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Resumen

La contaminacién del sistema estuarino lago de Maracaibo (Venezuela) representa un problema ambiental de vieja data que lo ha convertido en
un ambiente hipereutréfico afectado por distintas fuentes contaminantes, lo cual ejerce una fuerte presién de seleccién sobre los organismos que
alli habitan. En el presente trabajo se comparé la ecotoxicidad por metales pesados (Cr+3, Cr*6, Cd*, Ni** y Pb*?) sobre bacterias heterétrofas de dos
sitios contrastados del lago de Maracaibo, 1) Vereda del Lago y 2) Puerto Concha, mediante la estimacién de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y la concentracién de inhibicién para el 50 % de la poblacién de ensayo (CL_ ). Para ello, se usé el método de difusién en discos de papel,
midiendo el halo de inhibicion del crecimiento después de 24 h. Las estimaciones de CL_ se realizaron por andlisis Probit. Las cepas bacterianas
aisladas de aguas superficiales mostraron alta resistencia a los metales pesados ensayados, con valores de CMl'y CL,, elevados (hasta >5000 mg/L),
como posible resultado de las condiciones imperantes en el ecosistema. De manera general, el Cr*® fue el metal mds téxico, con mayor efecto de
Cr3y Pb*? en el Sitio 1 (p<0,05). El efecto de los metales sobre el crecimiento bacteriano fue: Cr*® > Cd*? > Ni** > Cr*3 > Pb*%. Debido a los altos niveles
de resistencia y posible sobrestimacién de la tolerancia en los ensayos, las bacterias no fungen como un grupo microbiano potencial para ser
usadas como bioindicadores en programas de monitoreo ambiental para este ecosistema.

Palabras clave: bacterias peldgicas, concentracién minima inhibitoria, eutroficacidn, indice ecotoxicoldgico, resistencia bacteriana.

Abstract |

Pollution of the Maracaibo Lake (Venezuela) estuarine system represents a long-standing environmental problem that has turned it into a
hypereutrophic environment affected by different sources of pollution, which exerts strong selection pressure on the organisms living there.
This paper compares heavy metal (Cr3, Cr*6, Cd*, Ni** and Pb*}) ecotoxicity on heterotrophic bacteria from two sites at the Maracaibo Lake:
1) Vereda del Lago and 2) Puerto Concha, estimating minimum inhibitory concentration (MIC) and inhibition concentration for 50 % of the studied
population (LCSC). For this purpose, the disk-diffusion agar method was used, measuring the halo of growth inhibition after 24 h. LC_ estimates
were made by Probit analysis. Bacterial strains isolated from surface water showed high resistance to the heavy metals tested, with elevated MIC
and L, values (up to >5000 mg/L), possibly due to prevailing ecosystem conditions. Generally, Cr*® was the most toxic metal and Cr*3 and Pb*
had a higher effect on Site 1 (p<0.05). The effect of metals on bacterial growth was Cr*® > Cd** > Ni*> > Cr*3 > Pb*. Because of the high resistance
levels and a possible overestimation of tolerance in the assays, bacteria do not function as a potential microbial group to be used as bioindicators
in monitoring environmental programs for this ecosystem.

Keywords: bacterial resistance; ecotoxicological index; eutrophication; minimal inhibitory concentration; pelagic bacteria.
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INTRODUCCION |

La contaminacién ambiental por metales pesados se ha
extendido en todo el mundo junto con el progreso industrial.
Este provoca que gran cantidad de elementos tales como
cromo (Cr), cadmio (Cd), niquel (Ni) y plomo (Pb) se abran
camino hacia las grandes masas de agua a través de rios, aguas
residuales, escorrentias superficiales, percolacién del suelo,
deposicidn atmosférica y sistemas de drenajes, entre otros
(Mohiuddin et al., 2010; Beyer et al., 2014; Bjerregaard et al.,
2015; Limcharoensuk et al., 2015). Los residuos procedentes
de la mineria, las industrias de refinacion de metales, las
centrales eléctricas, las plantas de incineracién de residuos
y las operaciones de produccién y transporte de petrdleo,
asi como los depdsitos de aguas residuales, suelen contener
niveles sustancialmente elevados de Pb, Cr y Cd, lo cual
representa una seria amenaza para la biota debido a su alta
toxicidad. El Ni, por su parte, es un elemento esencial para el
crecimiento microbiano, pero a altas concentraciones resulta
téxico. Este metal se genera en operaciones de mineria y
fundicién de metales (Dfaz-Borrego et al., 2007; Marrero-Coto
etal.,2010; Naik y Dubey, 2013; Beyer et al., 2014; Frankel et al.,
2016; Oyetibo et al., 2017).

