianos involucrados en la resistencia contra metales pesados
(Figura 1-1) (Abbas et al., 2017; Das et al., 2017; Silver, 1996), los méas representativos



Capitulo 3 36

son los transportadores de metales pesados y los fijadores de metales (Abbas et al., 2017;
Jain & Bhatt, 2014; Naz et al., 2005). Los transportadores estan ampliamente distribuidos
en el dominio Bacteria (Nies, 2003; Nongkhlaw & Joshi; 2019) y se pueden clasificar en
tres grupos: Root Nodulation Diffusion family (RND), Cation diffusion family (CDF) y PIB-
type family (Nongkhlaw & Joshi; 2019). Las principales proteinas de fijacion de metales
son las metalotioneinas, cuya funcién en las bacterias es enlazar los metales libres y
fijarlos/inmovilizarlos para evitar su toxicidad (Abbas et al., 2017). Con respecto al Cd, los
genes u operones mas comunes que confieren resistencia a las bacterias son el operén
cad, que es comun en Gram positivas y codifica para una ATPasa tipo P de eflujo de Cd?*
(Das & Dash, 2017; Jain & Bhatt, 2013; Naz et al., 2005; Nongkhlaw & Joshi; 2019; Oger
et al., 2003); el operén czc, comun en Gram negativas y que codifica para una bomba de
eflujo de Co/Zn/Cd (Das & Dash, 2017; Jain & Bhatt, 2013; Karelova et al., 2011; Kumar et
al., 2019; Nongkhlaw & Joshi; 2019; Roosa et al., 2014); el gen smtAB, que codifica para
las metalotioneinas (Khan et al., 2015; Khan et al., 2016; Naz et al., 2005); el gen zntA,
gue codifica para una ATPasa que transporta Pb, Cd, Zn y Hg (Khan et al., 2017;
Vidhyaparkavi et al., 2017); y el gen nccA, que codifica para una proteina de eflujo de
Ni/Co/Cd perteneciente a la familia RND (Kamika & Momba, 2013; Karelova et al., 2011,
Roosa et al., 2014).

En condiciones naturales, la concentracion de Cd es baja en el ambiente, con valores
promedio de 0,2 mg kg en la litosfera y 0,53 mg kg™ en los suelos superficiales (Liu et al.,
2017). En algunas zonas de Colombia hay una alta presencia del metal en suelos con
importancia agricola. Por ejemplo, el departamento de Santander tiene un contenido
promedio de Cd en suelo de 1,90 mg kg (Bravo et al., 2021), que supera ampliamente los
limites recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para Cd en suelos
y aguas residuales agricolas (Kinuthia et al., 2020). Ademas, Santander es el mayor
productor de cacao a nivel nacional, con 28.037 toneladas producidas en 2021
(FEDECACAO, 2021), lo que equivale a 40,6% de la produccion nacional. La elevada
presencia del metal supone una amenaza para los productores de la zona ya que, para
exportar sus productos, tienen que cumplir con ciertos limites méximos de Cd, como los
impuestos por la Comision Europea en 2019 (Meter et al., 2019). También, la presencia de
Cd en los productos derivados del cacao supone un riesgo a la salud del consumidor (Das

& Dash, 2017; Zhao et al., 2016). Por lo tanto, es urgente desarrollar y aplicar métodos
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eficaces para mitigar la presencia de Cd en suelos cacaoteros con presencia del metal en
Santander.

Revisando en literatura, s6lo se encontré un reporte del uso de una bacteria del género
Serratia para la remediacion de Cd por MICP (Bhattacharya et al., 2018). Asimismo, el
género Acinetobacter tampoco ha sido ampliamente usado en este contexto (Chuo et al.,
2020; Su et al.,, 2019). El objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad de
remocién de Cd por tres bacterias ureoliticas (Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y
Acinetobacter sp. 6a) aisladas de fincas cacaoteras de Santander, Colombia. Se analiz6
la remocioén en dos concentraciones de Cd y los precipitados generados en estos procesos
fueron identificados y caracterizados por microscopia éptica, DRX y SEM-EDX. También,
se estudio la presencia de ciertos genes asociados a la resistencia de Cd y la posible

influencia del metal sobre su expresion.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reactivos quimicos

Todos los reactivos usados fueron de grado analitico. Las soluciones stock de Cd(ll) (10
mM), Ni(Il) (50 mM) y urea (500 g L) se prepararon usando CdCl,.H.O (Merck, Darmstadt,
Alemania), NiSO4.6H,O (Scharlau, Turkey) y urea (ChemCruz, Dallas, EE.UU.),
respectivamente. Las soluciones de Ca(ll) se prepararon desde Ca(NOs3)2.4H,0 (PanReac
AppliChem, Alemania) o CaCl,..2H,O (PanReac AppliChem, Alemania) segun se
especifique. Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (121 °C, 15 psi
durante 30 min) antes de su uso. Las soluciones de Cd(ll), Ni(ll), Ca(ll) y urea se
esterilizaron por filtracion con filtros de 0,22 pym (Sartorius Biolab Products, Alemania) y se

afadieron a los medios de cultivo en condiciones asépticas.

3.2.2 Microorganismos y medios de cultivo

Las bacterias productoras de ureasa y resistentes a Cd usadas en este estudio, Serratia
sp. 4.1a (Numero de acceso GenBank OL376682), Serratia sp. 5b (Nimero de acceso
GenBank OL376686) y Acinetobacter sp. 6a (NUmero de acceso GenBank OL376688),
fueron aisladas previamente de suelos de fincas cacaoteras de Santander, Colombia (ver

Capitulo 2: Caracterizacion y seleccion de bacterias ureoliticas resistentes a Cd aisladas
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de fincas cacaoteras de Santander, Colombia). Para facilitar su uso, las tres bacterias se
mantuvieron en un banco de trabajo, que consistié en cultivos en LB (peptona 10 g L?,
extracto de levadura 5 g L, NaCl 5 g L) con 20% glicerol que se preservaron a -20 °C.
Para cada experimento realizado, se hicieron subcultivos desde el banco de trabajo en

medio de cultivo fresco (pre-indculo) previo a su uso en el experimento.

Las bacterias se crecieron en medio LB suplementado con 30 g L urea (LB + urea) y otras

sustancias, segun se especifica para cada experimento (ver abajo).

3.2.3 Efecto del Ni(ll) sobre la actividad ureasa

El efecto de diferentes concentraciones de Ni(ll) sobre el aumento del pH y la produccién
de amonio fue analizado para las tres bacterias. Un medio LB + urea se suplementé con
concentraciones de Ni(ll) que variaban de 0 a 300 uM. Cada bacteria se inocul6 al 1% en
cada concentracion del metal y se incubd a 30 °C con 90 rpm de agitacién durante 48 h.
El pH se midi6é con un potenciémetro (pH 510 Series Meter, Oakton) y la produccién de
amonio se estableci6 con el método descrito anteriormente en este documento (ver seccion
2.2.4 Caracterizacion y seleccion de los aislados). Los experimentos a cada concentracion
y para cada bacteria se realizaron por triplicado. Las medidas obtenidas para cada bacteria

en el medio sin Ni(ll) agregado, fueron tomadas como controles de la actividad ureasa.

3.2.4 Ensayo de resistencia a Cd

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de Cd(ll) para cada bacteria se determiné
mediante la técnica de dilucion en caldo (Zhao et al., 2016). A partir de un pre-in6culo
cultivado durante la noche, se realizé una inoculacion al 1% en un medio LB + urea,
suplementado con concentraciones de Cd(ll) que variaban de 0,01 a 4,00 mM. El
crecimiento de las bacterias se midi6 como densidad 6ptica a 600 nm (ODeg) por
espectrofotometria (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific), tras 72 h de incubacion a
30 °C y agitacion a 90 rpm. Los experimentos a cada concentracion y para cada
microorganismo se realizaron por triplicado. El crecimiento de las bacterias en medios sin
Cd(ll) se tom6 como control positivo, mientras que la ausencia de turbidez en el medio sin
bacterias se tom6 como control negativo (Haroun et al., 2017). La concentracion mas baja

de Cd(Il) que inhibié completamente el crecimiento se consideré como la CMI.
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3.2.5 Experimentos de bioprecipitacion de Cd

= Remocién de Cd en solucién

La capacidad de remocion de Cd por MICP con coprecipitacion de Ca(ll), se determin6
para las tres bacterias ureoliticas de interés. En matraces Erlenmeyer, debidamente
esterilizados por autoclave, se afadieron 80 mL de medio LB + urea (30 g L%)
suplementado con Ca(ll) (6,80 mM desde CaCl,.2H,0) y Cd(ll) (0,05 mM o0 0,15 mM, segln
sea el caso). Para cada bacteria se hizo un control (sin bacterias) y tres inGculos
(triplicado). Se inocularon células (1%) de un pre-indculo cultivado la noche anterior y se
incubaron a 30 °C bajo agitacion constante durante 144 h. Para Serratia sp. 4.1ay Serratia
sp. 5b los experimentos se hicieron a 40 rpm, mientras que para Acinetobacter sp. 6a se
uso la agitacién a 90 rpm. Durante el tiempo de incubacion, se tom6 una alicuota (1 mL)
cada 24 h de cada matraz, se centrifugé y filtré con filtros de 0,22 um, y se cuantifico el Cd
en el sobrenadante por Espectroscopia de Absorcibn Atomica de Llama (F-AAS)
(contrAA700, Analytik Jena). Todos los reactivos y muestras analizadas por F-AAS se
prepararon por pesada. Previo a la cuantificacién, a cada alicuota se le hizo un tratamiento
acido agregando 5 mL de HNO; concentrado (65%) y 2 mL de H>O, concentrado (30%), y
se diluyeron apropiadamente con HCI (1%) para que entraran dentro de la curva de
calibracion. Las eficacias de remocion de Cd (%R) en solucion se calcularon comparando
la concentracion de Cd en el control sin bacteria (Ccontrol) Y las concentraciones de Cd
residual en los tratamientos con bacteria (Cresiqual) (Ecuacion (3.1)), para cada tiempo de

muestreo durante las 144 h del experimento.

