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1. RESUMEN

Las actinobacterias pertenecen al filo Actinomycetota, son bacterias Gram positivas y
ubicuas, destacadas por la produccién de una amplia gama de metabolitos secundarios. Esta
particular caracteristica las posiciona como protagonistas en la bioprospeccion v,
particularmente en la biorremediacion, una estrategia sostenible para combatir un problema
actual, la contaminacién por metales pesados. Estos contaminantes, persistentes y
bioacumulables representan una amenaza continua tanto para los ecosistemas acuaticos y
terrestres como para la salud humana, dada su capacidad de acumularse en la cadena
alimenticia. Ante esta problematica, esta monografia profundiza y desglosa a los mecanismos
de resistencia que emplean las actinobacterias. Se analiza como las actinobacterias
gestionan la toxicidad de los iones metalicos a partir de la biosorcién, bioacumulacion,
biotransformacién y sintesis de EPS y metaléforos, detallando a su vez como los mecanismos
pueden ser demostrados experimentalmente desde varias metodologias, desde pruebas
primarias como ensayo en placa y concentracibn minima inhibitoria, hasta técnicas
avanzadas como ensayo CAS vy la incorporacion de herramientas bioinformaticas como
antiSMASH y GECCO. Sin embargo, a pesar de las notables ventajas de las actinobacterias
para resistir en ambientes contaminados con metales pesados, su implementacién a gran
escala posee una limitacion bastante critica, la diferencia de eficiencia in vitro e in vivo; una
brecha que enfatiza la necesidad de comprender los mecanismos de resistencia para
estimular el potencial de las actinobacterias y asentar las bases teoricas para su

implementacién practica en la realidad ambiental en presencia de contaminantes metalicos.
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2. ABSTRACT

Actinobacteria, members of the phylum Actinomycetota, are Gram-positive, ubiquitous
microorganisms notable for their ability to produce a wide range of secondary metabolites.
This trait makes them central to bioprospecting, particularly in bioremediation—a sustainable
approach to mitigating heavy metal pollution. These contaminants are persistent,
bioaccumulative, and pose significant risks to both ecosystems and human health due to their
capacity to enter and magnify through the food chain. This study examines the resistance
mechanisms employed by actinobacteria to cope with metal ion toxicity, including biosorption,
bioaccumulation, biotransformation, and the synthesis of exopolysaccharides (EPS) and
metallophores. It also reviews experimental methodologies used to characterize these
mechanisms, from preliminary assays such as plate tests and minimum inhibitory
concentration (MIC) determination to advanced techniques like the Chrome Azurol S (CAS)
assay and bioinformatic tools such as antiSMASH and GECCO. Despite their promising
capabilities, large-scale application of actinobacteria remains limited by the discrepancy
between in vitro and in vivo efficacy. To address this gap is essential to harness their full
biotechnological potential and to lay the groundwork for their practical use in environments

contaminated with heavy metals.
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3. INTRODUCCION

Las actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas que pertenecen al filo
Actinomycetota. Se encuentran en diversos ambientes, desde suelos contaminados hasta
ambientes acuaticos, destacando su versatilidad (Garcia-Portales, 2021), relacionada con los
procesos de adaptacion donde se encuentran y que son aprovechadas en investigaciones de
bioprospeccion. Esto ultimo consiste en explorar y a su vez usar la vida biolégica para obtener
productos con sus capacidades metabdlicas de los microorganismos (Carranza - Hernandez,
2017), lo que involucra la busqueda de recursos biologicos en diversos habitats, para
descubrir y crear nuevas aplicaciones en medicina, agricultura e industria. En el caso de las
actinobacterias, su adaptabilidad a diferentes entornos ayudada por su gran capacidad de
producir metabolitos secundarios las convierte en una fuente prometedora de nuevos

compuestos bioactivos (Maghembe et al., 2020), como antibiéticos, enzimas y metaléroforos.

Entre las aplicaciones asociados al uso de actinobacterias esta la biorremediacién,
una técnica que utiliza microorganismos, plantas o enzimas para reducir o eliminar la
contaminacion. Por ejemplo, las actinobacterias se pueden emplear en suelos que estan
contaminados con derrames de petréleo, esto se debe porque este tipo de bacterias tienen
las enzimas necesarias para el metabolismo de hidrocarburos, especificamente oxigenasas
y peroxidasas que dan lugar a las diferentes vias de degradaciéon (Oliart et al., 2016).
Asimismo, se podria potenciar su uso en diferentes entornos como son en aguas y suelo que
son entornos, que también pueden llegar a ser contaminados por los metales pesados y

metaloides, implicando el uso de las actinobacterias en la biorremediacion.

Los metales pesados son elementos quimicos con alta densidad, como el plomo,
mercurio, arsénico y cromo, que pueden ser toxicos para los organismos vivos incluso en

bajas concentraciones. Estos metales se acumulan en suelos, aguas y organismos, afectando



gravemente la salud humana y ambiental (Covarrubias y Cabriales, 2017), debido a la
capacidad que tienen los metales pesados por acumularse en tejidos a lo largo de la cadena
alimenticia (Chalen Santos, 2021), es decir por su caracteristica de bioacumulaciéon que no
solo repercute en el ecosistema ya que también se acumula en el cuerpo humano mediante
los alimentos que son consumidos e interfieren en cambios significativos de la cadena

alimentaria.

Al estar los metales pesados presentes en la cadena alimentaria, especialmente en
los productos provenientes del suelo, tal como vegetales vy frutas, tubérculos, legumbres y
cereales (Mitra et al., 2022), el problema se agrava porque al existir un aumento de la
contaminaciéon de los suelos, el porcentaje de disponibilidad de las tierras para el cultivo
disminuye y como son productos que a diario consumen las personas, comienzan los efectos

adversos en las personas por la bioacumulacién de estos contaminantes quimicos.

Por consiguiente, la bioacumulacion en humanos puede conllevar a la toxicidad en
humanos, perjudicando a los 6rganos del cuerpo como el higado, cerebro e incluso el corazén
y a su vez generando hepatoxicidad, neurotoxicidad y toxicidad cardiovascular (Mitra et al,
p.2, 2022). Ademas, al ser los metales pesados altamente toxicos, también conllevan otras
consecuencias. Entre estas se encuentran, la disminucion de la actividad muscular, asi como
también de la vision, olfato y memoria, también pueden causar problemas en la piel e incluso
diferentes tipos de cancer (Aguirre —Cortez, 2022), por lo que, se necesitan soluciones
biotecnoldgicas sustentables, como es la biorremediacion y seré dirigida a diferentes lugares

gue estén contaminados.



Aungue es un proceso prometedor, la biorremediacién de suelos contaminados con
metales pesados enfrenta desafios, ya que estos elementos no se degradan facilmente. Sin
embargo, algunos microorganismos pueden captar, transformar o inmovilizar estos metales,
lo que ayuda a disminuir su toxicidad (Covarrubias y Cabriales., 2017). La forma en la que las
bacterias realizan esto puede involucrar uno o varios de los siguientes mecanismos:
bioacumulacién, biosorcién, quelacion de iones, secrecién de exopolisacaridos (Timkova et
al.,, 2018). La identificacion del mecanismo especifico permite conocer las ventajas y

limitaciones del uso de los microorganismos en procesos de biorremediacion.