La presencia de metales pesados en el medio ejerce una
fuerte presion de seleccién sobre los organismos que lo
habitan, de modo que puede modificar la flora microbiana
autdctona del ecosistema (Cervantes y Vaca, 1990; Montuelle
et al., 1994). Si la descarga del contaminante es de caracter
permanente, como sucede habitualmente con estos
elementos, se produce una seleccién de aquellos genotipos
que pueden sobrellevar dicho estrés (Silver y Walderharg,
1992). La relacién contaminante-microorganismo origina una
serie de procesos adaptativos que finalmente se expresan
como mecanismos de resistencia hacia el contaminante
(Anisimova et al., 1993; Montuelle et al., 1994; Marrero-Coto et
al., 2010; Poirier et al., 2013; Gillan, 2016).

El monitoreo de metales pesados en el ambiente permite
establecer rutas de exposicion hacia humanos (Alama et
al., 2002), debido a que estos pueden bioacumularse y
movilizarse a través de la cadena tréfica (Pdez y Frias, 2001).
Por lo tanto, dada la toxicidad de muchos de aquellos y a que
las determinaciones fisicoquimicas no resultan suficientes
para valorar sus efectos potenciales sobre la vida acuatica,
se hace necesario conocer su efecto sobre las comunidades
biolégicas (APHA et al., 2005; Beyer et al., 2014; Bjerregaard et
al., 2015). En ese sentido, los ensayos de ecotoxicidad son una
herramienta potente para el reconocimiento de organismos
indicadores de los impactos potenciales de contaminantes en
ecosistemas acuaticos (Naik y Dubey, 2013; Poirier et al., 2013;
Beyer et al., 2014; Bjerregaard et al., 2015).

El uso de bacterias acuaticas como bioindicadores de
metales pesados en ambientes acudticos estd determinado
por su capacidad de supervivencia en condiciones diversas y
extremas (Zakaria et al., 2004; Sun et al., 2012; Poirier et al.,
2013; De Vicente et al., 2017). La tolerancia bacteriana hacia

metales pesados téxicos puede deberse a dos factores
(Volesky, 1990): i) la capacidad para resistir la presencia de
alta concentracidon de metales en el citoplasma intracelular
—es decir, bioacumulacién—, i) la precipitacién/quelacion del
metal en la matriz exterior de la célula—es decir bioadsorcion,
que impide al metal llegar a los componentes intracelulares
sensibles—. Los mecanismos de captacion intracelular son
metabdlicamente mediados y se aplican solo a bacterias vivas,
mientras que los extracelulares, o mecanismos de unién no
especifica, se producen con células muertas o moléculas de
su descomposicion (Zakaria et al., 2004; Marrero-Coto et al.,
2010; Naik y Dubey, 2013; Beyer et al., 2014; Limcharoensuk et
al., 2015).

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo
consistié en comparar la ecotoxicidad por metales pesados
(Cr3, Cr, Cd?, Ni* y Pb*?) sobre bacterias heterdtrofas
de dos sitios contrastados del lago de Maracaibo (Venezuela)
mediante la estimacién de la concentracién minima inhi-
bitoria (CMI) y la concentracién de inhibicién para el 50 %
de la poblacién de ensayo (CLSO). El presente constituye el
primer reporte de CL,  para bacterias aisladas del lago de
Maracaibo.

MATERIALES Y METODOS |

Area y sitios de estudio

El sistema Lago de Maracaibo se encuentra ubicado
en el Noroeste de Venezuela y abarca todo el estado Zulia,
parte de los estados Falcdn, Trujillo, Lara y Mérida y parte
de la Republica de Colombia, entre los 70°30’ y los 73°24’ de
longitud W y entre los 8°22’ y los 11°51’ de latitud Norte. Esta
conformado por el golfo de Venezuela, la bahia El Tablazo, el
estrecho de Maracaibo, el lago propiamente dicho y los rios
tributarios. Esta cuenca hidrogréfica tiene una extension de
89 756 km?, 12 013 km? correspondientes al lago de Maracaibo
propiamente dicho. Este ultimo presenta una profundidad
media de 20 m y una maxima de 34 m, una longitud de 152 km,
de los cuales 40 km pertenecen al estrecho de Maracaibo, un
ancho promedio de 78 km y una temperatura que exhibe muy
pocas variaciones, cuyo valor medio es de 28 °C (Parra-Pardi,
1979; Herman, 1997; Gardner et al.. 1998; Rodriguez, 2000;
Avila et al., 2010).

El lago estd emplazado en una depresién sedimentaria
casi completamente rodeada de montafias de alturas y
caracteristicas fisiograficas variables. Abarca por el Sur
y el Sureste los flancos de la cordillera de los Andes; por el
Oeste y el Noroeste, la sierra de Perija, y por el Este las
estribaciones de la serranfa de Coro (Herrera, 2004). El lago es
un estuario parcialmente mezclado y naturalmente eutrdfico.
Sin embargo, el estado actual de hipertrofia es causado
principalmente por las descargas descontroladas de aguas
residuales, tratadas y no tratadas, desechos industriales,
fuentes fluviales y agricolas, asi como por la contaminacién
atmosférica (Rivas et al., 2000; Rodriguez, 2000; Ledo et al.,
2004; Avila et al., 2010; Marin-Leal et al., 2017).