C —_— C . .z
QpR = —control —residual » 1()() Ecuacion (3.1)
Ccontrol

=  Produccién y obtencidn de precipitados

Los precipitados analizados se obtuvieron por tres procedimientos diferentes, con el fin de
probar cual era el mas adecuado. Para los tres casos, las bacterias se cultivaron en medio
LB + urea (30 g L) + Ca(ll) (20,4 mM) + Cd(Il) (0,15 mM) y se incubaron a 30 °C por al
menos dos semanas 0 hasta observar la formacion de precipitados en el medio. Se

probaron ambas fuentes de Ca(ll) (Ca(NO3)..4H.O y CaCl,.2H,0) para cada bacteria.
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Todos los cristales lavados se recuperaron por filtracion al vacio con filtros de 0,45 pym
(Sartorius Biolab Products, Alemania).

El primer procedimiento se basé en los reportes de Bhattacharya et al. (2018) y Zhao et al.
(2019). Brevemente, se centrifug6 el cultivo liquido (4000 rpm, 10 min), se retir6 el
sobrenadante, se lavé el precipitado tres veces con agua repitiendo los dos anteriores
pasos entre lavados, y finalmente se obtuvo el sélido por filtracion. Para el segundo
procedimiento, basado en los estudios de Montafio-Salazar et al. (2018) y Montoya et al.
(2005), se partié de cultivo sélido, cortado en pedazos, que se adicionaron a 30 mL de
agua desionizada en un tubo falcon. La mezcla se calenté en microondas (700 W) hasta
derretir el agar, se espero la sedimentacion del precipitado y se retir6 el medio de cultivo
con pipeta. El precipitado se lavd tres veces con agua desionizada, repitiendo los
anteriores pasos entre cada lavado, y se recuperd por filtracién. Por ultimo, el tercer
procedimiento fue similar al segundo, pero partiendo de cultivo liquido. El cultivo se
centrifug6 (8500 rpm, 15 min), se retird el sobrenadante, se afiadieron 30 mL de agua
desionizada y se calent6 a ebullicion durante 20 min para separar las bacterias de los
precipitados generados; estos Ultimos se recuperaron por filtracion.

Los precipitados recuperados se secaron a 60 °C durante al menos 2 dias y se maceraron
en mortero de agata previo a los analisis. Para la bacteria Acinetobacter sp. 6a no se

pudieron recuperar precipitados del segundo y tercer procedimiento.

3.2.6 Analisis de los precipitados

= Microscopia 6ptica vy andlisis cualitativo de carbonatos

La produccion de precipitados y su morfologia se monitored por microscopia 6ptica (CX31
Upright Microscope, Olympus). La presencia de carbonato se determiné cualitativamente
afiadiendo unas gotas de HCI 1,2 M a los precipitados, o que genera efervescencia en
presencia de carbonato debido a la produccion de CO, (Ecuacion (3.2), Montoya et al.,
2005). Esta reaccion se siguio bajo el microscopio, ya que macroscopicamente fue dificil

observar el burbujeo esperado.

CaCO; + 2HCI —— cCaCl, + H,O + CO, Ecuacion (3.2)
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= Caracterizacion por DRX y SEM-EDX

La identificacion de los precipitados generados por las bacterias se llevé a cabo por
difraccién de rayos X (DRX) (X-pert PRO Difractometer, PANalytical). Los analisis de DRX
se hicieron bajo radiacién CuKa 1,540598 A, a un voltaje de 45 kV, una corriente de tubo
de 40 mA, y un rango de barrido de 10 a 90° (26) en pasos de 0,026°. La identificacion se
llevé a cabo en el software HighScore Plus version 3.0.5 (PANalytical, 2012, Almelo, The
Netherlands) por comparaciéon con los patrones de difraccion reportados en la base de
datos ICSD (Zagorac et al., 2019). La morfologia y tamafio de los precipitados se analizé
por microscopia electrénica de barrido (SEM) (VEGA3, TESCAN) haciendo uso de los
detectores de electrones retrodispersados (BSE) y de electrones secundarios (SE). Los
precipitados se montaron en cintas adhesivas de carbono conductoras, pegadas en
portamuestras de aluminio, previo a la toma de imagenes por SEM. El analisis elemental
de las muestras se realizé mediante espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDX) (XFlash 410, Bruker) acoplada al equipo de SEM.

3.2.7 Amplificaciéon por PCR de genes de resistencia a Cd

Se explord la presencia de diferentes genes asociados a resistencia de Cd en las tres
bacterias trabajadas. Para ello, se probaron varios primers, algunos reportados en
literatura y otros disefiados. La informacion correspondiente a los primers trabajados se
consigna en el Anexo A-1. Los primers cadSM-F, cadSM-R, zntA-F y zntA-R se disefiaron
con la herramienta Primer-BLAST (Ye et al., 2012), a partir de dos genes de resistencia a
metales pesados presentes en el genoma de Serratia marcescens RSC-14 (Khan et al.,
2017), que esta depositado en GenBank bajo el nimero de acceso NZ_CP012639.1. Los
cbdigos de los dos genes trabajados son AN479 RS08980 (gen czc) y AN479 RS21320
(gen zntA). Se buscaron pares de primers para generar amplicones entre 70 a 300 pb, con
una temperatura de melting (Tm) de 59-61 °C, y una diferencia maxima de Tm de 1 °C
entre el primer forward y el reverse. Para los demas parametros en Primer-BLAST se

usaron los valores por defecto.

El ADN de las tres bacterias se extrajo con el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega Co., EE.UU.) siguiendo las recomendaciones sugeridas por el proveedor. Las
amplificaciones por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los genes de resistencia

a Cd se realizaron en un volumen final de 20 pL con buffer de amplificacién 1X (2,0 pL de
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buffer 10X), Mg?* 1,5 mM (0,6 pyL de MgCl, 50 mM), dNTPs 2 mM (0,4 uL de mezcla de
dNTPs 10 mM), 0,4 mM de cada primer (0,8 uL de primer 10 mM), 1 U de Taq polimerasa
(0,25 yL de Taq 5 U pL?t, SMOBIO) y 1 uL de ADN molde (aproximadamente 100 ng),
completando volumen con agua libre de nucleasas. El programa de amplificacién usado
fue: 95 °C durante 5 min; 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, X °C durante 20 sy 72 °C durante
20 s; y por dltimo 72 °C durante 5 min (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad). La X en el
programa de amplificacion hace referencia a la temperatura de annealing, cuyo valor es
especifico para cada par de primers y se encuentra en el Anexo A-1. En los casos donde
se presentaron productos inespecificos de reaccién, se repitio la PCR aumentando y
disminuyendo las temperaturas de annealing en 1-3 °C. La produccién de amplicones se
determiné por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (HyAgarose™, HydraGene, China).
El gel se reveld con SYBR Safe (Invitrogen, EE.UU.) y se fotodocument6 (Safe Imager™
2.0 Blue-Light Transilluminator, Invitrogen). Los genes que amplificaron productos
especificos y de tamafo esperado, fueron seleccionados para analizar su expresion

diferencial en presencia y ausencia de Cd por RT-gPCR.

3.2.8 Experimentos de RT-gPCR

Las bacterias seleccionadas para experimentos de expresion diferencial fueron cultivadas
a 30 °C y 90 rpm de agitacion, durante 12 h (fase exponencial tardia), en tres medios
(condiciones del experimento): 1) LB + urea 30 g L%; 2) LB + urea 30 g L** + Cd(ll) 0,15
mM; y 3) LB + Cd(Il) 0,15 mM. Para cada medio se hicieron tres cultivos, generando tres
réplicas biolégicas. A partir de estos cultivos se realizo la extraccion de ARN. En todos los
casos se us6 material de plastico nuevo, estéril y libre de ARNasas/ADNasas. El material
de vidrio usado (por ejemplo, vasos de precipitados para la preparacion de soluciones) se
lavé previo a su uso con hipoclorito de sodio (1%), descontaminante de superficies RNAse
AWAY™ (Thermo Scientific, EE. UU.) y agua ultra-pura MilliQ libre de ARNasas.
Igualmente, los reactivos usados fueron de grado de biologia molecular y todas las
soluciones se prepararon en agua DEPC. Todos los materiales y soluciones usadas se
autoclavaron (121 °C, 15 psi durante 20 min) dos veces antes de su uso. El trabajo de la
extraccion se realiz6 bajo cabina de flujo laminar (Labconco), y todas las superficies
involucradas se limpiaron constantemente con RNAse AWAY™ (Thermo Scientific™, EE.
UU.) y etanol al 70%. La extraccion del ARN se bas6 en un protocolo in house,

amablemente compartido por la profesora Ph.D. Esperanza Torres Rojas de la Facultad



Capitulo 3 43

de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia — Sede Bogota. Brevemente, se
recuperaron las bacterias del cultivo por centrifugacion (5000 rpm, 4 °C) y se
resuspendieron en una solucién de lisozima (5 mg mL?) en buffer TE para incubar durante
30 min a 37 °C. Lo anterior se traté con un buffer de lisado/extraccion (CTAB 2%; Tris HCI
pH 8,0 100 mM; NaCl 1,4 M; Na,SOs 1%; PVP-40 2%; y 2-mercaptoetanol 2%) a 65 °C por
15 min para lisar las células y liberar el ARN. Posteriormente, se purificaron los acidos
nucleicos del lisado tratandolo con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) dos veces. De esta
solucién purificada, se precipitdé el ARN por adicion de LiCl 4M durante toda una noche a
4 °C. Después, el ARN se recuperdé por centrifugacién (12.000 rpm por 30 min a 4 °C), se
tratd6 con buffer TE-SDS para remover las proteinas asociadas al ARN, y se volvié a
precipitar con isopropanol en medio con fuerza i6nica alta (NaCl 5M). Finalmente, el pellet
se lavé dos veces con etanol 70%, se secé al aire en la cabina de flujo laminar y se
resuspendié en agua DEPC. La integridad del ARN extraido se analizé por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % (UltraPure™ Agarose, Invitrogen, EE. UU.). El gel se reveld (RNA
EZ-Vision®, VWR, EE.UU.) y se fotodocumento (Gel Doc XR+ Gel Documentation System,
Bio-Rad). También, se cuantific6 y midié la pureza del ARN por espectrofotometria
(NanoDrop One, Thermo Fisher Scientific). El ARN se tratd6 con ADNasa | (Invitrogen,
EE.UU.), segun el protocolo del fabricante, para digerir el ADN que pudo ser coextraido y
asi evitar futuros falsos positivos en las qPCR. La digestion efectiva del ADN se verificd
haciendo una PCR de tiempo final del gen 16S rRNA (para las condiciones de la reaccion
ver seccion 2.2.3 Derreplicacion molecular e identificacion de los aislados), usando el ARN
digerido con ADNasa como molde. El ARN tratado con ADNasa se preservé a -80 °C y se

trabajo en alicuotas para evitar degradacion por ciclos de congelacién/descongelacion.