En el caso de las actinobacterias, este conocimiento es escaso, pero guarda un
inmenso potencial. En Brasil se aislaron 2152 especies de actinobacterias y se demostré que
la poblacién de estos microorganismos no se ve alterada por una alta concentracién de

aluminio en el suelo (Silva et al., 2013). Por otra parte, algunas cepas de Streptomyces spp

tienen alta tolerancia a diferentes concentraciones de metales pesados, como es S. mirabilis
gue puede crecer 130 mM de sulfato de niquel (Bragnsch et al., 2022), o Arthrobacter spp
gue tiene una gran versatilidad metabdlica, que le confiere degradar hidrocarburos y
xenobidticos, tal como Arsénico, Vanadio, Niguel, Plomo, Selenio, Zinc, Cadmio, Cromo y
Cobre (Silva et al., 2013). En otro estudio, se encontrd cepas de Streptomyces spp con un
94% de eficacia en la remocion de cromo en medios liquidos y soélidos, pero en pruebas in
vivo la remocion disminuy6 al 50% (Mawang et al., 2021). Por otra parte, se conoce que las
actinobacterias son capaces de producir sider6foros, siendo una caracteristica importante
para la supervivencia en ambientes altamente téxicos con metales pesados como Ni?*y Cu®

(Patel et al., 2018).

En el filo Actinomycetota, la investigacion acerca de los mecanismos de resistencia a

metales pesados ha sido insuficiente, ya que los estudios se han centrado en otros



compuestos bioactivos como los antibioticos. No obstante, la resistencia a metales pesados
es una capacidad reportada de este filo y a medida que la contaminacion por estas sustancias
sigue aumentando, es imperativo buscar estrategias sostenibles y efectivas con la finalidad
de aminorar las consecuencias del impacto ambiental que generan. Mediante esta
investigacion se propone dar a conocer que las actinobacterias, por sus mecanismos de
resistencia y capacidades metabdlicas, son microorganismos eficientes para la degradacion
de diferentes tipos de metales pesados. Para ello, se explorara cada uno de los mecanismos
conocidos, las especies de actinobacterias en las que éstos han sido identificados y las
metodologias que se usan para este tipo de experimentos. Con esta informacion se tendra
una perspectiva general para proyectar la aplicabilidad de las actinobacterias en el area de
biorremediacién agricola que sirva como sustento para futuras investigaciones

experimentales.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Examinar la literatura cientifica con relacibn a los mecanismos de resistencia a
metales pesados usados por las actinobacterias, infiriendo el uso potencial de estos

microorganismos en biorremediacion.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Exponer los mecanismos de resistencia a metales pesados reportados en actinobacterias
2 Comparar metodologias de evaluacion de la capacidad de resistencia a metales pesados.
3 Explicar los posibles usos de actinobacterias especificas en procesos de biorremediacion

con base en la informacién recopilada.



5. DESARROLLO TEORICO

5.1 CARACTERISTICAS DE LAS ACTINOBACTERIAS

5.1.1 DEFINICION Y CLASIFICACION

El término “actinobacteria”, se deriva de palabras griegas “aktis” y “mukés”, que
indican rayo y hongo respectivamente. La conexion con dichas palabras hace alusion al
crecimiento de las actinobacterias que se da por una combinacion entre la extension y la
ramificacién de la hifa (Miao y Davis, 2010). Tomando en consideracion que, anteriormente
las actinobacterias eran consideradas como una transformacién entre los hongos y bacterias
(Barka et al., 2015), esto se da por su morfologia con forma filamentosa que poseen, siendo

la esporulacién su forma de reproduccion.

Las actinobacterias poseen un alto contenido de guanina y citosina que contienen su
informacion genética y son bacterias ubicuas, filamentosas, Gram positivas (Miao y Davis,
2010), lo dltimo puede verse demostrado en la Figura 1. Al ser filamentosas, les confiere
ventajas en relacién con la produccion de metabolitos secundarios, asi como también su
supervivencia en entornos dificiles. De igual manera, al estar presentes en todos los
ecosistemas y a su vez en una amplia variedad de ecosistemas su clasificacion con los afios
ha ido cambiando, pero la clasificacion original taxondmica actualizada se hizo en base al
gen ARNr 16S (Miao y Davis, 2010). Aunque también, se han usado otros marcadores
genéticos como son genes housekeeping y entre ellos estan rpoB y ssgB (Gonzéles - Nava,

2021), esto con la finalidad de disminuir los sesgos de errores en la clasificacion.



Figura 1. Analisis microscépico de una cepa de actinobacteria. Bacterias Gram positivas
alargadas, mayormente agrupadas y en cadenas. Imagen inédita.

Al haber un vasto nimero de érdenes y de especies bacterianas, la clasificacion se
analiza por varios enfoques entre ellos por su morfologia, como se observa en la Figura 2, y
también por mecanismos moleculares. De igual manera, se puede analizar a partir de criterios
guimiotaxonémicos que abarcan la composicion de la pared celular, fosfolipidos y el

contenido de azUcares (Gonzales - Nava, 2021).

Figura 2. Colonia de actinobacteria en medio agar caseina almidén. Demostracién de las
caracteristicas morfolégicas de las colonias de actinobacteria, presentando una coloracion
blanca, sin bordes definidos y de textura polvorienta. Imagen inédita.

De esta forma, este grupo de bacterias pertenece al filo Actinomycetota y este filo se

divide en 6 clases que son: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriabacteriia, Nitriliruptoria,
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Rubrobacteria y Thermoleophilia. La clase Actinobacteria tiene 16 6rdenes que son:
Actinopolysporales, Actinomycetales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, Corynebacteriales,
Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, Micrococcales,
Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales,
Streptosporangiales y Geodermatophilales. No obstante, entre gran cantidad de 6rdenes, la
gue mas se destaca es Actinomycetales (Barka et al., 2015), debido al amplio uso de especies

pertenecientes a dicho orden en diferentes sectores.

Actinomycetales se destaca porque los géneros pertenecientes a este orden,
representa el grupo mas abundante de microorganismos relacionados con la produccién de
compuestos bioactivos, especificamente antibidticos. Enfatizando que, del 40% de
metabolitos secundarios generados a partir de actinobacterias, el 80% es exclusivamente de
Streptomyces spp (Claverias et al., 2015). Lo mas representativo de este orden es que, en
comparacion con el resto de las bacterias que poseen cromosomas circulares, en el orden
Actinomycetales las especies de Streptomyces spp y algunas especies de Rhodococcus spp
poseen cromosomas lineales (Kirby, 2011), entre la especie con cromosoma lineal es

Rhodococcus jostii (lino et al., 2012), siendo una caracteristica poco comun entre bacterias.

5.1.2 GENEROS RELEVANTES

Dentro de la clase de Actinobacteria, hay que destacar la importancia del género
Streptomyces spp. Es una bacteria que se distingue morfolégicamente por ser Gram positiva,
filamentosa y con formacion de esporas en el extremo de sus hifas aéreas, confiriendo la
caracteristica macroscoépica general, colonias polvorientas. (Alam et al., 2022), distintiva de
gran parte del filo. Desde el punto de vista quimiotaxonémico, Streptomyces spp tiene un
contenido de guanina — citocina relativamente alto, mismo que alcanza un porcentaje que
oscila entre 69% a 78%. Su pared celular es de tipo I, misma que posee ciertos aminoacidos

como el acido diaminopimélico y glicina (Duangupama et al., 2023), siendo el acido
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diaminopimélico un aminoacido esencial para la caracterizacion de este género. La
importancia de Streptomyces spp, radica en su amplia produccién de metabolitos secundarios
durante su fase de crecimiento. Entre los metabolitos que més destacan, se encuentran
aquellos relacionados con el area clinica como los antibidticos, especificamente la
estreptomicina (Quinn et al., 2020). Precisamente, dichos metabolitos le confieren al género

bacteriano ciertas propiedades antibacterianas, inhibiendo a la competencia de su entorno.

De forma similar a otras clases con géneros influyente, en la clase Acidimicrobiia, el
género Acidimicrobium sp tiene una gran relevancia cientifica. Morfolégicamente, el género
se caracteriza por ser Gram positivo y con forma de bacilos con longitudes variables. Hasta
el momento, no se ha reportado la presencia de endosporas en este género bacteriano
(Arroyo et al., 2014). En cuanto, a su composicion quimiotaxonémica este género posee acido
diaminopimélico en su pared celular (Stackebrandt, 2014), un rasgo que comparte con otras
clases bacterianas, pero con sus respectivas particularidades. La importancia de

Acidimicrobium sp se le atribuye en estudios referentes al area de biorremediacion.