Revista



| Ecotoxicidad por metales pesados sobre bacterias heterétrofas |

| Rev. Fac. Cienc. Bdsicas Vol. 14 (1) 2018 | 11 |

Esta cuenca tiene las mayores reservas de petrdleo de
América del Sur y una de las mdas grandes del mundo, con
una cantidad total de 33 0oo millones de barriles extraidos
entre 1914 y 1995, la mayoria de los cuales proceden del
fondo del lago (Rodriguez, 2000). Asimismo, se ha reportado
el fendmeno de bioacumulacidon de metales pesados en la
cadena tréfica de este cuerpo de agua (Colina y Romero,
1992; Hermoso y Marquez, 2005; Rojas, 2012; Marin-Leal et al.
2017) como resultado del ingreso de estos elementos desde
diferentes fuentes naturales y antropogénicas.

Para el presente estudio se seleccionaron dos sitios
contrastados en el Lago de Maracaibo por su ubicacién,
actividades asociadas, area de influenciay accesibilidad (Fig. 1).

Golfo de Venezuela

Sitio 1

Lago de Maracaibo

Rio Catatumbo

Google Earth

Figura 1. Ubicacién de los sitios de estudio en el sistema lago de
Maracaibo (Venezuela).

Sitio 1

Vereda del Lago de la ciudad de Maracaibo, al Norte
del estrecho de Maracaibo, a los 10°39’29,69” latitud N
y 71°35”22,02” longitud W. Esta zona recibe la descarga
constante de aguas residuales domésticas e industriales
(tenerias, mataderos, petréleo y gas, metalmecanicas, etc.),
tratadas y no tratadas, de grandes ciudades como Maracaibo,
Puertos de Altagracia, Santa Rita, Cabimas, entre otras, y
sirve como ruta maritima para los buques que ingresan al
lago a través del canal de navegacion para abastecerse de
petréleo. Ademas, por esta ultima razdn el lago es dragado
constantemente para garantizar las profundidades requeridas

por los barcos tanqueros (Herman, 1997; De Bautista et dl.,
1999). En esta misma area se encuentra ubicado el Complejo
Petroquimico El Tablazo, que alberga plantas de gas licuado,
olefinas, cloro-soda, urea, amoniaco, vinilos, PVC, electricidad
y otras empresas mixtas.

Sitio 2

Puerto Concha, al Sur del Lago de Maracaibo, a los
9°5’31,90” latitud N y 71°42’23,81” longitud W. Esta zona recibe
los impactos de las dreas de drenaje de los principales rios
tributarios del sistema: Catatumbo, Santa Ana, Escalante,
Bravo, Birimbay, Chama, entre otros, que aportan desechos
principalmente de la industria agricola, pecuaria y minera, asf
como domésticos (Ledo et al.,2004; Hermoso y Mdrquez, 2005;
Rivas et al., 2005; Rivas et dal., 2009). Esta zona también recibe
los efectos de una fuerte actividad petrolera en el vecino pais
de Colombia, como resultado del sabotaje de los oleoductos
por parte de la actividad guerrillera, que afecta principalmente
al rio Catatumbo, el cual aporta aproximadamente el 70 % del
agua dulce del sistema del lago de Maracaibo (Parra-Pardi,
1979; Ledo et al., 2004; Rivas et dl., 2000).

Muestreo y analisis de muestras

En cada sitio de estudio se realizaron tres muestreos
independientes de agua y sedimento superficiales durante
2016. En cada ocasidn se recolectaba una muestra de agua
de aproximadamente 500 mL en botellas pldsticas de PVCy
una de sedimento de 250 g (draga Ekman) en bolsas plasticas
con cierre hermético. Adicionalmente, se recolectaban
alicuotas de agua superficial en botellas de 250 mL de vidrio
con tapa de baquelita y estériles para el aislamiento de
bacterias heterdtrofas. Estas muestras eran transportadas
inmediatamente al laboratorio, bajo refrigeracién, para iniciar
los andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos correspondientes,
manteniéndose congeladas (—10 °C) en sus envases cuando
era necesario.

En el agua superficial de cada sitio se analizaron in
situ: temperatura, pH, oxigeno disuelto, potencial redox,
conductividad eléctrica, salinidad y sdlidos disueltos totales
(SDT), usando una sonda multiparamétrica Orion modelo
5 Star Plus, mientras que en el laboratorio se cuantificaron
alcalinidad total y dureza total de acuerdo con los métodos
estandarizados (APHA et dl., 2005).