La sintesis de ADNc se llevé a cabo usando el ExcelRT™ Reverse Transcription Kit
(SMOBIO, Taiwan), siguiendo las recomendaciones sugeridas por el proveedor. Para cada
reaccion se partié de 5 pL de ARN tratado con ADNasa (aproximadamente 500 ng) y se
hizo la transcripcion reversa a 45 °C. EI ADNc obtenido se cuantifico por fluorescencia
(Qubit™ Fluorometer, Invitrogen) con el Qubit™ ssDNA Assay Kit (Invitrogen, EE. UU.).
Basado en los datos de fluorescencia, los ADNc se diluyeron dos veces con agua DEPC,;
primero hasta llegar a 2 ng uL?, y después estas diluciones se volvieron a diluir (FD: 10;
hasta llegar a 0,2 ng yL™). Los ADNc de la primera dilucién se usaron como molde para
las gPCR del gen de interés (GOI), mientras que los de la segunda dilucién se usaron para

las reacciones de los genes de referencia. El ADNc se preservo a -20 °C.
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Cada reaccion de gPCR se realizd en un volumen final de 15 pyL con Luna® Universal
gPCR Master Mix 1X (New England Biolabs, EE. UU.) (7,5 pL del Master Mix 2X), 0,6 mM
de cada primer (0,9 yL de primer 10 mM) y 2 uL de ADNc molde, completando a volumen
con agua libre de nucleasas. Las reacciones fueron incubadas a 95 °C durante 5 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30 s, X °C durante 20 s y 60 °C durante 20 s
(CFX96™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad). La X en el programa de
amplificacién hace referencia a la temperatura de annealing, cuyo valor es especifico para
cada par de primers y se encuentra en el Anexo A-1. Tres réplicas técnicas se corrieron
por cada réplica biolégica. Al final de los ciclos de PCR, se realizé un andlisis de curva de
melting para validar la especificidad de los productos de PCR obtenidos. Los genes de
referencia usados para normalizar los niveles de expresion por el método comparativo de
Cq (Schmittgen & Livak, 2008) fueron 16S rRNA V4-V5, rpoB y gyrB; los primers de estos
dos ultimos se consignan en Anexo A-1 y fueron disefiados con la herramienta Primer-
BLAST (Ye et al., 2012), a partir de secuencias de estos genes reportadas en bacterias del
género Serratia. El calculo de cada ACq se hizo restando el Cqdel gen de interés (Cqcor)
al Cqdel gen de referencia (Cqrer), cOmo se observa en la Ecuacion (3.3). Para evaluar
cual gen de referencia era mas estable en las diferentes muestras analizadas, se usé el
software RefFinder (http://www.heartcure.com.au/reffinder; Xie et al., 2012). Se
determinaron curvas de eficiencia para cada par de primers, por medio de diluciones
seriadas de 10, usando ADNg como molde (Yun et al., 2006). Las eficiencias (E) y los
porcentajes de eficiencia (%E) se calcularon a partir de las pendientes de las curvas de

eficiencia, siguiendo la Ecuacion (3.4) y la Ecuacion (3.5) (Bustin et al., 2009).

ACq = Cqgrer — Cqcor Ecuacion (3.3)
E = 10~ 1/pendiente _ 1 Ecuacion (3.4)
%E =E x 100 Ecuacion (3.5)

3.2.9 Analisis estadistico

La mayoria de los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se presentan

como promedio *+ desviacion estandar (SD). Las barras de error en los graficos muestran
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1 SD (desviacion estandar) de las mediciones. Se us6 un ANOVA de una sola via para
determinar las diferencias significativas entre concentraciones de Ni(ll) sobre el pH y la
produccion de amonio. Este andlisis se realizd6 con el software OriginPro version 8
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Pruebas-t no pareadas se usaron para
comparar las medias de ACq entre los tratamientos explorados en los experimentos de
RT-gPCR (Presencia de Cd vs. Ausencia de Cd; Presencia de Cd sin urea vs. Presencia
de Cd con urea). El anterior analisis estadistico se realiz6 en el software GraphPad Prism

versiéon 9.0.0. Un p-valor < 0,05 se consideré como estadisticamente significativo.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Efecto del Ni(ll) sobre la actividad ureasa

En general, la suplementacién del medio de cultivo con Ni(ll) no tuvo un efecto importante
sobre el pH y la actividad ureasa de las bacterias del género Serratia, sin embargo, para
Acinetobacter sp. 6a si se presentd un impacto a 250 uM (Figura 3-1, Figura 3-2). Con
respecto al pH, se aprecié que la adicién de Ni(ll) no tuvo efecto en Serratia sp. 4.1a,
mientras que para Serratia sp. 5b se dio un aumento estadisticamente significativo a 250
UM, comparado con el control sin Ni(ll) adicionado (Figura 3-1). También, la presencia de
250 pM de Ni(ll) en el medio de cultivo produjo un aumento muy significativo (p < 0,001)
en el pH de Acinetobacter sp. 6a, comparado con las deméas concentraciones de Ni(ll)
testeadas (Figura 3-1). Un comportamiento similar se present6 con respecto a la
produccion de amonio, donde no hubo cambios significativos para Serratia sp. 5b, se dio
un aumento significativo a 100 uM con respecto al control para Serratia sp. 4.1a, y
Acinetobacter sp. 6a a 250 uM presenté un aumento muy significativo (p < 0,001) en la

produccion del ion amonio (Figura 3-2).

El Ni(ll) es importante para la actividad ureasa de las bacterias ya que sirve como cofactor
de las ureasas (Liu et al., 2017b), y en algunos casos induce su transcripcion (Benoit &
Maier, 2011; Dosanjh & Michel, 2006). La mayoria de ureasas bacterianas se componen
de tres genes estructurales (ureA, ureB y ureC), que forman la proteina, y cuatro genes
accesorios (urekE, ureE, ureG y ureD), que estan involucrados en la incorporacion de Ni(ll)
en la apoureasa y su posterior buen funcionamiento (Benoit & Maier, 2011; Liu et al.,
2017b). Asi, la presencia de Ni(ll) es vital para el buen funcionamiento de las ureasas, y

es de esperarse que a mayor cantidad del ion mayor sera la actividad ureasa. Alonso et al.



Capitulo 3 46

(2017) encontraron que la actividad ureasa de una cepa bacteriana ureolitica, aislada de
suelos alcalinos semiaridos de México, aumenté significativamente con la adicién de 8 y
10 mM de sulfato de niquel. De manera similar, Liu et al. (2017b) observaron un aumento
en la actividad ureolitica de una apoureasa expresada en E. coli BL21(DE3), en presencia
de 0,5 mM de Ni(ll). Ademas, ellos encontraron que a concentraciones mas altas de Ni(ll)
la actividad ureasa disminuye. Lo anterior se debe a que este metal a altas concentraciones
reprime la transcripcion de los genes de la ureasa (Benoit & Maier, 2011) y puede llegar a
ser toxico para las bacterias (Dosanjh & Michel, 2006). Este comportamiento se ratifica con
nuestros resultados, ya que para Acinetobacter sp. 6a crecida en 300 uM de Ni(ll), se
observa una caida dramatica del pH y la produccién de amonio con respecto a los valores
obtenidos en 250 uM (Figura 3-1, Figura 3-2).
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Figura 3-1: Efecto de diferentes concentraciones de Ni(ll) sobre el pH del medio de

cultivo después de 48 h de incubacion a 30 °C y 90 rpm. Diferencias estadisticamente

significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)y p < 0,001 (**%).

Con los resultados obtenidos se puede concluir que es necesario suplementar el medio de

cultivo de Acinetobacter sp. 6a con 250 pM de Ni(ll), para mejorar notablemente su
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actividad ureasa. En cuanto a Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b, los medios de cultivo se
podrian suplementar con 100 y 250 uM de Ni(ll), respectivamente. Esta suplementacion
generaria que ambas bacterias Serratia tengan una mejora en su actividad ureasa desde
la perspectiva estadistica, pero en la practica y desde la perspectiva bioguimica, el

aumento no es tan importante.
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Figura 3-2: Efecto de diferentes concentraciones de Ni(ll) sobre la producciéon de amonio

después de 48 h de incubacién a 30 °C y 90 rpm. Diferencias estadisticamente

significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) y p < 0,001 (**%).

3.3.2 Resistencia de las bacterias a Cd

La bacteria Acinetobacter sp. 6a mostrdé una inhibicion completa del crecimiento a 1,00
mM, mientras que las bacterias Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b presentaron crecimiento
hasta 2,00 mM e inhibiciébn completa a 4,00 mM (Figura 3-3). Estos resultados concuerdan
con otros valores de CMI determinados en estudios para otras bacterias, incluyendo los
géneros Acinetobacter y Serratia. Haroun et al. (2017) encontraron una inhibicion completa

del crecimiento a 20 mM y un crecimiento muy bajo a 10 mM para un aislado de



OD 600 nm

Capitulo 3 48

Pseudomonas aeruginosa. Por otro lado, Choudhary et al. (2012) trabajaron con cepas
bacterianas aisladas de residuos de minas de uranio, que presentaron CMI de Cd
alrededor de 0,1 y 2,0 mM. Entre ellas, dos aislados Serratia exhibieron inhibicién del
crecimiento a 0,1 mM. Otro ejemplo proviene del trabajo de Méndez et al. (2017), donde
se evalud la tolerancia a los metales pesados de varias cepas de Acinetobacter,
encontrando valores de CMI de Cd entre 0,22 y 1,23 mM.

2,2

2,0 - m4.1a @m5b mD6a
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Figura 3-3: Crecimiento bacteriano de las bacterias Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y
Acinetobacter sp. 6a en diferentes concentraciones de Cd(ll), después de 3 dias de
incubacién a 30 °C.