Se ha reportado que el género Acidomicrobium sp. puede degradar contaminantes
persistentes como las sustancias perfluoralquiladas y poliflouralquiladas (PFAS) mediante la
ruptura de enlaces carbono y flior (Bentel et al., 2019). Dicha capacidad se fundamenta
principalmente en su habilidad para oxidar amonio mientras reduce el hierro presente en su
entorno, conllevando a una relacion directa entre la cantidad de amonio oxidado y la eficiencia
en la desfluoracion. Ademas, posee un gen llamado rdhA que codifica la enzima
deshalogenasa reductora (Jaffé et al., 2024), permitiendo la ruptura de los enlaces C-F y a su
vez la degradacion de forma mas efectiva de estos contaminantes quimicos persistentes en
la naturaleza.

Siguiendo a la clase Nitriliruptoria, el género Nitriliruptor sp. es de gran interés. Al igual

gue en el resto de los géneros, las caracteristicas morfolégicas bacterianos permiten una
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diferenciacion entre clases. Este género es Gram positivo, con sus células en forma de bacilos
cortos, no motiles y sin capacidad de formar esporas (Sorokin et al., 2009). Desde la
perspectiva quimiotaxonémica, este género tiene una gran diferencia con relacion a las clases
anteriores porque Nitriliruptor sp en su pared celular contiene acido meso diaminopimélico y
es un diamino crucial para la diferenciacion de este género (Sorokin et al., 2009). La
importancia del género, particularmente de la especie Nitriliruptor alkaliphilus se enfoca en el

area de biorremediacion.

La especie Nitriliruptor alkaliphilus, desempefia un papel sumamente importante en la
biorremediacién, mediante la degradacion de nitrilos. Aunque hay otras bacterias con esta
capacidad, Nitriliruptor alkaliphilus degrada el nitrilo por completo mediante la via nitrilo
hidrolasa y se encarga de transformar compuestos quimicos como el isobutironitrilo en
amoniaco (Shivlata y Satyanarayana, 2015). De esta forma la presente especie puede
degradar contaminantes industriales que son toxicos para el ambiente y para la vida cercana

a su entorno, ya que fuerza a los microorganismos a efectuar mecanismos de resistencia.

En contraste con los lugares contaminados donde se esta empezando a implementar
la biorremediacion, existen otros entornos externos como aquellos expuestos a altas dosis de
radiacion, causando severos dafios a las células bacterianas, porque ocasiona dafios
fotoquimicos a su material genético y también puede generar mutaciones e incluso a
rompimiento de las cadenas dobles o simples del ADN (Ragon et al., 2011). Pese a las
consecuencias mencionadas por dicha exposicion existen bacterias que son radioresistentes
y entre ellas se encuentra Rubrobacter spp, perteneciente a la case Rubrobacteria. La
morfologia de este género bacteriano comprende la forma de bacilos cortos y algunas
especies son pleomorficas, Gram positivas y no motiles y asporogénicas (Koufilova et al.,
2021), el ultimo punto se refiere a que no puede producir esporas. La especie en particular
con un mayor grado de importancia es Rubrobacter radiotolerans que se caracteriza por

sobrevivir y a su vez realizar sus funciones metabdlicas alun expuesta a dosis altas de
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radiacion. La notable resistencia de Rubrobacter radiotolerans se debe en mayor parte a la
formacion de comunidades endoliticas, generalmente en rocas, también debido a la
reparacion efectiva del ADN y pigmentos carotenoides, siendo ésta Ultima caracteristica
necesaria para protegerse contra el estrés oxidativo (Ragon et al., 2011) y a la desecacion,

siendo factores asociados a la exposicion frente a radiaciones altas.

En comparacién con los géneros previamente mencionados cuya importancia radica
en el @mbito de la biorremediacion y resistencia a la radiacion, la clase Coriabacteriia alberga
a Atopobium spp. Morfolégicamente, el género presenta una forma celular que puede ser
bacilos elipticos cortos, como Atopobium minutum, o cocos pequefios como es el caso de
Atopobium vaginae. Las células pueden tener varias agrupaciones ya sean en pares, grupos
o cadenas cortas. Son bacterias Gram positivas, no motiles y no forman esporas (Liu, 2011).
Quimiotaxonémicamente, esta clase bacteriana tiene un contenido de guanina — citocina bajo
en comparacién con el resto de las clases, teniendo un valor que oscila entre 45.7% a 49%
GC (Nouioui et al., 2018). Poseen paredes celulares en las que el componente principal es el
acido meso diaminopimélico, también conocido como DAP (Bai et al., 2024). La especie
microbiana que tiene relevancia es Atopobium vaginae cuya importancia se le atribuye

netamente al ambito clinico.

Esta especie, Atopobium vaginae, se asocia comunmente a infecciones vaginales y
la estimulacién en la produccién de biofilms junto con otras bacterias patégenas tal como
G.vaginalis, cuyo rol de este Ultimo es actuar como un colonizador para que A.vaginae pueda
unirse (Mendling et al., 2019), esta interaccién agrava ain mas a los pacientes de sexo

femeninos ya que potencia la patogenicidad bacteriana de Gardnerella vaginalis.

Finalmente, la clase Thermoleophilia es poco estudiada y esta clase cuenta con solo
2 especies que son Thermoleophilum minutum y Thermoleophilum album, ambas termdfilas.

Thermoleophilum spp, es parcialmente diferente al resto de clases, son bacilos cortos Gram



14

negativos, no motiles y no formadores de esporas (Shivlata y Satyanarayana, 2015). Desde
el punto de vista quimiotaxonémico, su contenido de guanina — citocina es bastante alto,
llegando a tener un valor entre 68.8% a 70.4%. Ademas, su amino&cido principal para la
formacion de su pared celular es el 4cido diaminopimélico (Perry, 2015). Thermoleophilum
album se caracteriza por la sintesis de enzimas, especificamente las catalasas de manganeso
gue son comunmente usadas para la defensa bacteriana contra el peréxido de hidrégeno

(Whittaker, 2011).

5.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA A METALES PESADOS POR

ACTINOBACTERIAS

Los metales pesados se encuentran en un amplio rango de lugares como los sistemas
acudaticos, suelos y la atmésfera. Abarcan a algunos elementos como el cadmio, plomo y
mercurio (Dagdag et al.,2023). Son un grupo de metaloides y metales cuyas densidades
superan a los 4 g/cm?. Ese valor, hace alusiéon a una elevada densidad, mismo que es un
factor relacionado con los efectos adversos de los metales pesados al ser liberados al medio
ambiente, razén por la cual se les cataloga como contaminantes quimicos por sus
caracteristicas propias de contaminantes tales como persistentes y bioacumulables (Ali et al.,

2021).

La persistencia de los metales pesados se relaciona intrinsicamente con su resistencia
a la degradacién (Briffa et al., 2020), convirtiéndolos en una amenaza latente a los
ecosistemas y a los organismos vivos, entre ellos a los microrganismos, por su toxicidad. La
presencia de metales pesados pone en juego diferentes funciones de los microorganismos
porque compromete la sensibilidad de las comunidades microbianas, dado que los metales
pesados afectan su capacidad metabdlica, procesos de informacion genética, asi como

también roles en los ciclos biogeoquimicos como el ciclo de nitrégeno y carbono (Li et al.,
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2020), disminuyendo negativamente la diversidad de microorganismos en un entorno con

altas concentraciones de metales.