En las muestras de agua y sedimento se analizaron
los contenidos totales de Cr, Cd, Ni y Pb por la técnica de
espectrometria de absorcién atémica (equipo Perkin-Elmer
modelo3100)conhornodegrafito(equipoPerkin-Elmermodelo
AS60), previa digestion acida en un horno de microondas
Milestone modelo Ethos 1. En las digestiones se usaron 50
mL de muestra de agua y 5 mL de HNO, concentrado (Riedel-
de Haén, Alemania). Para los sedimentos se afadieron 5 g de
muestra liofilizada (liofilizador Labconco modelo Freezone 6)
y 5 mL de mezcla HCI-HNO, (4:1).

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
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La metodologia de analisis de metales pesados se validd
mediante un estudio de recuperacién sobre los siguientes
materiales estandares de referencia certificados: sedimento
estuarino 1646a del NIST (National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, MD, USA) y elementos
traza en agua natural 1640a del NIST. Los porcentajes de
recuperacion se encontraron dentro del rango normalmente
aceptado (100#5 %), lo que indica la buena exactitud del
método de andlisis. Por otra parte, la precisién expresada
como desviacién estandar relativa se ubicd por debajo de 5 %,
lo que muestra un grado de variabilidad aceptable en las
repeticiones de los andlisis (Rubinson y Rubinson, 2000).

Aislamiento e identificacion de bacterias heterétrofas

Las muestras de agua destinadas al aislamiento de
bacterias fueron sembradas en agar nutriente (Hi-Media
Laboratories, India) mediante diluciones seriadas desde 10
hasta 10° (Reynolds, 2002; Rincdn et al., 2007), empleando
solucién salina peptonada al 0,85 % previamente esterilizada.
Las placas de Petri fueron llevadas a incubacién bajo
condiciones aerobias a 37+2 °C durante 24-48 h. Con un
contador Darfield (Québec, Canadd) se contaron las placas
que presentaban un nimero de colonias entre 30 y 300 para
expresar las unidades formadoras de colonias por mililitro
de muestra (UFC/mL) (Rivera-Cruz et dal., 2002; Madigan et
al., 2004). De las colonias crecidas se selecciond un 10 % de
acuerdo a las diferencias de forma, tamafio y aspecto para
realizar aislamientos por rayado en placas con agar nutriente
y obtener cultivos puros (Rincén et al., 2007).

Las cepas puras se codificaron y mantuvieron en caldo
nutritivo (Hi-Media Laboratories, India), previa verificacion
con tincién de Gram, para entonces iniciar la identificacidn
taxondmica mediante protocolos que incluyeron: descripcion
morfolégica de las colonias (borde, espesor y forma)
(Reynolds, 2002), tinciones diferenciales (tincién de Gram,
tincion de esporas, tincidon de capsulas) y pruebas bioquimicas
convencionales con cepas control (Holt et al., 1994; Murray et
al., 1999; MacFaddin, 2004,).

Ensayos ecotoxicolégicos con bacterias heterétrofas

Las pruebas de ecotoxicidad bacteriana por metales
pesados se desarrollaron por el test de difusion en discos de
papel sobre agar Muller Hinton (AMH, Merck, Alemania) para
determinar la CMl y la CL,| (Fredrickson et al., 1988; Vasquez
et al., 2005; Diaz-Borrego et al., 2007; Rathnayake et al., 2013).
Inicialmente, las cepas fueron activadas en caldo nutriente
por incubacidén a 37+2 °C durante 48+2 h, para obtener una
turbidez estandarizada de 0,5 unidades McFarland en el
indculo inicial de los ensayos (Martinez et al., 2010). Las placas
de Petri (92 mm de didmetro) con AMH se inocularon por
rayado con hisopos de algoddn sobre toda la superficie en los
ejes X, Y, Zy los bordes del agar para asegurar la distribucién
uniforme del indculo y obtener un crecimiento confluente o
en césped, distribuido homogéneamente. Los discos de papel
de filtro estériles (6 mm de didmetro), similares a los que se

utilizan para los antibiogramas, fueron impregnados con 10 pL
de la solucién del metal a la concentracién correspondiente,
se colocaron sobre la biopelicula bacteriana de las placas
de AMH, presionando levemente para asegurar su contacto
pleno, y se incubaron a 37+2 °C durante 24#2 h.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado,
colocando un maximo de tres discos por placa, incluidos discos
sin soluciones de metales como control. Luego del periodo de
incubacién se midieron los halos de inhibicién de crecimiento
alrededor de los discos de papel usando un vernier. La CMl es
la que produce un halo de inhibicién de 10 mm (Fredrickson et
al., 1988; Diaz-Borrego et al., 2007). Para los célculos de cL,,
se asumid el drea de la placa como la poblacidn total y el halo
de inhibicién como la poblacién afectada (calculando el drea
correspondiente al 50 % de la poblacién total) para el tiempo
de exposicidon de 24 h.

