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INTRODUGAO

Introduccién

Los suelos ultraméficos o de serpentina son considerados
ecosistemas naturales ricos en metales pesados (Chiarucci y
Baker, 2007). Las rocas ultraméficas estdn constituidas por
un amplio espectro de minerales, son comunes la piroxenita,
dunita, serpentinita y peridotita (Sénchez - Mata et al.,
2002). Los suelos que evolucionan sobre este tipo de rocas
se caracterizan por ser ligeramente acidos, presentar bajo
contenido de nutrientes (K, N, P), elevados coeficientes de
erosién, altas concentraciones de metales pesados (Fe, Co,
Cr, Hg, Ni) y bajo coeficiente Ca/Mg. Esta relacién ex-
plica la poca productividad vegetal de estos suelos (Brady
et al., 2005; Garnier et al., 2006; Maleri et al., 2007). Es-
tudios realizados en suelos de serpentina muestran que el
contenido de metales pesados depende del material parental
sobre el cual evolucionaron los procesos edaficos. Las con-
centraciones de Ni se han estimado entre 5 y 500 mg Kg
- 1y las de Cr se calculan entre 1 000 y 3 000 mg Kg '
(Hernéndez et al., 2000).

Las formaciones ultramaéficas estdn distribuidas en todo el
mundo y sus edades geolégicas difieren notablemente. Las
més importantes se localizan en Africa Central y Oriental,
Brasil, Cuba, Filipinas, India, Indonesia, Japén, México,
Nueva Caledonia y Turquia (Reeves et al, 1999), Esta-
dos Unidos (Kruckerberg, 2002), Reptblica Dominicana
(Peguero, 2003), asi como en Australia e Italia (Batianoff y
Sings, 2001; Vercesi, 2003). Las formaciones de serpentina
de Cuba y Nueva Caledonia se reconocen como los sistemas
edéficos con mayores niveles de endemismo vegetal, consti-
tuyendo los ecosistemas ultraméficos més importantes del
mundo (Iturralde, 2001; Brady et al., 2005).

Las formaciones cubanas de serpentina ocupan aproximada-
mente el 7% de la superficie del pais. Se reconocen 12
areas ultramaéficas en Cuba con diferencias en las edades
geoldgicas, niveles de endemismo vegetal y cantidad de plan-
tas hiperacumuladoras de Ni (Berazain et al., 2007).

En Cuba la caracterizacién microbiolégica de los suelos de
serpentina es escasa. Pocos aislamientos microbianos se han

realizado de dreas de serpentina, y menos aun de la rizos-
fera de plantas hiperacumuladoras de metales. La ecologia
microbiana de los suelos de serpentina no ha sido muy es-
tudiada en la region. Los ecosistemas de serpentina im-
ponen a la microbiota que en ellos habita condiciones de
vida diferentes a las clasificadas como normales por el hom-
bre en cuanto a las concentraciones de metales pesados y
cantidades de nutrientes esenciales que en ellos se deposi-
tan. Los microorganismos con habitat en estos ecosistemas
presentan mecanismos genéticos que garantizan su super-
vivencia y desarrollo (Mengani et al., 2001). Muchos son los
investigadores que plantean que los ecosistemas con condi-
ciones fisico - quimicas estresantes para los microorganismos
(como los suelos de serpentina) potencian sus capacidades
fisioldgicas, las cuales pueden ser utilizadas en beneficio del
hombre (Deming, 2002; Hutchirus et al., 2004). En condi-
ciones de estrés ambiental los microorganismos pueden pro-
ducir metabolitos con principios biolégicos de gran interés,
entre estos se encuentran las enzimas extracelulares (Féller
et al., 1996). La buisqueda de metabolitos producidos por
los microorganismos que habitan en los suelos de serpentina
pudiera ser una herramienta a explotar en beneficio del hom-
bre. Los suelos de serpentina albergan una microbiota que
pudiera ser potencialmente productora de enzimas y otros
metabolitos de interés para la industria contemporanea.