A pesar de los efectos negativos por la presencia de metales pesados, ciertos
microorganismos han adaptado diversas rutas metabdlicas, diferentes a la original para su
supervivencia, tal como las actinobacterias. Tomando en consideracion que, las rutas
metabolicas centrales en este gran filo bacteriano constan de la glucdlisis y ciclo de Krebs
(Martin et al., 2021). La presencia de contaminantes supone una alteracion en el metabolismo
de las actinobacterias y a su vez el uso de alguna otra ruta metabdlica en presencia de
metales pesados. Sin embargo, el conocimiento de las rutas metabdlicas alternativas de las
actinobacterias con iones metalicos es escaso, pese a este vacio de conocimiento, las
bacterias dentro de este filo han generado mecanismos de resistencia que favorecen su

supervivencia mediante adaptaciones.

52.1 TIPOS DE MECANISMOS: BIOSORCION, BIOACUMULACION,
BIOTRANSFORMACION, SECRECION DE EXOPOLISACARIDOS, PRODUCCION DE

METALOFOROS

La capacidad de resistencia a metales pesados depende netamente de las
propiedades estructurales, adaptaciones fisiolégicas y genéticas del microorganismo, asi
como también de la cantidad del metal en su entorno (Timkova et al., 2018). Entre los
mecanismos conocidos para hacer frente a estos contaminantes estan: la produccién de

exopolisacaridos (EPS), sideréforos, biotransformacion, biosorcién y bioacumulacion.

El primer mecanismo que se detallara en los mecanismos de resistencia frente a los
metales pesados es la biosorcion. Este proceso se refiere a un proceso fisico y quimico
porgue involucra intercambios iénicos, asi como también fuerzas quimicas como la de Van

der Waals que permiten la unién de la solucion contaminante a la superficie de la biomasa
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(Sala et al., 2010). Desde el aspecto bioldgico, es un proceso metabdlicamente pasivo que
usa biomasa viva 0 muerta y tras la interaccién entre la solucion de contaminante y la
biomasa, la solucion se adhiere a la pared de la célula, en este caso bacteriana (Derco y
Vrana, 2018). Asi la biosorcion, representa un anclaje inicial y superficial, gue no demanda a
las bacterias energia adicional para su cumplimiento, puesto que es metabdlicamente pasivo.
Este proceso es reversible y su accién se radica cuando el ion metalico del metal se adhiere
en la pared celular bacteriana y los grupos amina, hidroxilo, fosfato y carboxilo, que son
grupos funcionales de la pared relacionados con su estructura y estabilidad, aparecen y

forman interacciones iénicas (Timkova et al., 2018), que permiten la retencion inicial del metal.

La eficiencia con la que las actinobacterias llevan a cabo la biosorcion se da por tres
factores cruciales. El primer factor es por los grupos funcionales de la pared celular que
actian como centros activos que facilitan la union entre el metal y la superficie bacteriana,
porque se relacionan con la carga de la pared y la orientacion de los metales (Presentato et
al., 2020). Dicha eficiencia, se sustenta porque la pared celular de las actinobacterias es
negativa y atraen a compuestos con carga positiva, entre ellos los metales o metaloides (Jean

et al., 2024).

El segundo factor es su pequefio tamafio celular y el dltimo factor es por su alta
relaciéon superficie — volumen, misma que le permite tener una interaccién mucho mas amplia
con la superficie (Presentato et al., 2020). Siendo este Ultimo beneficioso para las
acitinobacterias porque tendran superficies de contacto mas extensas permiten a los iones
metdlicos unirse. No obstante, la naturaleza reversible de la biosorcion, permite que las
sustancias contaminantes pueden ser nuevamente liberadas a su entorno, lo que enfatiza la

necesidad de mecanismos que lo complementen, como la bioacumulacion.

Al ser un proceso complementario, la bioacumulacion tiene mayores ventajas,

distinguiéndose principalmente por involucrar inicamente biomasa viva porque es un proceso
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metabdlicamente activo. Si bien la biosorcidn y bioacumulaciéon se asemejan en la interaccion
iGnica entre las sustancias metdlicas y la pared celular de las bacterias, este ultimo proceso
puede retener al metal (Timkova et al., 2018). EI componente metalico es transportado en
contra del gradiente de concentracion hacia la membrana y ahi se acumulard, lo que conlleva
a un gran gasto energeético, por H+ - ATPasa, tras internalizar el metal al citoplasma, proteinas
ricas en grupos sulfhidrilos actuaran sobre el (Pande et al., 2022). Es importante resaltar que,
los iones metdlicos pueden ser incorporados al citoplasma e incluso a compartimentos
intracelulares mediante endocitosis, proteinas transportadoras de membrana y canales
iGnicos, (Pande et al., 2022). La internalizacion subsiguiente de los iones metalicos reduce el
riesgo de posibles contaminaciones secundarias porque los microorganismos retienen a los

metales en su interior.

Por otra parte, la bioacumulacién abarca la relacion bioquimica entre los grupos
funcionales y los metales presentes en las paredes celulares, siendo este proceso eficiente
entre las capacidades metabdlicas especiales y con las proteinas como las metalotioneinas.
También conocidas como MT’s, quienes juegan un rol importante en la relacion
microorganismo-metal (Roy et al., 2023), lo que facilita la absorcion y la transformacion
especialmente de Cd, Zn y Cu. Las metalotioneinas tienen una capacidad Unica para unirse
a diferentes iones metalicos porque son ricas en cisteina (Darwin, 2015). La cisteina es un
aminodacido que contiene un grupo tiol (-SH), que esta conformado por un atomo de azufre
unido a un atomo de hidrogeno (Poole, 2014). La estructura quimica del grupo tiol, confiere
a las MT’s una alta afinidad para unirse a iones metalicos (Darwin, 2015). Esta afinidad es
especialmente fuerte cuando el grupo tiol se desprotona, es decir que pierde un atomo de
hidrégeno en forma de protén (H+) y cuando esto ocurre el tiol se transforma en un anion
tiolato. En donde, el azufre adquiere una carga completamente negativa al conservar el
electron que compartia con el atomo de hidrégeno (Poole, 2014), por lo que el azufre se
gueda con un electrén extra. Dado que los iones metélicos tienen una carga positiva, se

sienten atraidos por la carga negativa del anion tiolato presente en las cisteinas.
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Complementando a la biosorcién y bioacumulacién, se da lugar a la biotransformacion,
gue permite una adecuada regulacion de los metales pesados que las actinobacterias
bioacumulen, esto lo haran disminuyendo la carga toxica del contaminante (Emenike et al.,
2018). La biotransformacion implica la alteracion de las propiedades fisicas y quimicas de los
metales pesados para descomponer a los metales pesados (Kondakindi et al., 2024).
Especificamente, este mecanismo a partir de la alteracion de la estructura quimica de un
compuesto, en este caso los metales pesados, genera moléculas que son mas solubles en
agua (Pande et al., 2022), permitiendo que las actinobacterias metabolicen de manera mas
eficiente a los metales debido a la polaridad del producto de la reaccion. Para llevar a cabo
dichas transformaciones, las actinobacterias deberan recurrir a varias reacciones incluyendo,
la produccién de nuevos enlaces con carbono, metilacién, desmetilacién, hidrélisis,
reacciones REDOX (reduccion y oxidacion) e incorporacion de grupos funcionales (Pande et
al., 2022). El objetivo final de las transformaciones se da para que la toxicidad disminuya y la
bacteria pueda ser capaz de vivir sin afectar su actividad biol6gica o provocando dafios en su

estructura celular.