La toxicidad del Cd a determinada concentracion es uno de los factores mas cruciales para
su eficiente eliminacion por parte de las bacterias. Es importante porque el Cd afecta
directamente al crecimiento bacteriano y puede inhibir las actividades enzimaticas, lo que
puede conducir a la disminucion de la actividad ureasa (Bhattacharya et al., 2018) y la
afectacion de otros mecanismos de eliminaciébn de metales pesados. Por lo tanto, las
concentraciones de Cd que se pueden encontrar en los suelos cacaoteros del
departamento de Santander (0,01 - 27,00 mg kg* (Bravo et al., 2021), que, haciendo las
conversiones pertinentes, equivalen aproximadamente a 8,90x10° - 0,24 mM) son un

factor limitante para el uso de bacterias como técnica de remediacién. Tomando en cuenta
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lo anterior, las bacterias trabajadas en el presente estudio pueden crecer a las
concentraciones presentes en los suelos de cacao, e incluso crecer a concentraciones de
metal mas altas. Asi, la alta resistencia de estos aislados frente al Cd, a las
concentraciones presentes en los suelos a remediar, representa una ventaja para futuros

usos de estas bacterias en aplicaciones de campo.

3.3.3 Remocién de Cd en solucion

Se pudo determinar que las tres bacterias, Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter
sp. 6a, presentaron un alto porcentaje de remocion de Cd en solucién. Las que mejor
removieron el metal fueron las dos bacterias del género Serratia, presentando porcentajes
de remocién de mas del 99% (Figura 3-4, Figura 3-5) en las dos concentraciones de Cd(ll)
trabajadas. Para 0,05 mM de Cd(ll) se dieron porcentajes maximos de remocién de 99,70%
(Serratia sp. 4.1a) y de 99,62% (Serratia sp. 5b). Por su parte, para 0,15 mM de Cd(ll) se
presentaron maximos de remocién de 99,30% (Serratia sp. 4.1a) y 99,57% (Serratia sp.
5b). Para ambas bacterias se tuvieron porcentajes de remocién mayores al 99% desde las
48 h de tratamiento en 0,05 mM de Cd(ll) (Figura 3-4), mientras que este mismo porcentaje
de remocion se alcanz6 a las 96 h para el aislado Serratia sp. 5by a las 120 h para Serratia
sp. 4.1a en 0,15 mM de Cd(ll) (Figura 3-5). El Gnico reporte de uso de bacterias del género
Serratia para biorremediacion de Cd por MICP es el de Bhattacharya et al. (2018), donde
encontraron 96% de remocién de Cd en un medio con Cd(Il) 5 mg L (aproximadamente
0,0445 mM), urea y Ca(ll) durante 96 h de incubacion. Cabe destacar que las dos cepas
del género Serratia (Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b) aqui reportadas presentan mejores
remociones que la reportada por Bhattacharya et al. (2018) y, ademas, estos resultados
se encontraron en concentraciones mas altas que las trabajadas por esos autores.
También vale la pena sefialar que Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b presentaron
porcentajes de remocion de Cd comparables y ain mas altas que las reportados para otras
bacterias (Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019; Zheng et al., 2021). Todo
esto sugiere que las dos bacterias del género Serratia evaluadas tienen buena prospecciéon

para ser usadas en aplicaciones de biorremediacion del metal.

Por otro lado, el aislado Acinetobacter sp. 6a presenté un maximo de remocion de 98,87%
en el tratamiento con 0,15 mM de Cd(ll) (Figura 3-5), mientras que para 0,05 mM se dio un

méximo de 91,23% de remocion (Figura 3-4). En general no se encontré un desempefio
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tan bueno como el encontrado para los aislados Serratia, pero igualmente presenta
porcentajes de remocion que se consideran buenos y son comparables con aquellos
reportados para otras bacterias (Rajasekar et al., 2021; Tamayo-Figueroa et al., 2019;
Zheng et al., 2021). Su et al. (2019) reportaron un porcentaje de remocion de Cd del 100%
por parte de Acinetobacter sp. en condiciones éptimas determinadas en el trabajo. Asi, los
resultados del presente trabajo son comparables con este reporte, teniendo en cuenta que
no se hizo una optimizacion de las condiciones. Esto demuestra que la Acinetobacter sp.
6a también podria ser seleccionada como candidata en aplicaciones de biorremediaciéon

en campo.

Con respecto a la concentracion inicial de Cd(ll) en el medio de cultivo, se observd que
ésta tiene un efecto de retraso sobre la eficacia de remocién del metal, es decir, el proceso
de remocién es mas lento entre mas concentracién de Cd(ll) esté presente en el medio.
Las dos bacterias del género Serratia lograron remover mas del 90% de Cd(ll) durante las
primeras 24 h de tratamiento en 0,05 mM de concentracion inicial del metal; mientras que,
para el mismo tiempo pero en 0,15 mM, se tienen porcentajes de remocion mas bajos, de
33,45y 9,84% para Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b, respectivamente. Esto se debe a
gue el aumento en la concentracion de Cd(ll) tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano (Figura 3-3) y la actividad enzimatica (Bhattacharya et al., 2018; Chen et al.,
2014). En el caso de Acinetobacter sp. 6a, para ambas concentraciones trabajadas, la
remocion no sucede abruptamente en 24 h como para las Serratia en 0,05 mM de Cd(ll),
sino que aumenta progresivamente durante las 144 h del experimento (Figura 3-4, Figura
3-5). Curiosamente, la Acinetobacter sp. 6a fue capaz de remover mas metal al final del
tratamiento en 0,15 mM que en 0,05 mM. Este resultado se puede deber a un aumento en
la actividad ureasa de la bacteria crecida en 0,15 mM de Cd(ll) en comparacién con el
cultivo en 0,05 mM. Esto sugiere una posible respuesta frente al estrés generado por
presencia de una mayor concentracion de Cd(ll) (Chen et al., 2014; Huang et al., 2022)
(Como se observo en el anterior capitulo en las curvas de pH y produccién de amonio de

Acinetobacter sp. 6a, Figura 2-10).
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Figura 3-4: Remocion de Cd(ll) por Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp.
6a en medio liquido LB + urea (30 g L) suplementado con Ca(ll) (6,80 mM) y Cd(ll)
(0,05 mM). Las bacterias se crecieron en agitacion constante a 30 °C.
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Figura 3-5: Remocién de Cd(ll) por Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp.
6a en medio liquido LB + urea (30 g L) suplementado con Ca(ll) (6,80 mM) y Cd(ll)

(0,15 mM). Las bacterias se crecieron en agitacion constante a 30 °C.
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3.3.4 Andlisis de los precipitados producidos por MICP

= Microscopia 6ptica y analisis cualitativo de carbonatos

Las tres bacterias produjeron precipitados en el medio de cultivo suplementado con urea,
Ca(ll) y Cd(Il). Las bacterias Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b formaron alta cantidad de
precipitados cuando la fuente de Ca(ll) fue CaCl,.2H,O (Figura 3-6 A y C), mientras que
en Ca(NOs3)..4H.O se observé menor precipitacion o incluso ausencia del fendmeno
(Figura 3-6 B y D). Esto es un comportamiento esperado, ya que la fuente de Ca(ll) que se
usa en el proceso de MICP tiene un efecto directo sobre la actividad ureasay la produccion
de cristales de las bacterias (Achal & Pan, 2014). Por otro lado, la bacteria Acinetobacter
sp. 6a formé precipitados con ambas fuentes de Ca(ll) (Figura 3-6 E y F), aunque estos
fueron escasos y de menor tamafio. Con respecto a la morfologia de los precipitados, se
pudo observar que, en medio sdélido, los cristales generados por las bacterias del género
Serratia presentan formas esféricas o cubicas sin los bordes definidos, mientras que
aqguellos producidos por Acinetobacter sp. 6a presentan en general una forma octaédrica
(bipirdmide con base cuadrada). Es importante destacar que la bacteria Serratia sp. 4.1a
también forma cristales con formas bipiramidales cuando se encuentra en medio liquido
(Anexo A-5).

Para tener un primer indicio de si los precipitados generados por las bacterias eran
carbonatos, se hizo una prueba cualitativa con HCI sobre los precipitados recuperados
desde medios de cultivo liquido sin calentamiento (primer procedimiento de obtencion de
precipitados descrito en la seccién 3.2.5 Produccién y obtencién de precipitados). A partir
de estos experimentos se encontré que hay presencia de carbonatos en los precipitados
generados por las bacterias, ya que en contacto con HCI se produjo efervescencia (Figura
3-7 C-E), lo cual indica produccién de CO desde COs? (Ecuacion (3.2)). Fue importante
probar que la produccion de gas no se diera por reaccién entre el HCl y la bacteria o
residuos de esta, por lo que se hizo la reaccidon con bacteria recuperada de cultivo sin urea,
para evitar la formacion de precipitados, obteniendo ausencia de efervescencia (Figura 3-
7 Ay B). Asimismo, un control positivo de la reaccion se us6 con fines de comparacion
visual (Figura 3-7 F). Generalmente este tipo de experimento cualitativo se hace por
observacién macroscopica al ojo desnudo, pero, a partir de los resultados obtenidos, se

concluye que la observacion bajo microscopio es necesaria en los casos donde se tenga
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poca muestra, ya que permite una clara observacion del fenémeno de efervescencia,

disminuyendo la posibilidad de tener un falso negativo.

Figura 3-6: Precipitados producidos por las tres bacterias incubadas en medio sdlido LB
+ urea (30 g L) + Ca(ll) (20,4 mM) + Cd(ll) (0,15 mM), durante 6 dias a 30 °C. Se
probaron dos fuentes de Ca(ll), Ca(NO3)..4H,O y CaCl..2H,0. (A) Precipitados de

Serratia sp. 4.1a con CaCl,.2H,0; (B) Precipitados de Serratia sp. 4.1a con

Ca(NO0:s)2.4H,0; (C) Precipitados de Serratia sp. 5b con CaCl..2H,0; (D) Precipitados de

Serratia sp. 5b con Ca(NO3)..4H,0; (E) Precipitados de Acinetobacter sp. 6a con
CaCl,.2H,0; (F) Precipitados de Acinetobacter sp. 6a con Ca(NOs3)..4H,0. Observacion
al microscopio 6ptico con 40X de aumento, exceptuando las imagenes E y F que se
tomaron a 100X.
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Figura 3-7: Prueba cualitativa de carbonatos realizada con HCI 1,2 M. Imagenes

tomadas bajo microscopio 6ptico (Olympus CX31; 100X de aumento). (A) Control
negativo, bacteria fresca sin precipitados; (B) Control negativo, bacteria seca sin
precipitados; (C) Precipitados de Serratia sp. 4.1a; (D) Precipitados de Serratia sp. 5b;
(E) Precipitados de Acinetobacter sp. 6a; (F) Control positivo, Na,COs.