OBJETIVOS

Objetivo
Caracterizar la microbiota autéctona no simbiética de sue-

los no rizosféricos de la regién ultraméfica de Moa, Holguin,
Cuba.

MATERIAL E METODOS

Materiales y métodos
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Toma de muestra: En el mes de diciembre de 2008 (estacién
de seca) se tomaron muestras de suelos de serpentina no ri-
zosféricos, a 15 cm de profundidad con empleo de espatulas
estériles y se envasaron en bolsas plédsticas estériles. Se
trasladaron en neveras a 4oC al Laboratorio de Biotec-
nologia del Centro de Investigaciones del Petréleo. Posteri-
ormente se procedié al aislamiento primario de los represen-
tantes microbianos no simbidticos. Los aislamientos fueron
codificados con la letra E y un nimero en correspondencia
con el nimero consecutivo asignado a cada muestra (E01,
E02 y E03).

Caracterizacién quimica de las muestras: Se realizé la carac-
terizacion de las muestras atendiendo a contenido de niquel,
vanadio, hierro total, calcio, sulfatos, materia organica, pH,
nitrégeno y fésforo.

Aislamiento microbiano: Se pesaron 5 g de cada mues-
tra bajo condiciones de asepsia, se adicionaron a 45 mL
de solucién salina estéril (0.85%) y se homogenizaron en
zaranda giratoria. A partir de esta mezcla se realizaron dilu-
ciones seriadas desde 10 - 1 hasta 10 - 4 y se procedi6 con el
aislamiento primario de los representantes microbianos no
simbidticos. Para las bacterias se sembraron por el método
de agotamiento con espatula de Drigalsky 100 ul. de las
diluciones 10 - 2, 10 - 3 y 10 - 4, sobre medio Agar Triptona
Soya. Para el aislamiento fingico se empleo medio Extracto
de Malta. Cada dilucién fue inoculada por triplicado. To-
das las placas inoculadas se incubaron a temperatura de 30
0C durante 72 horas.

Se seleccionaron las colonias mas representativas atendiendo
al nimero y frecuencia de aparicién y se procedié con el ais-
lamiento secundario en el mismo medio de cultivo de donde
se aislaron. Se chequed la pureza de cada cultivo con empleo
de la Tincién de Gram (Harrigan y Mc Cance, 1968).

Los aislamientos bacterianos se conservaron a 4 0C en tu-
bos de cultivos conteniendo medio Triptona Soya agarizado
y por el método de congelacion, para lo cual se utilizé como
crioconservante glicerol al 20%.

Ubicacién taxondémica de los aislados y caracterizacién: La
ubicacién taxondémica de los aislamientos se realizé atendi-
endo a:

a) Las caracteristicas tintoriales, culturales, morfoldgicas,
agrupamiento de las células, presencia o no de endosporas,
capsula y cistos (Harrigan y Mc Cance, 1968).

b) Las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas.

Para la determinacién de estas caracteristicas se inocularon
los aislamientos en medios sélidos, selectivos y diferenciales
para su ubicacién taxondémica. Para esto se consideraron los
géneros microbianos no simbiéticos que colonizan con mayor
frecuencia los suelos y se utilizaron los medios de cultivo:
Extracto de Levadura Manitol; Agar Papa; Rojo Congo;
Ashby y NFb semisélido (fijacién biolégica de nitrégeno);
King A (pigmentos fluorescentes) y King B (pigmento de
piocianina); Kligler (fermentacién de glucosa, lactosa, pro-
duccién de sulfhidrico (H2S) y produccién de gas) y Citrato.
También se realizaron las pruebas de oxidasa y catalasa.
Ademis se evalué el crecimiento de las cepas en presencia
de hidrocarburos.