Continuando con las estrategias de resistencia de las actinobacterias, el siguiente
mecanismo es, la secrecion de exopolisacaridos (EPS). Aunque realmente su estudio es
bastante definido en bacterias, su conocimiento y exploracion es limitado en las
actinobacterias. Estos biopolimeros con alto peso molecular se relacionan con varias
funciones que ayudan al microorganismo, como son la adhesién al sustrato, resistencia a
materiales exdgenos téxicos o dafiinos para la célula y previenen la desecacién. Ademas de
estas funciones generales, la naturaleza aniénica les da la capacidad de inmovilizar iones
metdlicos de su matriz (Behera y Das, 2023). De igual manera, el rol de los EPS es absorber
y quelar iones metalicos, reduciendo asi la biodisponibilidad de los contaminantes en el
entorno (Zhang et al., 2024), lo que potencia el primer mecanismo, biosorcion, y enfatiza la

importancia de los EPS en la biorremediacion.
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La capacidad de los expolisacaridos para actuar como agentes bioabsorbentes se
fundamente principalmente en su composicion quimica. Los EPS estan conformados por
varios grupos funcionales importantes, como el grupo fosfato, carboxilo, fenol e hidroxilo, que
poseen afinidad con los metales (Behera y Das, 2023). Por lo tanto, la presencia de los grupos
funcionales ayuda a la formacion de complejos superficiales y al intercambio idnico (Zhang et
al., 2024). Es importante recalcar que la secrecién de los exopolisacaridos es sensible y eficaz
para capturar a los iones de los metales pesados incluso en concentraciones bajas (Gupta y
Diwan, 2016). Ademas, de la quelacion de metales pesados que los exopolisacaridos
efectian mediante los grupos funcionales en su estructura, las actinobacterias también

producen sideréforos para la captacion especifica de hierro y de otros iones metalicos.

Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular y de alta afinidad que se unen
a los iones de hierro. Aunque, recientemente, se ha ampliado el concepto de sider6foro a
metaléforo, a fin de abarcar las interacciones con metales distintos del hierro (Canchignia et
al., 2021). Cabe recalcar que, hay tres tipos de metal6foros: hidroxamatos, carboxilatos y
catecolatos, mismos que se diferencian por los grupos funcionales que usan en el momento
de la captura del ion (Behera y Das, 2023). Los sideréforos de tipo hidroxamatos son también
llamados como desferrioxaminas (Cruz — Morales et al., 2017). Como tal, la sintesis de los
metaléforos se da cuando hay deficiencia de hierro en el interior de la célula bacteriana y al
ser el hierro un elemento esencial para su supervivencia, se busca alternativas que
especificamente se dan a partir de péptidos sintetasas no ribosomales (NRPS) o por los

sistemas mixtos NRPS sintetasa policétidas (NRPS-PK) (Serrano y Moreno, 2024).

Una vez sintetizados los sideroforos, son liberados al medio extracelular por
transportadores especificos. En el medio exterior, los sideré6foros se unen al hierro (Fe®*),
formando un complejo sideroforo - metal. Luego, dicho complejo es reconocido por las
proteinas de superficie y transportado al citoplasma mediante un transportador especifico de

tipo ABC (Serrano y Moreno, 2024). Este tipo de transportador consta de 2 proteinas que son
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las encargadas de, primero, actuar como permeasa para que la membrana bacteriana se
separe, y segundo, brinda la energia para que los iones de hierro logren entrar al citoplasma
mediante reductasas citoplasmaticas para reducir al hierro en ién ferroso (Fe?*) (Serrano y

Moreno, 2024), siendo la forma de hierro mas biodisponible para los microorganismos.

Por lo tanto, los metal6foros confieren ventajas significativas a los microorganismos.
Entre los beneficios se encuentra la liberacion de iones metalicos de forma eficiente y
conceder la entrada de aquellos que no pueden ingresar de forma intracelular, asi como
también la quelacién o captura del hierro que esta en su entorno, y sobrevivir a diferentes
tipos de suelo y entornos (Garcia - Portales, 2021), por lo que la produccién de metaléforo es
considerada una técnica de movilizacion por hacer que los metales pesados se vuelvan mas
disponibles para las actinobacterias (Behera y Das, 2023), siendo una caracteristica crucial

en los procesos de biorremediacion.

5.2.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LOS MECANISMOS: CONCENTRACION DE

METALES, PH, TEMPERATURA, SALINIDAD

La capacidad que poseen las actinobacterias para resistir a un entorno con presencia
de diferentes metales pesados, pueden ser moduladas por condiciones ambientales. Entre
los factores a considerar se encuentran: la concentracién de metales y duracién del contacto,
el pH del ambiente en el que la bacteria se encuentra, biomasa bacteriana, temperatura y la
salinidad. A continuacion, se procede a explicar cdmo cada uno de los factores ambientales,

influye en la respuesta a la resistencia de las actinobacterias.

El primer factor determinante en la eficiencia de mecanismos de resistencias es la
cantidad de iones metdlicos. A concentraciones bajas, hay una mayor biosorcién porque hay
una alta cantidad de iones metalicos que se pueden adherir a la superficie bacteriana y a sus

sitios activos (Timkova et al., 2018). Sin embargo, cuando hay una concentracion bastante
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elevada de metales pesados, la eficiencia de su remocion se ve comprometida. Esto sucede
porque los sitios activos del bioadsorbente se colapsan y no hay una completa eliminacion de
los metales (Timkova et al., 201), por lo que no hay suficientes sitios activos para tantos iones
metdlicos que estadn presentes. Esta saturacion inicial conlleva a efectos negativos en el
funcionamiento de los mecanismos de resistencia posteriores a la biosorcion, afectando la
actividad enzimatica necesaria para la bioacumulacion y biotransformacion (Hamdan et al.,

2021), e incluso empezaria a ser toxica para la bacteria al tener niveles de metales muy altos.

Directamente relacionado con la eficiencia de la biosorcién, el tiempo de contacto
entre los iones metéalicos y el microorganismo, aparece como otro parametro critico. La
duracion de contacto tiene que 6ptmima, pero esta interaccién no es universal porque va a
depender no solo de la cepa de actinobacteria, sino también en relacion del tipo de metal
pesado (Karnwal, 2024). Se han reportado estudios que un primer contacto inicial adecuado
entre el metal pesado Yy la superficie bacteriana resulta en una maxima remocion, con estudios
en Streptomyces spp. Su tiempo de eliminacién dptima del cobre oscila entre 1y 3 horas para
una concentraciéon metalica inicial de 50 mg/L (Hamdan et al., 2021). No obstante, cuando la
concentracion inicial del metal supera los limites de tolerancia bacterianos, se requiere de un
tiempo de contacto mas extenso para alcanzar el equilibrio entre lo absorbido y capacidad
maxima, tiene que ser superior (Karnwal, 2024). A pesar de este aumento con el tiempo de
contacto, la tasa de adsorcién disminuira progresivamente, a medida que los sitios activos de

la superficie bacteriana se saturen.

Mas alld de la interaccion fisica entre la célula bacteriana y los metales, las
condiciones quimicas del entorno juegan un papel esencial, siendo el pH un factor a ser
tratado, enfatizando que el valor de pH 6ptimo es de 4 a 6 (Elnahas et al., 2021). Este factor
desempefia un papel crucial al relacionarse con la actividad enzimatica, el metabolismo
celular y la carga de la superficie de las actinobacterias (Pande et al., 2022). En condiciones

de un pH extremadamente &cido, las enzimas tienden a desnaturalizarse y perder su
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estructura tridimensional (Bartee y Brook, 2016). En contraste, varios estudios han
demostrado que la capacidad adecuada de adsorcién de bacterias Gram positivas, incluyendo
actinobacterias, experimenta una notable mejora en pH que se acercan mas a la neutralidad
(Ausuri et al., 2022). Puede deberse porque a valores neutros o ligeramente &cidos de pH
hay un incremento en los grupos funcionales que se encuentran adheridos a la superficie
celular bacteriana y eso hara que mayores cationes metalicos se unan mediante atracciones
electrostaticas (Hamdan et al., 2021), un suceso que a menudo se relaciona con un
incremento en su densidad celular (Ausuri et al., 2022). Precisamente, la cantidad de biomasa

en un entorno contaminado es otra condicion por considerar.