= Andlisis por DRX

Los precipitados obtenidos a partir de Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b fueron
identificados como calcita por comparacion de los patrones de DRX con bases de datos
(Figura 3-8). Infortunadamente, en el caso de la bacteria Acinetobacter sp. 6a no se pudo
hacer la identificacion, debido a que en el proceso de filtrado y obtencion de los

precipitados se presentaron problemas que impidieron tener suficiente cantidad y calidad
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de muestra para los analisis. Los tres principales inconvenientes fueron la baja cantidad
de precipitado formado por Acinetobacter sp. 6a, el pequefio tamario de los pocos cristales
formados, y la capacidad de produccién de surfactantes por parte de bacterias del género
Acinetobacter (Chen et al., 2012), lo cual impidio la correcta filtracion. Aun asi, usando el
primer procedimiento de obtencién de precipitados (desde medio de cultivo liquido y sin
calentamiento), se pudo recuperar un precipitado cuyo patrén de DRX (Figura 3-8) se
asemeja al del carbonato de calcio amorfo (Wang et al., 2015). De esta manera, se
confirma la capacidad de precipitaciébn de carbonatos por parte de las bacterias Serratia
sp. 4.1a y Serratia sp. 5b. Por otro lado, todo el trabajo realizado con Acinetobacter sp. 6a
apunta a que los precipitados obtenidos a partir de esta bacteria son carbonatos, pero aun
asi se necesita hacer la identificacion con una técnica robusta (por ejemplo, DRX) para

afirmar inequivocamente esta premisa.

En la mayoria de articulos cientificos consultados para este trabajo, no se encontr6 una
descripcion clara del proceso de recuperacion de precipitados/cristales. Para nuestro caso,
con el procedimiento mas reportado y comun en literatura (el que llamamos “primer
procedimiento”, desde cultivo liquido y sin calentamiento), se obtenian sélidos que a simple
vista se veian muy contaminados con biomasa de bacterias. Por lo anterior, se probaron
otros dos procedimientos de recuperacion de precipitados, cuya diferencia fundamental
radicé en el uso de calentamiento para desligar los cristales de las bacterias (Montoya et
al., 2005) y disminuir la solubilidad del carbonato de calcio en agua (Coto et al., 2012).
Como ya fue mencionado anteriormente, los precipitados de Acinetobacter sp. 6a solo se
recuperaron usando el primer procedimiento, por lo que no se pudo hacer comparacion de
métodos de recuperaciéon de precipitados para esta bacteria, siendo solo realizado para
las bacterias del género Serratia. Se observé gue el calentamiento tuvo un alto impacto en
la calidad de precipitado recuperado. Esto se observa claramente en la diferencia entre los
patrones de DRX obtenidos para los precipitados recuperados sin calentamiento y con
calentamiento (Figura 3-9). Para el caso del primer procedimiento (desde medio liquido y
sin calentamiento), se obtiene un patron similar al del carbonato de calcio amorfo (Wang
et al., 2015), el cual indica una baja cristalinidad. Al contrario, para el segundo y tercer
procedimiento (desde medio sélido con calentamiento y medio liquido con calentamiento,
respectivamente), se obtienen patrones de difraccion con picos claros que coinciden con
los de la calcita. Se proponen dos hip6tesis para explicar este comportamiento: (1) en los

precipitados obtenidos por el procedimiento sin calentamiento quedan muchas bacterias
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adheridas, lo que genera una disminucién en la pureza y cristalinidad, mientras que al
calentar las bacterias estas se desprenden del sélido lo que permite obtener un cristal
menos contaminado; y (2) las bacterias Serratia estan generando carbonato de calcio
amorfo que se puede transformar a calcita al someterlo a un proceso de calentamiento
(Cartwright et al., 2012; Garvie et al., 2022). Se requieren mas experimentos y el uso de

otras técnicas mas robustas para probar o refutar estas hipétesis.

Calcita
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Figura 3-8: Patrones de DRX de los precipitados generados por Serratia sp. 4.1ay
Serratia sp. 5b en medio sélido, y Acinetobacter sp. 6a en medio liquido. El patrén del

control de calcita se tomd de la base de datos RRUFF.
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Figura 3-9: Comparacion de los patrones de DRX de los diferentes procedimientos de
obtencion de precipitados usados. Difractogramas de los precipitados de Serratia sp.
4.1a (izquierda) y de Serratia sp. 5b (derecha). “liquido sin calentamiento” hace
referencia al primer procedimiento, “sélido + calentamiento” al segundo procedimiento, y

“liquido + calentamiento” al tercer procedimiento.

= Andlisis por SEM-EDX

Los precipitados generados por Serratia sp. 4.1a y Serratia sp. 5b presentaron variedad
de formas y tamafnos. En general, se observaron cristales aglomerados y con formas
irregulares (Figura 3-10). Bhattacharya et al. (2018) también encontraron formas similares
para el carbonato de calcio y cadmio precipitado por una cepa de Serratia marcescens.
Los tamafios de los precipitados variaron mucho, encontrdndose soélidos aglomerados de
100 um de diametro, hasta pequefios cristales con diametros entre 2 y 5 um. La variacion

en tamanos y formas de estos precipitados se debe a que los microorganismos tienen un
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impacto directo sobre la nucleacién y formacion de estos minerales (Benzerara et al., 2011;
Zhao et al., 2019), por ejemplo, pueden inhibir el crecimiento de los cristales en ciertas
direcciones al producir ciertas moléculas, lo que conlleva a la formacion de precipitados
con formas particulares (Benzerara et al., 2011). Asi, el proceso de bioprecipitacion
dependera de cada especie y de distintos factores bioldgicos (Frankel & Bazylinski, 2003;
Li et al., 2010), produciendo precipitados con diferentes formas y tamafios. Cabe destacar
gue ambas bacterias produjeron precipitados en forma de placas apiladas (Figura 3-10 B
y E), estructura que ha sido reportada anteriormente para carbonato de calcio (Cheng et
al., 2014; Li et al., 2010).

Con respecto al analisis elemental por EDX, se observé la presencia de Cd en los
precipitados y se confirmé la precipitacién de carbonato de calcio por parte de las bacterias
(Figura 3-10). De esta forma se demuestra que el Cd se estd inmovilizando sobre el
carbonato de calcio precipitado por las bacterias, fendmeno que ya habia sido descrito y
comprobado experimentalmente en otros trabajos (Bhattacharya et al., 2018; Khadim et
al., 2019). Es importante notar que la proporcién de Cd frente a los demas elementos es
muy baja, y hasta en algunas zonas de los precipitados no se pudo encontrar (datos no
mostrados). Lo anterior se puede explicar debido a tres razones: (1) en el medio de cultivo
inicial la cantidad de Ca(ll) es mucho mayor a la de Cd(ll), con 136 veces mas del primero
gue del segundo ([Ca(I]/[Cd(I1)]=136); (2) el EDX es una técnica de superficie, por lo que
el andlisis elemental que se estd obteniendo sélo tiene en cuenta la parte exterior de los
precipitados, mas no analiza el Cd que se esta inmovilizando dentro del bulk de carbonato
de calcio; y (3) no se tuvieron en cuenta los otros mecanismos de inmovilizaciéon de Cd
(ver seccion 1.1.4 Biorremediacion de metales pesados usando bacterias), que muy
probablemente tengan una buena participacion en la remocion del metal, por lo que habria
menos Cd disponible para inmovilizarse en forma de carbonato. Por lo tanto, se hace
prudente analizar y cuantificar el Cd retenido en estos precipitados, para tener una mejor

idea del papel de la MICP en la remocién de Cd por parte de las bacterias trabajadas.



Capitulo 3

1600 Ca FElement wt.% at %
| o 4585 4917
1400 c 27.44 3920
| Ca 2383 10.20
12004 P 248 137
| cd 040  0.06
« 1000
E 4
> 800
[} i
O 600- cd
400
lco P
Mo LTI
0] "™
LB S L R A B L BB B L B AL B L
SEM Fisica UNAL 0 1 2 3 4 5 6 7
SEM HV: 30.0 kV WD: 10.00 mm
s o Energy (keV)
3500
| c El wt.% at.%
a o 4799 5631
3000 Ca 3167 1484
1 c 1742 2723
2500 P 2.58 1.56
| cd 034  0.06
[7)
= 2000
= g
S 1500
| Cd
1000
500 ¢ © P V\
‘ A
VEGAS TESCAN|
LB S L R A B L BB B L B AL B L
SEM Fisica UNAL 0 1 2 3 4 5 6 7
i Energy (KeV)
View field: 17.3 pm Date(m/dly): 06/03/22 gy
6000
Ca Element wt.% at.%
[6) 4859 60.03
5000 Ca 38.38  18.93
c 12.76  21.00
cd 027 0.05
4000
7]
€
S 3000
Q |
(&)
2000 Cd
1000
(0]
S I
0
LB R S L AL B L B L B B R L B AL
0 1 2 3 4 5 6 7

‘ LA
SEM HV: 10.0 kV WD: 10.01 mm | | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 12.0 kx Det: SE 5pm Energy (keV)

View field: 17.3 ym Date(m/dly): 06/03/22 SEM Fisica UNAL




Capitulo 3 60

El wt. % at. %
1000+ o 4507 4325
c 39.65 50.68
Ca 1283  4.92
800 Ca P 2.29 1.13
cd 0.17 0.02
L 600
c
=
[}
O 4004 c Cd
(0]
P
200 J b\
WGAJE;CAN 0+ e
T T T L B AL L L L LR
SEM Fisica UNAL o 1 2 3 4 5 6 7
SEM HV: 150 kV WD: 10.00 mm
R S bt Energy (keV)
1800
1cC Element wt. % at. %
1600 9 57.30 65.94
- o 37.05 3201
1400 Ca 4.47 1.54
i P 1.12 0.50
1200 Cd 0.06 0.01
ﬂ 4
c 1000
= ]
S 8001 Ca
600 || O Cd
400 P
200-U f\
VEGA3 TESCAN 0-
T T T T T T
SEM Fisica UNAL 0 1 2 3 4 5 6 7
e e Energy (keV)
View field: 17.3 ym Date(midly): 06/03/22
10000
Ca “Eiement wt.% at.%
[ 5293  60.73
Ca 30.08 1378
8000+ o] 16.56  25.32
s 025 0.4
cd 018 0.03
0 6000+
i
c
=
[]
O 4000
S cd
2000 O
-m._——
0
LA B L AL R BB A B LR A B R B L B
SEM Fisica UNAL 0 1 2 3 4 5 6 7
SEM HV: 150 kV 'WD: 10.00 mm
SEM MAG: 12.0 kx Det: SE, BSE Energy (kev)