ParaestimarlaCMIse prepararonde5a10 concentraciones
diferentes de Cr3, Cr*6, Cd*3, Ni*y Pb*> en el rango de 50 a 5000
mg/L, dependiendo de los resultados que se iban obteniendo
a partir de las sales de CrCl..6H,0 (Riedel-de Haén, Alemania),
K,Cr,0, (Merck, Alemania), CdCl, (Merck, Alemania), Ni,SO,
(Merck, Alemania) y Pb(NO,), (Merck, Alemania), respecti-
vamente. A partir de estos resultados se prepararon las
concentraciones necesarias para la estimacion de CL_.

Analisis estadisticos de datos

Los calculos de CL, para cada cepa bacteriana se
realizaron por analisis Probit usando el programa PriProbit
versién 1.63 para obtener la concentracién de metal que
inhibe el crecimiento del 50 % de la poblacién del ensayo.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con
el programa IBM SPSS Statistics versidn 20, para determinar
las diferencias significativas de CMlI, CL,, parametros
fisicoquimicos y contenidos de metales entre los sitios
de estudio. Adicionalmente, se establecid un estudio de
correlacién de Pearson para conocer la correspondencia entre
las diferentes variables en cada sitio de muestreo. En la serie
de datos se comprobd tanto la homogeneidad de las varian-
zas (test de Levene) como la distribucién normal de los resi-
duos (test de Shapiro-Wilk), requiriéndose la transformacion
Log, para cumplir con los supuestos estadisticos.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Caracteristicas fisicoquimicas de agua y sedimento super-
ficiales

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la
caracterizacién fisicoquimica y el contenido de metales
pesados en agua y sedimento de los dos sitios estudiados
en el Lago de Maracaibo. Estos valores son consistentes
con los reportados en estudios anteriores para este mismo
ecosistema (Parra-Pardi, 1979; Gardner et al., 1998; Rodriguez,
2000; Rincdn et al., 2007; Marin et al., 2014; Marin-Leal et al.,
2017). En cuanto a las concentraciones de los metales pesados
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los datos son comparables a los encontrados por Avila et al.
(2010) en sedimentos del lago, con 16,76-177,62 mg Ni/kg y
3,98-98-28 mg Cr/kg, y por Rojas (2012) en agua, con 6,738-
8,156 ug Cr/L, mientras que los de Pb y Cd son mayores a los
observados por estos autores, posiblemente debido a fuentes
puntuales de vertido o a caracteristicas locales de los sitios
muestreados.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y contenidos de metales pesados
(media aritmética * desviacién estandar, n=3) en muestras de agua
y sedimento superficiales del lago de Maracaibo.

este estuario en muchas investigaciones previas (Rivas et al.,
2005; Diaz-Borrego et al., 2007; Rincdn et al., 2007; Bracho et
al., 2009; Marin et al., 2014). Las otras familias representadas
fueron: Pseudomonadaceae, Bacillaceae, Alcaligenaceae,
Aeromonadaceae, Xanthomodaceae, Halomonadaceae vy
Moraxellaceae (Tabla 2). La segunda familia mas numerosa
fue Moraxellaceae (20 %), particularmente en el Sitio 2 (2
especies).
Tabla 2. Distribucién porcentual (%) de géneros bacterianos

aislados de muestras de agua superficial de los dos sitios
de estudio en el lago de Maracaibo (Venezuela).

Parametro Sitio 1 Sitio 2
Agua Sedimento Agua Sedimento Familia Género Sitio 1 Sitio 2
TemF(’er)atura 29,7%1,2 - 30,8+0,8 - Enterobacteriaceae Salmonella 0 10
°C
pH 8,08+0,33 . 8,3840,17 . Enterobacter o] 20
Oxigeno 3,82+0,48 - 4,01+0,49 - Proteus 10 o
disuelto (mg/L,
(mgfL) Citrobacter 20 10
Potencial —61,74+14,01 - -80,22%3,49 -
redox (mV) Escherichia 10 10
Salinidad (UPS) 4,23%0,42 - 3,31£0,14 - Pantoea 10 10
Conductividad 7,64+0,07 - 6,05+0,18 -
eléctrica (mS/ Pseudomonadaceae Pseudomonas 10 o
cm)* Bacillaceae Bacillus 10 o
Sélidos 3745,1+35,0 - 2900,9+50,4 - .
disueltos totales Alcaligenaceae Bordetella 0 10
*
(mglL) Aeromonadaceae Aeromonas 10 o
Alcalinidad total 47,5+12,9 - 41,745,8 -
(mg CaCo /L) Xanthomodaceae Stenotrophomonas o 10
Dureza total 786,3%105,1 - 546,3t41,5 - Halomonadaceae Halomonas 10 o
(mg CaCo,/L)*
Cr* 9,7512,647 18,56+4,92  11,608%8,922  19,34%6,30 Moraxellaceae Acinetobacter 10 20
ok . .
ad 9,9670,032  18,03t0,29  9,632£0,026  18,03%0,53 Todas las cepas bacterianas estuvieron conformadas
N 24525798 23,40:6,43  19,28627,245  23,794,54 por bacilos Gram - (Tabla 2), a excepcién de los géneros
)
Pb** 27,926+11,805  38,98%12,78 22,295%7,242 43,33%10,18

*: se observaron diferencias significativas entre sitios (p<0,05).