La biomasa microbiana, es decir la cantidad total de células bacterianas presentes en
un determinado entorno, condiciona la cantidad de iones metalicos a bioacumular (Polti et al.,
2019). Se ha evidenciado que una masa bacteriana adecuada para la remocion de cromo en
campo es de al rededor 40 kg/Ha de suelo que esta contaminado (Polti et al., 2019). Sin
embargo, al igual que en la concentracidn inicial excesiva de metales puede saturar los sitios
de unién, una elevada biomasa conlleva a la generacion de efectos contraproducentes al
interferir las células entre si (Kumari et al., 2023). La interferencia se debe a las interacciones
electrostaticas entre las mismas células y los grupos funcionales (Timkova et al., 2018),
reduciendo la cantidad de sitios disponibles para la unién con los iones metéalicos. Ademas,
el equilibrio en la biomasa de células microbianas, también se relaciona con la disponibilidad
de nutrientes, un factor que también se asocia a la cantidad de exopolisacaridos secretados

por la bacteria.

La secrecion de exopolisacéridos al ser una estrategia para inmovilizar metales y
brindar proteccion a las células, esta directamente influenciada por la disponibilidad de
nutrientes. Al haber mayor abundancia de nutrientes, habrd una mayor actividad metabdlica
gue propicien la produccion de EPS, mismas que se generan durante las fases de crecimiento

exponencial (Kaur y Dey, 2023). En ese sentido, se ha demostrado que las diferentes fuentes
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de carbono influyen drasticamente en la cantidad de EPS producidas por parte de las
actinobacterias. Por ejemplo, estudios relacionados con Streptomyces spp han evidenciado
gue el almidén soluble se relaciona con una mayor cantidad de exopolisacéridos. Esto se
debe, probablemente, a que las actinobacterias al requerir una gran cantidad de energia para
la produccion de EPS, metabolizan de forma mas efectiva polimeros mas largos con cadenas
de carbohidratos ramificados (Elnahas et al., 2021). Ademas de la nutricién, las condiciones
fisicas del entorno tal como el pH y temperatura, también desempefia un rol significativo en

este proceso.

La temperatura es otro factor que altera la estructura y funcién de las enzimas. Cuando
el entorno no alcanza el rango de temperatura 6ptimo, alrededor de los 35°C, la actividad
enzimatica puede verse severamente comprometida (Elnahas et al., 2021). En ambientes
hipersalinos o a elevadas temperaturas, las enzimas pueden ser desnaturalizadas, perdiendo
su estructura tridimensional y a su vez funcionalidad. Por otro lado, a temperaturas
extremadamente frias, estas biomoléculas ralentizan su actividad. Aunque las enzimas
pueden seguir cumpliendo con sus funciones, lo hacen de forma mas lenta porque la
frecuencia de interaccién entre la enzimay el sustrato disminuye (Bartee y Brook, 2016). Esta
alteracion en la actividad enzimatica se debe a que la temperatura tiende a modificar las
estructuras de las proteinas y también a los grupos funcionales que estan adheridos a la
superficie bacteriana (Fathollahi et al., 2020). Esto puede inferir posibles cambios en la pared
celular de las bacterias, tanto en temperaturas extremas como en ambientes altamente

salinos, impactando su capacidad interactuar con el entorno y su supervivencia.

Por tanto, la actividad enzimética, que involucra a la mayor parte de las funciones que
realizan los mecanismos de las actinobacterias, requiere rangos 6ptimos de, temperatura y
de sal porque de lo contrario a parametros elevados entonces se perdera la estructura

deseada de las enzimas, siendo su forma tridimensional la que garantiza su funcionalidad.
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5.2.3 ASPECTOS BIOQUIMICOS: ENZIMAS Y GENES

INVOLUCRADOS EN LOS MECANISMOS

La actividad enzimatica como se menciond en el apartado anterior es de suma
importancia en las actinobacterias y su relacién con los mecanismos que posee. Entre las
enzimas relacionadas con la quelacion y degradacion de metales pesados se encuentran las
enzimas cataliticas, como son las enzimas superéxido dismutasa, oxidorreductasa, entre

otras (Behera y Das, 2023).

La enzima superoxido dismutasa (SOD) se ha evidenciado en Streptomyces
seoulensis y es una enzima que es dependiente del niquel, permitiendo la proteccion a la
célula bacteriana de las especies reactivas de oxigeno, mejor conocidas como ROS (Behera
y Das, 2023), esto se da porque en presencia de concentraciones elevadas de niquel (Ni)
conlleva al estrés oxidativa de la bacteria y a su vez de ROS y en presencia de niquel éste
actuara como un cofactor. De igual manera, la presencia del nigquel en esta cepa es la

encargada de regular el gen que codifica esta enzima (Behera y Das, 2023).

La SOD es la encargada de transformar los radicales superdxidos en oxigeno
molecular y perdxido de hidrégeno que a su vez conlleva a que la catalisis de forma mas
rapida (Perry et al., 2009), es decir que la conversion de los radicales superéxidos se
transforma en compuestos menos dafiinos. Les facilita a las bacterias sobrevivir al estrés
oxidativo por la presencia del metal. Sin embargo, cabe recalcar que las SOD no depende

Unicamente del niquel, pero en el caso de Streptomyces seoulensis si lo es.

Sin embargo, la regulacion y expresion de las enzimas se ven condicionadas por la
presencia de genes especificos. La enzima superdxido dismutasa esta condicionada por la
activacion del gen nur y este actuara como un detector de iones de niquel y también controla

alos genes sod de la enzima superéxido disminutasa (Behera y Das, 2023). El gen sodN esta
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presente comunmente en varias actinobacterias y aquel gen codifica la NiSOD de forma
auténoma o en conjunto con el superéxido dismutasa de hierro (FeSOD), superoxido
dismutasa de manganeso (MnSOD) o superdxido dismutasa de cobre-zin (CuzZnSOD). En el
caso de Streptomyces spp alberga tanto a sodN y sodF pero se producen de manera
antagonica para mitigar la toxicidad y en un entorno con contaminante al ién niquel, el gen
nur se activa y se une al sodF e inhibe su expresion y el microorganismo deja de producir

FeSOD (Kim et al., 2013) e induce a la activiacion de sodN.

Ademas de la regulaciéon mediada por el superéxido dismutasa, las actinobacterias
emplean otras estrategias mediadas por los clisteres de genes biosintéticos. Los BGCs se
relacionan con sistemas enzimaticos, como la sintesis de péptidos no ribosomales (NRPS) y
de policétidos tipo 1 (PKS-I). Los clusteres PKS-lI se encargan de sintetizar policétidos
formados por unidades de acetilo acetato, butirato y propianato, mientras que los PKS-II
sintetizan policétidos aromaticos (Singh y Dubey, 2018). Ambos generan metabolitos
secundarios relacionados con su defensa y comunicacion tal como compuestos antifingicos,
antibitticos, etc (Galeano — Villadero, 2022). Asi como también, la biosintesis de los
sideréforos, por ejemplo, en Nocardia mangyaensis, se ha demostrado que algunas NRPS
involucradas en la produccion de metal6foros estan reguladas por proteinas especificas como
las proteinas reguladoras de captacion de zinc (Zur) o represoras de niquel (NuR) (Khilyas et

al., 2024).

Por otra parte, el grupo de enzimas oxidorreductasas participan activamente en las
reacciones redox y a su vez en procesos de detoxificacion de sustancias téxicas (Legesse y
Assefa, 2021), transformando o disminuyendo la toxicidad, en este caso de los metales
pesados. Ademas, es un grupo de enzimas responsables de la mayor parte de supervivencia
de bacterias extremdfilas, algunas especies de actinobacterias. Las enzimas de este grupo
son catalasas, oxidasas, oxigenasas, peroxidasas, deshidrogenasas y lacasas (Espina et al,

2021).
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La importancia de dichas enzimas se magnifica en ambientes con co-
contaminaciones, generalmente bajo la presencia paralela de metales pesados con algun otro
contaminante como hidrocarburos o pesticidas (Zhang et al., 2020). En este contexto, las
oxigenasas y peroxidasas son importantes no solo para mitigar el estrés oxidativo a la célula,
sino también para dar paso a diferentes vias de degradacion de hidrocarburos (Oliart et al.,
2016). No obstante, la capacidad de detoxificacion dual es un gasto energético bastante alto.
A pesar de tener mecanismos como la captacion intracelular y la eliminacion de iones
metdlicos, éstos tienen un limite (Diep et al., 2018), y al superarlos la eficiencia de los

sistemas enzimaticos disminuye, y consigo la supervivencia bacteriana.