View field: 17.3 pm Date(midly): 06/03/22

Figura 3-10: Micrografias de SEM (izquierda) y sus respectivos espectros EDX (derecha)
de los precipitados producidos por Serratia sp. 4.1a (A-C) y Serratia sp. 5b (D-F).
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3.3.5 Genes de resistencia a Cd presentes en las bacterias

Para evaluar el posible origen de la resistencia a Cd de las bacterias Serratia sp. 4.1a,
Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, se amplificaron diferentes genes asociados a
resistencia a Cd (Anexo A-1) por PCR de tiempo final, a partir del ADN de las tres bacterias
en cuestion. Se determind la presencia de genes asociados al operon czc en Serratia sp.
5b y Acinetobacter sp. 6a, como se observa en la Figura 3-11 en el tercer carril de la zona
E y en el cuarto carril de la zona C, respectivamente. Este operdn codifica para una bomba
de eflujo que permite el transporte de Co, Zny Cd por difusién hacia el interior/exterior de
la célula (Das & Dash, 2017; Kamika & Momba, 2013), mecanismo que usan las bacterias
para bioacumular los metales toxicos o expulsarlos, y asi resistir al estrés causado por
estas especies quimicas. Esto indica que las cepas Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a,
tienen la capacidad de acumular el Cd y de esta forma inmovilizarlo. Asi, como era de
esperarse, estas bacterias no solo dependen de la actividad ureasa como respuesta frente
al estrés del metal, sino que poseen al menos otro mecanismo extra para hacer frente a

este obstaculo.

Con respecto a los otros primers probados, se encontré que en algunos casos no hubo
amplificaciéon (por ejemplo, para los genes cadA y nccA, Figura 3-11 zonas Ay D), mientras
gue en otros hubo amplificacién inespecifica (por ejemplo, para los genes smtAB y zntA,
Figura 3-11 zonas B y F). De lo anterior no se puede concluir la ausencia de ciertos genes
en las bacterias, sélo se puede afirmar que los primers usados no fueron adecuados para
determinar la presencia de estos genes. Por consiguiente, se podrian probar otros primers,
ya sean reportados en literatura o disefiados, para seguir explorando la presencia de genes
de resistencia a Cd en estas bacterias; o mejor, se deberia hacer uso de otras técnicas
mas robustas para tal fin, como lo son la metagendémica funcional (Zheng et al., 2019) o
los estudios de transcriptémica por RNA-seq (Lu et al., 2017). Por ejemplo, Huang et al.
(2022) estudiaron el mecanismo molecular por el cual Bacillus velezensis LB002 lleva a
cabo el proceso de mineralizacion de Cd en altas concentraciones de éste. Para ello,
usaron la aproximacion de RNA-seq con confirmacion por RT-qPCR, encontrando que el
estrés de Cd permite una regulacién positiva sobre algunos genes relacionados con la
produccion de vaterita, indicando que esta bacteria puede inducir la mineralizacién del Cd

para reducir la toxicidad del mismo.
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Figura 3-11: Electroforesis de los productos de PCR de los genes de resistencia a Cd.
Cada letra mayuscula de A a F corresponde a los productos de PCR para un gen, con las
muestras ordenadas en cada carril de izquierda a derecha como Control negativo,
Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a. Genes: cadA (A), smtAB (B),
czcA (C), nccA (D), czc (E), zntA (F). Condiciones de corrida: Gel de agarosa 1,5%,
buffer TBE, 90 V, 70 min de corrida. M, marcador molecular 100 bp plus DNA Ladder
(Bioron). Valores de escalera molecular en bp (pares de bases).
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3.3.6 Expresién diferencial del gen czc

Los experimentos de expresion diferencial se llevaron a cabo para el gen czc en la bacteria
Serratia sp. 5b. No se pudo realizar este analisis para Acinetobacter sp. 6a, a pesar de que
el gen se encuentra también en esta bacteria (Figura 3-11), debido a problemas en su
crecimiento y en la extraccion del ARN. ElI ARN total obtenido de los cultivos de Serratia
sp. 5b se mantuvo intacto al final del proceso de extraccion (Anexo A-6), presentando en
la electroforesis dos bandas claramente definidas para los ARNr 23S/16S y sin un
smearing considerable (Winz et al., 2017). Ademas, la pureza de estas muestras de ARN
se confirmo6 midiendo las relaciones 260/280 y 260/230 por espectrofotometria (Anexo A-
6), tal como se solicita en las guias MIQE para publicar datos de RT-qPCR (Bustin et al.,
2009). La ausencia de ADNg en las muestras de ARN, y por consiguiente la eficacia de la
ADNasa | usada, se comprob6 (Anexo A-7), obteniendo productos de PCR del gen 16S
rRNA Unicamente en los controles positivos (ADNg y muestras de ARN sin tratar con
ADNasa). Asi, con la informacién anterior, se concluye que el ARN usado para los
experimentos tenia las caracteristicas adecuadas para realizar las reacciones de

transcripcién reversa.

Tabla 3-1: Eficiencias calculadas a partir de las curvas de eficiencia (Anexo A-8) para cada

par de primers usados en los experimentos de RT-gPCR.

Porcentaje de

Gen Primers Eficiencia eficiencia (%)
czc (GOI?) cadSM-F 1,08 108
cadSM-R ’
rB-F
gyrB » 1,12 112
gyrB-R
rpoB-F
rpoB 1,03 103
P rpoB-R
519F
16S rRNA V4-V5 1,10 110
909R

a8 GOI: Gene of Interest

Para hacer un correcto andlisis de expresion diferencial de genes, es necesario que la

eficiencia de los primers usados para las gPCR presenten valores en el rango de 90-110%
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(Schmittgen & Livak, 2008). Los primers usados en el presente trabajo presentaron
eficiencias dentro de este rango (Tabla 3-1), exceptuando aquellos para el gen gyrB cuyo
porcentaje es un poco mas alto que el maximo permitido. También, es importante destacar
qgue el gen de referencia 16S rRNA V4-V5 fue el que menor variacién en la expresion
presento en las tres condiciones estudiadas (Figura 3-12), es decir, se considera el gen de
referencia mas estable para el presente estudio. El gen gyrB fue el menos estable, lo que

significa que en las condiciones probadas su expresion varia considerablemente.

Comprehensive gene stability

3,0 4 2,711
2,5 -
2,0 - 1,861
1,5 -
1,0 -

0,5 -

0,0 -

16S rRNAV4-V5 rpoB gyrB

== Most stable genes Least stable genes ==

Figura 3-12: Estabilidad de los genes de referencia en las condiciones estudiadas.
Ranking final entregado por RefFinder, que tiene en cuenta diferentes programas
computacionales (geNorm, Normfinder, BestKeeper, y el método comparativo Delta-Ct)

para comparar y ranquear los genes segun su estabilidad.

Los resultados de los experimentos de RT-qPCR indican que la presencia de Cd(ll) no
juega un papel significativo en la expresion del gen czc en Serratia sp. 5b; sin embargo, la
presencia de urea (en presencia de Cd(ll)) si aumenta significativamente la expresion de
este gen (Figura 3-13). Chi et al. (2020) reportaron la expresion diferencial de los genes
de resistencia a Cd cadA, czcD y zitB en Bacillus megaterium NCT-2 y Bacillus
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paranthracis NT1, cultivados en presencia y ausencia de Cd(ll). Ellos encontraron que la
expresion del gen cadA aumenta cuando la bacteria se expone a Cd(ll), lo que sucede
igualmente para el gen zitB en B. megaterium NCT-2. Por el contrario, encontraron que el
gen czcD de B. paranthracis NT1 disminuye su expresion en presencia del metal. En el
presente estudio, la expresion del gen czc en Serratia sp. 5b pudo no ser alterada por la
presencia de Cd debido a la concentracion relativamente baja de éste a la cual fue
expuesta la bacteria, considerando que puede crecer en concentraciones mas altas que
0,15 mM (Figura 3-3). Curiosamente, la expresion del gen en cuestidn si se vio afectada
por la presencia de urea, al menos al tener en cuenta los resultados con el gen mas estable
(16S rRNA V4-V5) como gen de referencia. Buscando en la literatura, no se encontraron
reportes que documenten la sobreexpresion de un gen de resistencia a Cd por presencia
de la urea, lo que significa que este es, aparentemente, el primer reporte de este fenébmeno.
Este resultado parece contraintuitivo teniendo en cuenta que la urea permite que la bacteria
precipite el Cd, disminuyendo asi su toxicidad y por consiguiente no tendria necesidad de
sobreexpresar el gen de resistencia al metal. Todavia no se tiene una justificacion clara
para explicar lo encontrado, por lo tanto, se deben hacer méas experimentos y analisis que

conlleven a su explicacion.
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Figura 3-13: Dot plot de la expresién del gen czc de Serratia sp. 5b normalizado frente a
los tres genes de referencia usados, para los tres diferentes tratamientos estudiados (LB

+ Urea; LB + Urea + Cd(ll); LB + Cd(ll)). Las lineas horizontales hacen referencia a la

media de los datos. Diferencias estadisticamente significativas: p < 0,05 (*), p < 0,01

(**)y p < 0,001 (**%).

3.4 Conclusiones

El presente trabajo registré la capacidad de las bacterias Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b
y Acinetobacter sp. 6a, para remover Cd en medio acuoso basado en el mecanismo de
MICP. Las bacterias del género Serratia presentaron porcentajes de remocién de Cd

cercanas al 100%; mientras que la Acinetobacter sp. 6a presentdé un porcentaje de



Capitulo 3 67

remocion cercano al 90% con una concentracion inicial de 0,05 mM de Cd(ll), aunque
mostré casi 100% de remocion en 0,15 mM de Cd(ll) inicial. El andlisis de los precipitados
obtenidos sugiere que parte del Cd se inmovilizé en una matriz de calcita, pero también se
cree que otros mecanismos estan involucrados en la alta remocion del metal por parte de
estas bacterias. También, se concluye que la suplementacién del medio de cultivo con
Ni(Il) no afecta notablemente la actividad ureasa de las bacterias del género Serratia, pero
si tiene un efecto positivo sobre la misma actividad en el caso de Acinetobacter sp. 6a.
Ademads, se determind gue estas bacterias pueden sobrevivir en concentraciones de Cd(ll)
mayores a las encontrados en los suelos que se pretenden tratar, dado que, por ejemplo,
Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a poseen el operdn czc que les confiere resistencia
frente al estrés del Cd. La expresion del gen czc en Serratia sp. 5b no se vio afectada por
la presencia de Cd, pero si por la presencia de urea, cuyo efecto fue regular positivamente

su expresion.