**ug/L para agua y mg/kg para sedimento, -: no analizado.

Las diferencias contrastantes entre los dos sitios
de muestreo seleccionados para este estudio fueron
particularmente notorias con relacion a los parametros
(Tabla 1): conductividad eléctrica, sélidos disueltos totales y
dureza total (p<0,05). Los contenidos de metales en agua
y sedimento no fueron significativamente diferentes entre
los sitios (p>0,05). Quedan asi en evidencia las abundantes y
diferentes fuentes de contaminacién por estos elementos en
la cuenca del lago de Maracaibo.

Bacterias heterétrofas presentes en los sitios de estudio

En las muestras de agua del lago de Maracaibo se
obtuvieron recuentos de bacterias heterdtrofas entre 5,2x104
y 8,3x10® UFC/mL. No se observaron diferencias significativas
en las densidades bacterianas entre los sitios de muestreo
(p>0,05). Del total de colonias crecidas inicialmente en agar
nutriente se lograron aislar e identificar 20 cepas bacterianas,
10 en cada sitio de estudio, las cuales se agruparon en 8 familias
y 13 géneros. La familia mas numerosa fue Enterobacteriaceae
con 6 géneros (46,15 %), observdndose un 50 % de abundancia
para el Sitio 1y 60 % para el Sitio 2, lo que confirma la
continuidad del proceso de contaminacién fecal sefialado para

Bacillus (bacilo Gram +), Bordetella (cocobacilo Gram -) y
Acinetobacter (cocobacilo Gram -), de acuerdo a lo reportado
en trabajos sobre resistencia bacteriana por Akhavan et
al. (2015) y Moraga et al. (2003), para muestras de aguas
residuales industriales (Irén) y de la bahia de Iquique (Chile),
respectivamente.

De los 13 géneros identificados (Tabla 2), ocho han sido
reportados previamente por otros autores para muestras
de agua y sedimento del lago de Maracaibo: Aeromonas,
Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Proteus,
Citrobacter y Bacillus (Dupontt et al., 2001; Diaz-Borrego et dl.,
2007; Rincén et al., 2007; Bracho et al., 2009). No obstante,
no se encontraron reportes sobre la presencia de Pantoea,
Acinetobacter, Bordetella, Stenotrophomona y Halomonas,
que se aislaron por primera vez en este trabajo.

Resistencia bacteriana a metales pesados

Las CMI para las cepas bacterianas heterdtrofas
aisladas de agua superficial del lago de Maracaibo fueron
particularmente elevadas: 3750 y >5000 mg Cr?/L, 200 y
>5000 mg Cr¢/L, 75y >5000 mg Cd*/L, 2500 y >5000 mg Ni*?/L
y >5000 mg Pb*/L para todas las cepas (Tabla 3). De manera
general, las bacterias fueron mas sensibles a la presencia de
Cr** y mas tolerantes a Pb*, sin diferencias significativas entre
los sitios de estudio (p>0,05).
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Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de metales pesados
sobre el crecimiento de bacterias heterétrofas del lago de Maracaibo.

Sitio Género Metal (mg/L)
Cr+3 Cr+6 Cd+2 Ni+2 Pb+2
1 Pantoea >5000 2500 5000  >5000  >5000
Escherichia >5000 315 2500 >5000 >5000
Pseudomonas >5000 2000 >5000 >5000  >5000
Citrobacter LM4 >5000 4500 >5000 >5000 >5000
Bacillus 5000 200 315 2500 >5000
Proteus >5000 750 2500 >5000  >5000
Citrobacter >5000 500 2500 >5000 >5000
Aeromona >5000 500 2000  >5000  >5000
Acinetobacter NO1 3750 550 2500 5000 >5000
Halomonas >5000 >5000 2000  >5000  >5000
2 Salmonella >5000 250 >5000  >5000 >5000
Bordetella >5000 500 >5000  >5000 >5000
Enterobacter LM3 >5000 500 2500 >5000 >5000
Citrobacter LM4 >5000 500 2500 >5000 >5000
Escherichia >5000 250 >5000  >5000 >5000
Stenotrophomona >5000 1000 2500 >5000  >5000
Acinetobacter LM10 >5000 2000 75 >5000 >5000
Enterobacter LM13 >5000 2000 1000 >5000 >5000
Acinetobacter LM14 >5000 1000 5000 >5000 >5000
Pantoea >5000 2000 1000 >5000  >5000

La resistencia a los metales pesados estudiados fue <5000
mg/L en el 34 % de los casos, mientras que solamente el 6 %
estuvo por debajo de 500 mg/L. Bacillus sp. fue el género
mas sensible a estos metales (Tabla 3). En la literatura se han
reportado amplios rangos de tolerancia para cepas bacterianas
aisladas de diversos ecosistemas, como los presentados en
la Tabla 4. En el caso de la bahfa de Iquique (Chile), una vez
considerados efluentes y muestras de suelos, entre otros,
se han obtenido valores de CMI altos como respuesta de las
bacterias a la descarga continua de metales en el ambiente, al
igual que en el presente estudio.