En este caso la regulacién de la detoxificacion de metales pesados, que a su vez se
relaciona con su deteccion estan los genes furA y catR, sensor de hierro y perdxido
respectivamente, dichos genes estan también involucrados con la regulacion de los genes de
la catalasa (Behera y Das, 2023). Por tanto, se infiere que, en la enzima, catalasa, se veria
regulado por la cantidad de peréxido de hidrégeno que se encuentre en el ambiente y al haber
un aumento pues se induce un mecanismo de respuesta para proteger a la célula bacteriana.
De igual manera, el gen zur esta involucrado en la homeostasis y transporte del zinc (Behera

y Das, 2023).

Todas las enzimas mencionadas con anterioridad participan en procesos redox, asi
como también en la biosintesis de moléculas indispensables para que las actinobacterias
puedan seguir viviendo. Por su parte, hay enzimas especificas para la creaciéon de moléculas
particulares como son las NRPS, que estan relacionados con la biosintesis de metal6foros en

varios géneros bacterianos (Cruz — Morales et al., 2017), entre ellos las actinobacterias.

Los grupos de genes biosintéticos 0 BGCs en las actinobacterias son los encargados
de la codificacién de los metaloforos, los cuales, en su mayoria son de tipo hidroxamato (Cruz

— Morales et al., 2017). Dichos BGCs no solo estan relacionados con la produccion de
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metaldforos, sino también con la sintesis de compuestos bioactivos como los metabolitos
secundarios (Vargas - Florez, 2022). En este contexto, la propiedad de quelacién se relaciona
intrinsecamente con su capacidad de unirse a diferentes iones metélicos, lo que genera la
disminucion de estos. Adicionalmente, la capacidad de osmorregulacién ayuda a las
actinobacterias a resistir frente al estrés generado por los iones metélicos, permitiéndoles
adaptarse y reaccionar rapidamente a cambios bruscos en las condiciones ambientales

adversas para las bacterias.

5.2.4 METODOLOGIAS EXPERIMENTALES

La identificacion de actinobacterias capaces de sobrevivir en ambientes contaminados
por metales pesados, es un paso crucial para comprender sus mecanismos y Sus usos
posteriores. Para lograrlo, se requiere abarcar varias metodologias que desempefien
diferentes funciones desde las mas generales hasta las mas especificas; entre ellas esta el
ensayo en placa de metalotolerancia, concentracién minima inhibitoria, espectrofotometria de
absorcion atémica, ensayo CAS y para complementar, analisis bioinformatico. Un resumen

de éstas se muestra en la Tabla 1.

La primera metodologia, es evaluar la metalotolerancia de la bacteria, es decir hasta
gue concentracion dicha cepa de actinobacteria puede aun crecer (Musani y Das, 2024). La
técnica de ensayo en placa, ejemplificada en la Figura 3, brinda informacién cualitativa y
comparativa (Dayma et al., 2024). Este ensayo es el mas recurrente en la mayor parte de
articulos cientificos porque da una vision preliminar de las cepas que se puede seguir
analizando para estudios posteriores. Si bien el ensayo en placa aporta un panorama general
acerca de la tolerancia, la necesidad de valores mas precisos conduce a la siguiente

metodologia, la determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI).
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Tabla 1. Comparacién de metodologias experimentales para el estudio de mecanismos de resistencia a metales pesados en

actinobacterias.

Metodologia Microdilucién para Ensayo en placa Espectrofotometria  Ensayo Chromo azurol S Prueba de Secuenciacion +
concentraciéon de absorcion (CAS) modificado Arnow y Atkin bioinformética
minima inhibitoria atomica
Informacion  Minima concentraciébn  Tolerancia a Metales pesados Produccion de metal6foros Produccion de  Genes asociados a
obtenida de metal que inhibe el diferentes bioacumulados en la  (quelacion evidenciada por sideroéforos. metal6foros
crecimiento. concentraciones  biomasa bacteriana. cambio de color). conocidos.
del metal.
Ventajas ¢ Relativamente e Prueba sencilla e Analisis ¢ Rango amplio de iones e Analisis e Altamente
sencilla e Proporciona cuantitativo a metdlicos capturados cuantitativo confiable
e Analisis informacién niveles traza e Andlisis cualitativo en agar e Diferencia ¢ No requiere
cuantitativo preliminar util e Costo moderado y cuantitativo con tipos de ensayos en
e Costo bajo para disefios espectrofotometria sideréforos laboratorio, sélo
e Menor desperdicio experimentales e Deteccion de metal6foros e Prueba extraccion de
de recursos posteriores de diversas estructuras rapida ADN
Limitaciones e Requiere ¢ Resultados e Baja sensibilidad e Algunos reactivos son e Riesgo de e Altamente
instrumentacion Unicamente para algunos costosos y toxicos interfe- costosa
especifica cualitativos metales pesados. e Sensible a variaciones rencias e Uso de equipos
e Solo indica ¢ Riesgo de minimas de pH y software
resistencia, no el contaminacion e Cada metal requiere especificos
mecanismo modificaciones; el ensayo e No es util para
original es sélo para estructuras
sideréforos nuevas
Referencias Baz et al., 2015; Alvarez et al., 2016; Vinod — Kumar et al., Ahmed, 2024; Anwar et al., Rehan et al., Kim et al., 2022;
Cimermanova et al., Dayma et al., 2024; 2014 2016; Gomes et al., 2024; 2022 Rehan et al., 2022

2021; Hamdan et al.,
2021

Llad6 - Fernandez,
2012; Musani y
Das, 2024;
Abdelmonem et al.,
2025

Himpsl y Mobley, 2019; Hofman
et al., 2021; Louden et al., 2011;
Retamal — Morales et al., 2018;

Schwabe, 2022
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Figura 3. Prueba de metalotolerancia mediante siembra en placa de metavanadato de
amonio en 1000mg/L. Visualizacion de cuatro cepas de actinobacterias 7 dias después de
haber sido sembradas e incubadas a 28°C. El NH4VOs inhibid el crecimiento de la cepa
sembrada en la parte inferior. Imagen inédita.

La concentracién minima inhibitoria, se define como la minima concentracion de un
compuesto, en este caso metales pesados, capaz de inhibir totalmente el crecimiento de los
microorganismos después de un periodo de incubacién (Cimermanova et al., 2021). Por lo
tanto, esta metodologia permite corroborar los resultados generados por los ensayos en placa
y, a su vez disminuir el sesgo de error en la evaluacion de tolerancia. Esta prueba cuantitativa
puede ser realizada mediante macro o micro diluciones en tubos de ensayo o microplacas,
respectivamente, siendo la eleccion dependiente de ciertos factores como el nimero de
muestras (Donoso - Pifiol, 2013), material y tiempo disponible. La cuantificacién de la
concentracion minima inhibitoria se basa en el analisis de crecimiento bacteriano, en relacion
con la turbidez del medio de cultivo (Baz et al., 2015), parametro que brinda resultados
precisos mediante un espectrofotOmetro. Esta seria una metodologia eficiente si es que se
desea determinar Gnicamente la concentracion tolerable del microorganismo. No obstante, si
el estudio abarca a mas mecanismos de resistencia, como la produccién de metal6foros por

parte de las actinobacterias, se debe recurrir a otros protocolos.
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Se puede estudiar posibles cepas con capacidad de capturar iones metalicos del
entorno a partir de biologia molecular, especificamente la extracciéon del ADN para su
posterior secuenciacion del genoma, con la finalidad de encontrar regiones que codifican
grupos de genes biosintéticos (BGCs). (Rehan et al., 2022). El ensamblaje del genomay la
visualizacién de la distribucién de las regiones BGCs, son principalmente demostrados a partir
de enfoques bioinformaticos (Kim et al., 2022), mediante programas especificos como,

antiSMASH y GECCO, herramientas complementarias entre si.