RESULTADOS
Resultados y discusién:

Caracterizacién quimica de las muestras: Las muestras pre-
sentaron tener altas concentraciones de hierro y niquel en
el orden este tdltimo de (3 122, 10 322 y 12 489 ppm) y so-
lamente la muestra E02 contenia vanadio (4 503 ppm). Los
contenidos de materia orgdnica fueron inferiores a 0.08 mg
Kg ™! de suelo, los valores de nitrégeno inferiores al 0.63% y
el fésforo inferior al 2.88 mg Kg - 1 de suelo. Las muestras
manifestaron ligera acidez (pH aproximadamente de 6.0).
Nuestros resultados de caracterizacién quimica concuerdan
con los informados para otras muestras de serpentina es-
tudiadas por otros investigadores (Herndndez et al., 2000;
Brady et al., 2005; Garnier et al., 2006; Maleri et al., 2007).

Aislamiento microbiano: De las muestras estudiadas se ais-
laron 15 bacterias no filamentosas y cuatro hongos. Pre-
dominaron en el aislamiento primario las bacterias y las can-
tidades de células que se recobraron de las muestras fueron
de 3 x 10®* UFC g - 1 de suelo en todas las muestras. Los
hongos se obtuvieron en cantidades de 40, 50 y 30 colonias
por gramo de suelo para las muestras E01, E02 y E03 re-
spectivamente. El nimero total de microorganismos para
las muestras E01, E02 y E03 fue de 3.4 x 10, 3.5 x 10®
y 3.3 x 10% respectivamente. El predominio de las pobla-
ciones procariontes se corresponde con los estudios de sue-
los de serpentina realizados por otros investigadores. Por
ejemplo, Pal et al., (2005) mostraron un predominio de
las poblaciones bacterianas sobre las fingicas en suelos de
serpentina de Andaman (India). Igual distribucién obtuvo
Adoudrar et at. (2007) al aislar de suelos de serpentina 123
microorganismos, el 80.49% fueron bacterias y el 19.51%
hongos filamentosos.

Caracterizacién de los aislados: Predominé en las bacte-
rias la morfologia bacilar y los bacilos Gram positivos,
53% de los aislados obtenidos. Se ubicaron aislados en
los géneros Brevundimonas vesicularis (13%), Bacillus spp.
(33%), Aeromonas spp. (13%), Pseudomonas diminuta
(7%), Pseudomonas pseudoalcaligenes (7%), Sporolacto-
bacillus spp. (20%) y Aeromonas salmonicida spp. salmoni-
cida (7%). Nuestros resultados coinciden con Mengani et
al., (2004) que informaron el predominio de bacterias Gram
positivas en muestras de suelos de serpentina. Sin embargo,
no coinciden con otros reportes de aislamientos microbianos
de serpentina como (Pazos, 2000; Pérez et al., 2002; Osti et
al., 2004; Ryan et al., 2007; Zhuang et al., 2007).

Predominaron las bacterias que no fermentan glucosa, lac-
tosa, no producen gas, ni crecen sobre citrato como unica
fuente de carbono. Ninguna cepa produjo pigmentos di-
fusibles en agua cuando fue cultivada en medio King A y
King B.

Todas las bacterias estudiadas crecieron en presencia de
aceites béasicos, demostrandose su capacidad de crecer en
medio de cultivo suplementado con hidrocarburos. Este he-
cho demuestra la potencialidad de las bacterias que habitan
suelos de serpentina para obtener enzimas de interés en pro-
cesos de biorremediacién de hidrocarburos.
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CONCLUSAO

Conclusiones

1. Los suelos de serpentina estudiados presentan baja den-
sidad y diversidad microbianas debido a sus caracteristicas
fisicas y quimicas.

2. El 100% de las cepas aisladas presentan potencialidades
para degradar fracciones aceitosas hidrocarburos.

3. Los suelos de serpentina constituyen ecosistemas nat-
urales atractivos para el estudio ecolégico de poblaciones
microbianas bajo condiciones de estrés.
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