El presente trabajo es de los pocos que reportan una gran eficacia de bacterias de los
géneros Serratia y Acinetobacter para remover Cd(ll) por MICP. Ademas, se reporta por
primera vez la expresion diferencial del gen de resistencia a Cd czc en presencia de urea.
Este estudio proporciona informacion que explica el potencial uso de estas bacterias en
biorremediacién de suelos con presencia de Cd; ademas, contribuye a la generacion de
conocimiento alrededor de la microbiota presente en suelos colombianos y del uso de

MICP en biorremediacion de metales pesados.



4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

En el presente trabajo se analiz6 el potencial de bioremediacién de Cd de un grupo de
bacterias ureoliticas resistentes al metal, aisladas de suelos cacaoteros con presencia de
Cd, provenientes del municipio de ElI Carmen de Chucuri, Santander. Se seleccionaron
tres bacterias, Serratia sp. 4.1a, Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, que presentaron
buenas caracteristicas para ser usadas en aplicaciones de remediacion. Las tres bacterias
tuvieron la habilidad de crecer en presencia de Cd(ll), en concentraciones superiores a las
gue se pueden encontrar en algunos suelos de Santander. En general, el Cd no tuvo un
impacto negativo sobre la actividad ureasa de las bacterias seleccionadas, por lo que se
hace viable su uso en remediacién por MICP. Las bacterias del género Serratia removieron
cerca del 100% de Cd(ll) durante 144 h de tratamiento a concentraciones iniciales de 0,05
y 0,15 mM, en experimentos en medio acuoso. Por otro lado, la bacteria perteneciente al
género Acinetobacter tuvo un porcentaje de remocion cercano a 90% en 0,05 mM de Cd(ll)
inicial, mientras que a 0,15 mM pudo remover casi el 100% del metal. Luego, se confirmo
la bioprecipitacion de CaCOs3 por parte de las bacterias, y en algunos casos se encontrd
Cd en esta matriz. Asi, se comprobd la inmovilizacion de Cd por coprecipitacion de calcita
por parte de las bacterias trabajadas. Esta capacidad de remocién y bioprecipitacion de Cd
por parte de las bacterias se sustenta en la facultad que tienen para resistir el estrés
generado por el metal. Asi, se determind la presencia de un gen, perteneciente al operén
czc, en las bacterias Serratia sp. 5b y Acinetobacter sp. 6a, el cual les confiere resistencia
frente al Cd. Asimismo, se pudo establecer que la expresion de este gen no se ve afectada

por la presencia del metal, pero si aumenta su expresién en presencia de urea.

Este trabajo muestra el potencial uso de bacterias ureoliticas en aplicaciones de
remediacion de Cd. Ademas, contribuye en la investigacion y generacion de conocimiento
sobre la microbiota presente en los suelos colombianos y su posible uso. También, hace
parte de los pocos reportes que se han hecho en Colombia sobre MICP para remediacion
de metales pesados. Cabe destacar que, hasta donde sabemos y hemos investigado, s6lo
hay un reporte de remociéon de Cd por MICP usando bacterias del género Serratia
(Bhattacharya et al., 2018), por lo que el presente trabajo seria el segundo reporte,

mostrando la capacidad y alta eficacia de dos bacterias de este género para remover Cd
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por MICP, lo que conlleva a una gran prospeccion de uso en este contexto. Igualmente, se
reporta por primera vez el efecto de la urea sobre la expresion de un gen de resistencia a
Cd.

4.2 Recomendaciones

Para comprobar el potencial uso de las tres bacterias trabajadas en remediacién de Cd en
suelos, se propone hacer experimentos a nivel de laboratorio sobre suelo con presencia
del metal. De esta manera, se determinaria definitivamente si estas bacterias pueden ser
usadas en campo para la actividad en cuestion, que seria el siguiente paso que seguir en
este proyecto. Previo a su uso en campo, hay que verificar la patogenicidad de las
bacterias, ya que se sabe que muchas especies de los géneros Serratia y Acinetobacter
son patdgenas para humanos, lo que complicaria su uso en biorremediacion. También, es
importante estudiar el efecto del tratamiento con estas bacterias sobre el contenido de Cd
en la planta. Se recomienda hacer experimentos donde se observe si la concentracion de
Cd en las plantas de cacao disminuye, después de tratar el suelo adicionando las bacterias
(bioaumentacién) o promoviendo el crecimiento especifico de éstas (bioestimulacion).
Adicionalmente, se podria hacer un estudio metataxondémico, para observar como cambia
la comunidad bacteriana en esos suelos tratados, y tratar de comprender el papel de las

bacterias en el proceso de inmovilizacién de Cd en el suelo.

Con respecto a la bioprecipitacién, se sugiere optimizar la produccion de precipitados de
Acinetobacter sp. 6a, para poder identificar estos sélidos certeramente. Asimismo, se
recomienda cuantificar el Cd de los precipitados por F-AAS. Este Ultimo andlisis se haria
para determinar la presencia de Cd, no s6lo en la superficie, sino también en el bulk del
sélido, confirmando una vez mas que el Cd se esta inmovilizando en la matriz de carbonato.
Por ultimo, se recomienda realizar experimentos que permitan discriminar la remocion de
Cd por los diferentes mecanismos que tiene la bacteria. De esta forma, la remocioén no sélo
se le atribuiria a la bioprecipitacién en forma de carbonatos, sino que se tendrian en cuenta
los otros mecanismos que se sabe tienen las bacterias. Para ello, se recomienda hacer los
mismos experimentos de remocién de Cd que se hicieron en el presente trabajo, pero
cambiando ciertas condiciones; por ejemplo, se podria hacer una variante del experimento
donde se cuantifigue la remocién del metal en presencia de urea, encontrando el

porcentaje de remocion debido a todos los mecanismos, y en ausencia de urea,
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encontrando la remocién debida a solamente los mecanismos que no sean MICP, lo que
indicaria, por diferencias entre ambos, la remocion en virtud Unicamente del mecanismo
MICP.

Por otro lado, seria interesante hacer un estudio de transcriptomica con las tres bacterias,
para comprender como estas responden frente al estrés del Cd a nivel molecular. Se
deberia analizar el cambio en expresion de genes en presencia y ausencia del metal, para
observar cuéles genes se involucran en la respuesta frente a la toxicidad y cuales se ven
afectados por lo mismo. Igualmente, seria interesante hacer un andlisis similar al realizado
por Huang et al. (2022), donde se estudiaria si genes responsables de la bioprecipitacion
de Cd aumentan su expresién en presencia del metal, como respuesta frente a su

toxicidad.
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= Anexo A-1: Primers usados en el trabajo.

Proteina/ARN que  Nombre del o Temperatura  Tamafio del _
codifica fimer* Secuencia (5'-3’) de annealing amplicon Referencia
P (°C) (pb)
Unidad 16S del 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Montafio-
ARN ribosomal 55 ~1500 Salazar et
(16S rRNA) 1492R GGYTACCTTGTTACGACTT al., 2018
Regién V4-V5 de
la unidad 16S del 519F CAGCMGCCGCGGTAATAC Montafio-
ARN ribosomal 55 ~400 Salazar et
(16S r\szsl\)lA Vv4- 909R CCGTCAATTCATTTGAGT al., 2018
] cadl CAAAYTGYGCRGGHAARTTYGA
Bomba de eflujo 55 1049 Zhang et
de Cd(Il) (cadA) al., 2008
cad?2 AACTAATGCACAAGGACA
] SmMtAB-F GATCGACGTTGCAGAGACAG
Metalotioneina 56 480 Khan et al.,
(SMtAB) 2016
smtAB-R GATCGAGGGCGTTTTGATAA
Parte interna de czcAl TCGACGGBGCCGTGGTSMTBGTCGAGAA
una bomba de 63 232 Roosa et
eflujo de al., 2014
Colzn/Cd (czcA) CZCA2 GTVAWSGCCAKCGGVBGGAACA
Parte interna de nccAl TTYAGCCAGGTVACSGTSATYTT
una bomba de 63 532 Roosa et
eflujo de Ni/Co/Cd al., 2014
(ncecA) NccA2 GCYGCRTCSGCRCGCACCAGRTA
de Co/zn/Cd 59,3 149 Este trabajo
(czc) cadSM-R AGAAGAAATGCAGCGCATCC
t ATPatsaF?b“eCd ZntA-F AATCGAAAATGCCGTCACCG
rans';cr’]r;Hg &6 59,6 169 Este trabajo
(zntA) ZntA-R CACGGCATCTTTGGCTGTC
Subunidad B de la rpoB-F CGGAAGGTCCAAACATCGGT
ARN polimerasa 59 184 Este trabajo
(rpoB) rpoB-R TCATCCAGGTTGGAGTTCGC
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) gyrB-F CGTGTCTATTCGCCTGAAGGA
Subunidad § de la 59 190 Este trabajo

ADN girasa (gyrB)
yrB-R CTGGAAACCGTCGTTCCACT

*Primers forward finalizan con F o 1. Primers reverse finalizan con R o 2.

= Anexo A-2: Interferencia/inhibicion de los medios de cultivo sobre la cuantificacion de amonio
por el método de fenol-hipoclorito modificado. Se usé como control la reaccion en agua
desionizada y se seleccioné una dilucion pequefia donde se encontraron valores cercanos al
control. Para TSB se uso la dilucion 1/30 y para LB se us6 1/60.
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Control
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Anexo A-3: Esquema del disefio experimental alternativo usado debido a las restricciones

de acceso al laboratorio por el COVID-19.
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Anexo A-4: Cédigo de R usado para hacer el andlisis de regresion de modelo mixto con

ajuste polinémico ortogonal.