Se obtuvieron correlaciones significativas entre los
valores de CMI de las cepas bacterianas y las concentraciones
de metales, tanto en agua como en sedimento de cada sitio

de muestreo (considerando r tedrico=0,632, n=10 y p<0,05),
lo que sugiere que la descarga continua de estos elementos
en el sistema ha generado impactos sobre estas poblaciones
microbianas, tales como el desarrollo de mecanismos de
tolerancia y resistencia (Anisimova et al., 1993; Montuelle et
al., 1994; Marrero-Coto et al., 2010; Poirier et al., 2013; Gillan,
2016).

La aparicion de cepas bacterianas resistentes a metales
pesados en el Lago de Maracaibo estd condicionada por las
actividades de la industria petroquimica y otras que operan
a sus alrededores, asi como por los frecuentes derrames
petroleros (Gardner et al., 1998). La acumulacién gradual
de cationes metdlicos tanto en sitios antropogénicos como
en ecosistemas naturales ha conducido al desarrollo de la
homeostasis de metales pesados. Este fendmeno se debe aun
proceso de adaptacién espontdnea al medio desarrollando o
adquiriendo sistemas genéticos que contrarrestan los efectos
delas elevadas concentraciones de iones metalicos enla célula
(Marrero-Coto et al., 2010). Los mecanismos moleculares de
resistencia bacteriana a metales pesados son diversos: captura
de iones, transformaciones enzimaticas, expulsién de iones
nocivos, excrecion de sustancias poliméricas extracelulares,
entre otros (Marrero-Coto et al., 2010; Naik y Dubey, 2013;
Poirier et al., 2013; Gillan, 2016).

El test de difusion en discos de papel aplicado en el
presente trabajo ha sido ampliamente usado para estimar los
efectos de metales pesados sobre cepas bacterianas aisladas
en diversos ecosistemas (Fredrickson et al., 1988; Vasquez
et al., 2005; Dupontt et al., 2001; Moraga et al., 2003; Diaz-
Borrego et al., 2007; Akhavan et al., 2015). No obstante, se ha
encontrado que es posible obtener una sobrestimacién de las
concentraciones de tolerancia a los metales, como resultado
de la formacién de complejos o quelacién de estos con los
constituyentes organicos del medio de cultivo y la falta de
estabilidad de los complejos metal-organicos (Rathnayake
et al., 2013). Esto pudiera haberse presentado durante los
ensayos de laboratorio.

Tabla 4. Comparacién de concentracién minima inhibitoria (CMI) de las bacterias heterétrofas aisladas
de dos sitios del lago de Maracaibo con las reportadas para otros ambientes.

Bacteria Sitio Metal CMI (mg/L) Referencia
Bacillus sp., Proteus sp., Enterobacter sp., Lago de Maracaibo, zona litoral Ni* >2000 Diaz-Borrego et al., 2007
Citrobacter sp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp., Bahia de Iquique Pb* >3200 Moraga et al., 2003
Alcaligenes sp. (Chile)
Pseudomonas aeruginosa, Brevibacillus choshinensis Efluente industria textilera (India) cd= >3300 Durve et al., 2012

Escherichia coli, Citrobacter sp., Klebsiella sp. Aguas residuales industriales (Irdn) Cr >1000 Akhavan et al., 2015
Streptomyces mirabilis (actinobacteria) Suelo de una mina de uranio (Alemania) Ni+ >5800 Schmidt et al., 2009
Cepas MP1, MP2y MP3 Suelo de un campus universitario (India) Pb* >4000 Krishna et al., 2012
Klebsiella sp. Aguas residuales industriales (Irdn) Cd= >2400 Akhavan et al., 2015

Todos los géneros Lago de Maracaibo, sitios 1y 2 Pb* >5000 Este trabajo

Enterobacter sp. Lago de Maracaibo, Sitio 2 Cre 2000 Este trabajo

Todos los géneros Lago de Maracaibo, Sitio 2 Ni* >5000 Este trabajo

Citrobacter sp. Lago de Maracaibo, Sitio 1 Cd= 2500 Este trabajo
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Ecotoxicidad bacteriana por metales pesados

Los valores de CL, para las diferentes cepas bacterianas
aisladas de los dos sitios del lago de Maracaibo estuvieron
entre2,51x10°y1,04x10"°mgCr3/L; 8,32x10%y 7,37x10°mg Cré/L;
3,9x10% y 1,13x10® mg Cd*?/L; 7,05x10%y 6,81x10® mg Ni?/L
y entre 2,67x10° y 1,93x10” mg Pb*/L. Tales valores son
extremadamente elevados debido tanto al desarrollo de
procesos de adaptabilidad como a la posible sobrestimacion
asociada al método de ensayo utilizado, de acuerdo a lo
expuesto por Rathnayake et al. (2013). Sin embargo, aportan
informacién concreta acerca del grado de tolerancia que
exhiben las bacterias heterdtrofas del lago de Maracaibo
a los metales pesados, como resultado de la exposicidon
prolongaday continua a través de las distintas vias de ingreso,
tanto naturales como antropogénicas. Dicha tolerancia
motiva el desarrollo del proceso de bioacumulacién en
las redes troficas sefalado para este ecosistema (Colina y
Romero, 1992; Hermoso y Mdrquez, 2005; Rojas, 2012; Marin-
Leal et al., 2017).

En la Fig. 2 se presentan los valores generales de
ecotoxicidad para las bacterias aisladas en los dos sitios
de estudio como el inverso de la CL , para facilitar la
interpretacion del efecto de los metales pesados como
valores elevados de 1/Cl, (De Vicente et al, 2017). Se
observa con claridad un efecto mayor de Cr3 y Pb* en el
Sitio 1 (p<0,05), como posible consecuencia de la variabilidad
espacial en cuanto al aporte de las fuentes de metales
pesados en la cuenca del Lago de Maracaibo y su efecto sobre
las poblaciones microbianas locales.

Las cepas bacterianas obtenidas del Lago de Maracaibo
mostraron patrones de multirresistencia a metales pesados,
los cuales ocurren cuando los genes que especifican los
fenotipos resistentes estan localizados en elementos
genéticos especificos —como plasmidos, transposones o
integrones—, de acuerdo a lo sugerido por Chapman (2003).
Se observaron correlaciones significativas entre los valores de
CL,, de las cepas bacterianas y las concentraciones de metales
en agua y sedimento de cada sitio de muestreo (considerando
r tedrico=0,632, Nn=10 y p<0,05). De manera general, el metal
mas téxico fue Cr*¢, con el siguiente patrén de efecto sobre la
poblacién: Cr+¢>Cd*>Ni*>Cr3>Pb*.

El efecto genotdxico de los metales pesados en bacterias
resulta de la generacién de estrés oxidativo a nivel celular,
como producto de la reacciéon del oxigeno molecular con
complejos metdlicos generados a partir del glutation. Dichos
metales también tienden a unirse a grupos sulthidrilo, lo que
origina la inhibicién de la actividad de enzimas sensibles y
puede interrumpir ciertas funciones celulares suplantando
a los iones fisioldgicos comunes, como por ejemplo Cd* por
Zn*y Ni*? por Fe*> (Marrero-Coto et al., 2010; Bjerregaard et
al., 2015).

Finalmente, queda por evaluar el efecto a largo plazo de
las descargas de metales en la cuenca del Lago de Maracaibo
sobre las poblaciones autéctonas de microorganismos, toda

vez que las especies resistentes aparecidas pueden competir
por la supervivencia y perpetuidad en este complejo estuario
tropical. La dificultad de interpretacién de los datos de CL,
para bacterias, aunada al alto grado de resistencia de estas,
inviabiliza su utilizacién como posibles bioindicadores para
el caso del Lago de Maracaibo, por lo que se recomienda
estudiar otros grupos alternos de microorganismos.

140609 | CP3 300E-06 | Cr*s
a
1,20€-09 250E.06
1,00€-09
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3 8.00E-10 b 3
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Figura 2. Niveles generales de ecotoxicidad (1/CL50) de metales
pesados sobre bacterias heterdtrofas de dos sitios contrastantes del
lago de Maracaibo. Las barras verticales indican la media aritmética +
desviacidn estandar para n=10. Letras diferentes para un mismo metal
indican diferencias significativas entre los valores (p<0,05).

CONCLUSIONES |

Las cepas bacterianas aisladas de los dos sitios de estudio
mostraron alta resistencia a los metales pesados ensayados,
resultante posiblemente de su exposicién a las crecientes
condiciones de contaminacion de este ecosistema. La cepa de
Bacillus sp. fue el género mas sensible a la presencia de los
metales.

Se observaron diferencias intersitios y patrones de
multirresistencia a los metales pesados, cuyo efecto fue:
Cr¢>Cd=>Ni>Cr3>Pb*?, con mayor relevancia de Cr3y Pb* en
el Sitio 1 (p<0,05), favorecido probablemente por diferencias
puntuales en cuando al aporte de las fuentes antropogénicas
de metales.

Debido a los altos niveles de resistencia encontrados y ala
dificultad de interpretacién de los resultados de inhibicién, las
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bacterias no fungen como un grupo microbiano de potencial
uso como bioindicador en programas de monitoreo ambiental
para este ecosistema.

Los valores de CL,  presentados pueden haber sido

sobrestimados por factores asociados a la técnica de
ensayo empleada, por lo que se recomienda interpretarlos
cuidadosamente.
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