O J o) U bW

o)

11,
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19,

setwd ("#Aqui se pone la ruta de acceso al archivo de excel donde se
tiene los datos#")

. library (readxl)

librarx(KMsurv)

library (survMisc)

library (survminer)
(

library (car)

Data <- readxl::read xlsx("#Nombre del archivo de excel + .xlsx#")
Data <- within (Data,

—

Muestra <-

Intervencion <-

{

factor (Muestra)
factor (Intervencion)
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/library.html
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47.
48.
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51,
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535
54.
55.
56
57

58 .
59,

60.
61.
62.
63.
64.

85,

str (Data)

pH <- subset(Data, Variable=="Ph")
OD <- subset (Data, Variable=="0D")
NH4 <- subset (Data, Variable=="NH4")

summary (Data)

#### Parametrico ###4#
## pH ##

model <- lmer (Valor ~
Intervencion*Tiempo + (1 + Intervencion + Tiempo| Muestra), data = pH)

summary (model)

ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +
stat summary (fun=mean, geom="point") +
stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA)), fun=mean,
geom="1ine")

orthogonal polynomials <- poly (sort (as.vector (unique (pHSTiempo))),

4)
head (orthogonal polynomials)

cor (orthogonal polynomials([, c(1:4)])
round (cor (orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]),5)

time codes <- data.frame (
sort (as.vector (unique (pHS$STiempo)) ),
orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]

)
colnames (time codes) <- c('Tiempo', 'otl',6 'ot2','ot3',6 'ot4d"')

pH <- merge (pH, time codes, by='Tiempo')

model <- lmer (Valor -~
Intervencion* (otl + ot2 + ot3 + ot4) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + o
t3 +ot4 | Muestra), data = pH)

summary (model)

ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +
stat summary (fun=mean, geom="point") +
stat summary (aes (y=predict (model, pH,re.form=NA)), fun-mean,
geom="1line")

model?2 <- lmer (Valor ~
Intervencion* (otl + ot2 + ot3) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + ot3 +ot
4| Muestra), data = pH)

summary (modelZ2)

ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

stat summary (fun=mean, geom="point") +
stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA), linetype="'0Orden
4'), fun=mean, geom="1line")+#, linetype='dashed') + # 3rd-order model

stat summary (aes (y=predict (model2,pH, re.form=NA), linetype="'0Orden
3'), fun=mean, geom="line")+


http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/str.html
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/mean.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/poly.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/sort.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/as.vector.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/unique.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/head.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/cor.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/c.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/round.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/cor.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/c.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/data.frame.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/sort.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/as.vector.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/unique.html
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/by.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/data.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/summary.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/mean.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/predict.html
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/data.html
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66 . labs (linetype="'Modelo', title="'Ajuste del
modelo',y="pH') +theme minimal ()

67.

68. anova (model2, model)

69. Anova (model, type=3)

70.

71. residuales <- residuals (model)

72. ggPlot (residuales, main="pH")

73.

74. ## OD ##

75.

76. pH <- OD

77 .

78. model <- lmer (Valor ~
Intervencion*Tiempo + (1 + Intervencion + Tiempo| Muestra), data = pH)

79. summary (model)

80.

81. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

82. stat summary (fun=mean, geom="point") +

83. stat summary (aes (y=predict (model,pH, re.form=NA)), fun-mean,
geom="1ine")

84.

85. orthogonal polynomials <- poly (sort(as.vector (unique (pHSTiempo))),

4)

86. head (orthogonal polynomials)

87.

88. Eg£(orthogonal_polynomials[, S(Ls4) 1)

89. round (cor (orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]),5)

90.

91 . time codes <- data.frame (

92. sort (as.vector (unique (pHSTiempo)) ),

93. orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]

94. )

95. colnames (time codes) <- ¢('Tiempo','otl',6 'ot2','ot3','otd"')

96.

97. pH <- merge (pH, time codes, by='Tiempo')

98.

99. model <- lmer (Valor ~

Intervencion* (otl + ot2 + ot3 + ot4) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + o
t3 +ot4 | Muestra), data = pH)

100. summary (model)

101.

102. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

103. stat summary (fun=mean, geom="point") +

104. stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA)), fun-mean,
geom="1ine")

105.

106. model?2 <- lmer (Valor ~

Intervencion* (otl + ot2 + ot3) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + ot3 +ot
4| Muestra), data = pH)

107. summary (model2)

108.

109. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

110. stat summary (fun=mean, geom="point") +

111. stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA), linetype="'0Orden

4'), fun=mean, geom="line")+#, linetype='dashed') + # 3rd-order model
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/poly.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/sort.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/as.vector.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/unique.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/head.html
http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/cor.html
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http://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/utils/html/data.html
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112. stat summary (aes (y=predict (model2, pH, re.form=NA), linetype="'0rden
3'), fun=mean, geom="line")+

113. labs (linetype='Modelo', title="Ajuste del
modelo',y="'0D"') +theme minimal ()

114.

115. anova (model2, model)

116. Anova (model2, type=3)

117.

118. residuales <- residuals (model2)

119. ggPlot (residuales,main="0D")

120.

121. ## NH4 ##

122.

123. pH <- NH4

124.

125. model <- Ilmer (Valor ~
Intervencion*Tiempo + (1 + Intervencion + Tiempo| Muestra), data = pH)

126. summary (model)

127.

128. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

129. stat summary (fun=mean, geom="point") +

130. stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA)), fun-mean,
geom="1ine")

131.

132. orthogonal polynomials <- poly (sort (as.vector (unique (pHSTiempo))),

4)

133. head (orthogonal polynomials)

134.

135. gg£(orthogonal_polynomials[, c(l:4)71)

136. round (cor (orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]),5)

137.

138. time codes <- data.frame (

139. sort (as.vector (unique (pHS$STiempo)) ),

140. orthogonal polynomials[, ¢(1:4)]

141. )

142. colnames (time codes) <- ¢('Tiempo','otl',6 'ot2', 'ot3','otd")

143.

144. pH <- merge (pH, time codes, by='Tiempo')

145.

146. model <- Imer (Valor ~

Intervencion* (otl + ot2 + ot3 + ot4) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + o

t3 +ot4d | Muestra), data = pH)

147. summary (model)

148.

149. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

150. stat summary (fun=mean, geom="point") +

151. stat summary (aes (y=predict (model,pH, re.form=NA)), fun-mean,
geom="1line")

152.

153. model?2 <- lmer (Valor ~

Intervencion* (otl + ot2 + ot3) + (1 + Intervencion + otl + ot2 + ot3 +ot

4| Muestra), data = pH)

154. summary (modelZ2)
155.
156. ggplot (pH, aes (x=Tiempo, y=Valor, color=Intervencion)) +

157. stat summary (fun=mean, geom="point") +
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158. stat summary (aes (y=predict (model, pH, re.form=NA), linetype="'0Orden
4'), fun=mean, geom="line")+#, linetype='dashed') + # 3rd-order model
159. stat summary (aes (y=predict (model2, pH, re.form=NA), linetype="'0Orden
3'"), fun=mean, geom="line")+

160. labs (linetype="'Modelo', title="'Ajuste del
modelo',y="NH4'") +theme minimal ()

l61l.

162. anova (model2, model)

163. Anova (model2, type=3)

164.

165. ?isSingular

166. residuales <- residuals (model)

167. ggPlot (residuales, main="NH4")
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= Anexo A-5: Precipitados mostrando diferentes morfologias. Estas imagenes se obtuvieron
con microscopio 6ptico (Olympus CX31; 100X de aumento) desde una muestra de medio de
cultivo de Serratia sp. 4.1a crecida en LB + urea (30 g L) + CaCl,.2H,0 (20,4 mM) + Cd(ll)
(0,15 mM). Incubacién a 30 °C, 90 rpm, durante 1 semana.
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= Anexo A-6: Analisis de integridad, pureza y cuantificacién del ARN extraido. La integridad se
analiz6 por electroforesis del ARN obtenido de cada muestra (figura en la parte superior).
Condiciones de corrida: Gel de agarosa 1,5%, buffer TBE, 100 V, 60 min de corrida. Las
medidas de cuantificacion y la pureza se realizaron por espectrofotometria (NanoDrop 2000c,

Thermo Fisher Scientific) (tabla en la parte inferior).

Pozos
ADNg
23S - v »e
165 L R
5Sy
ARNt

(1) (2) (3)(4) (5) (6)(7) (8) (9),
1 | |

LB + LB + Urea LB +
Urea + Cd(ll) Cd(l)

L, Cuantificacion Relacion Relacion
Condicion Muestra (ng pLY) 260/280 260/230
(1) 766,8 2,14 2,44
LB + Urea 2) 1755,5 2,15 2,38
A3) 2547,0 2,16 2,37
4) 227,2 2,04 2.43
LB + Urea +
cd(ll) (5) 1322,6 2,09 2,08
(6) 1658,6 2,16 2,46
@) 451,9 2,13 2,52
LB + Cd(ll) (8) 573,7 2,06 2,53

9) 460,4 2,13 2,51
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= Anexo A-7: Prueba de la eficacia de la ADNasa | usada para remover el ADNg remanente
en el ARN extraido. Electroforesis de los productos de PCR del gen 16S rRNA usando ADNg
como control positivo (A), una muestra de ARN extraida en ausencia de Cd(ll) sin tratar con
ADNasa (B), la misma muestra anterior tratada con ADNasa (C), una muestra de ARN
extraida en presencia de Cd(ll) sin tratar con ADNasa (D), y la misma muestra anterior tratada
con ADNasa (E). Condiciones de corrida: Gel de agarosa 1,5%, buffer TBE, 100 V, 50 min de
corrida. M, marcador molecular ExcelBand™ 1KB (0.25-10 kb) DNA Ladder (SMOBIO).

M ABU CDE

1500 pb —> —— e

= Anexo A-8: Curvas de eficiencia de los primers usados en los experimentos de RT-gPCR.

Se ajustaron los datos a una regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta.

e czc (GOIl) egyrB erpoB e 16S V4-V5

35,00
..
. 30,00
e . e
‘... L
. 8 - 25,00
e “-@ly =-3,15x + 17,65
e @ T i R==o)f9996 - 20,00
el g =-3,06x+ 13,45 ||
¢ . o’ R2=0)f9944
y=-309x+846| @ g y=-3.25x+11,03 | [ 19,00
R? = 0,9975 R? = 0,9934
.
L] L] L] T T T 10,00
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1

Log,, Dilucién ADN
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