AntiSMASH es un software que permite detectar BGCs conocidos y vinculados a la
producciéon de metabolitos como alcaloides, policétidos sintetizados ribosbmicamente y
aqguellos modificados pos-traduccionalmente. Sin embargo, posee limitaciones en el momento
de analizar conjunto de genes a gran escalay a su vez para la localizacién de nuevas regiones
de BGCs (Lai et al., 2025). Por consiguiente, se puede emplear GECCO, una herramienta
bioinformatica que utiliza algoritmos de aprendizaje automaticos y favorece la deteccién de
BGCs en actinobacterias (Yang, 2024). Es importante enfatizar que este programa, al
incorporar machine learning permite detectar grupos de genes biosintéticos que no
reconocidos por antiSMASH (Van Nassauw, 2023). Esto se debe a que antiSMASH detecta
BGCs con estructuras ya definidas, mientras que GECCO analiza aquellas regiones
gendmicas en donde la técnica anterior no detecté nada, o bien, realiza una revision mas
exhaustiva en las regiones que ambas técnicas han identificado. De esta forma, la posibilidad
de encontrar BGCs relacionados con resistencia a metales pesados en actinobacterias, se

potencia ain mas a partir de un enfoque bioinformético.

De forma complementaria a las predicciones bioinformaticas, es importante
determinar la capacidad experimental de quelacion de metales pesados por parte de las
actinobacterias mediante el ensayo del Cromo Azurol S, ampliamente conocido como ensayo
CAS. Es importante destacar que el ensayo CAS modificado tiene la capacidad de detectar

la quelacion de una gama mas amplia de iones metalicos, y no solo del hierro. Este ensayo
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colorimétrico utiliza el cromo azurol S como un indicador, sumado del bromuro
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) (Patel et al., 2018). Estos compuestos forman un complejo
con el hierro férrico, u otros iones metalicos, generando una coloracién azul en el medio.
Cuando una actinobacteria es capaz de producir metaloroforos y de esta forma remover el
metal del complejo CAS/HDTMA, entonces se cambiara el color azul del medio sélido a
naranja alrededor de la colonia (Louden et al., 2011). La formacién del halo naranja evidencia
una correlacion directa entre la formacion de los complejos de los metal6foros y los iones
metalicos presentes, lo que generalmente conlleva a la investigacion sobre la identidad

estructural de los metalodforos.

En el caso que se desee determinar el tipo estructural del metaléforo, existen pruebas
guimicas, el ensayo de Arnow para la deteccién de metal6foros tipo catecol y el ensayo de
Atkin para la deteccion de hidroxamatos. Lo ventajoso de estas pruebas es que ademas de
diferenciar entre el tipo de metal6foro, también permite cuantificar la concentracién de
metaléforos capturados a partir de longitudes de onda determinadas (Rehan et al., 2022). Lo
negativo de estas pruebas es Unicamente la poca cantidad de revisiones bibliogréficas,
especialmente su aplicacidon en actinobacterias. Si bien, la cuantificacibn dada por estas
técnicas es precisa, existen técnicas que cuantifican los iones metdlicos capturados por las
actinobacterias de forma general, sin diferenciacion, como la espectrofotometria de absorcion

atomica.

La espectrofotometria de absorcién atébmica (AAS), es una técnica analitica avanzada
gue permite esclarecer los mecanismos de resistencia a través de la cuantificacion precisa
de los elementos que han sido acumulados por parte de las actinobacterias (Kriger et al,
2024). La AAS se considera una prueba cuantitativa porque analiza el sobrenadante del metal
pesado junto con la actinobacteria inoculada, determinando la concentraciéon del metal

remanente mediante espectrofotometria (Vinod et al., 2014).
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5.3 ESTRATEGIAS Y APLICACIONES BASADAS EN ACTINOBACTERIAS PARA

MEJORAR LA REMEDIACION DE CONTAMINANTES METALICOS

5.3.1 APLICACIONES DE ACTINOBACTERIAS EN LUGARES CONTAMINADOS

POR METALES PESADOS

Las actinobacterias han sobresalido en el ambito de la biorreremediacion, abarcando
a varias aplicaciones como la bioaumentacion, biodegradacion, biosorcion, produccién de
biosurfactantes y promocién de crecimiento vegetal. Es imprescindible, destacar que la
efectividad de dichas aplicaciones se relaciona intrinsecamente con los mecanismos de
resistencia y caracteristicas propias de las actinobacterias. En particular, su importante
capacidad de remocion de contaminantes inorganicos, como los metales pesados, han
recibido especial atencién en el ambito biotecnolégico debido al potencial para desarrollar
soluciones sostenibles para la descontaminacion ambiental (Alvarez et al., 2017). Al momento
de abordar las siguientes aplicaciones, es importante recordar que cada una se sustenta en
la interaccion de las actinobacterias con los iones metdlicos, ya sea mediante mecanismos

de internalizacion, modificacion o inmovilizacion de los contaminantes.

El area de la biorremediacion abarca la empleabilidad de microorganismos, plantas e
incluso de sus enzimas que tengan la capacidad de disminuir o eliminar sustancias nocivas.
Dentro de este amplio espectro, la bioaumentacién se define como una técnica especifica de
biorremediacién en donde se afiade un indculo de microorganismo con ciertas propiedades
al area afectada (Hassan et al., 2019). Generalmente, la técnica de bioaumentacion se
considera cuando posterior a la realizacion de un recuento en placa de microorganismos, su
namero de microorganismos autéctonos con la capacidad de degradar contaminantes es
insuficiente (Mawang et al., 2021). En consecuencia, las cepas seleccionadas para la

bioaumentacion no obligatoriamente tienen que ser propias del mismo lugar de donde se
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recolectd la muestra, pero es crucial priorizar la capacidad de supervivencia de los

microorganismos seleccionados en un entorno contaminado.

En la seleccién de cepas en la bioaumentacién, se hace énfasis en aquellas que
demuestran una gran capacidad de degradacién y tolerancia a hidrocarburos, facilidad de
cultivo de las cepas bacterianas, crecimiento rapido, supervivencia a variadas condiciones
ambientales y una interaccion adecuada con los microorganismos indigenas e introducidos
(Mawang et al.,2021). Esta ultima caracteristica sefiala la importancia del sinergismo
microbiano, donde la colaboracion entre microorganismos asegura la remocion de metales
pesados. El entendimiento de estos criterios de preseleccion es crucial para relacionar las
cepas de actinobacterias con las aplicaciones existentes. Aunque esta aplicacién en

especifico conlleva avances biotecnolégicos importantes, aln se presentan limitaciones.

A pesar de su potencial, la bioaumentacién en actinobacterias no es un tema
estudiado a profundidad, lo que limita el nimero de cepas bien caracterizadas para esta
aplicacion. Sin embargo, entre las cepas mas estudiadas se encuentran Streptomyces spp,
Amycolaptosis tucumensis y Rhodococcus spp, con capacidad de degradar a partir de
bioaumentacion el cromo y cadmio, A.tucumensis para el cobre y Rhodococcus spp para
plomo, cobre y cadmio (Mawang et al., 2021). Estos hallazgos iniciales sugieren una conexién
propia entre actinobacterias y la biorremediacion. Mas aun, investigaciones recientes han
potenciado el uso de bioaumentacion a partir de la combinacién de diferentes especies y
cepas de actinobacteria, como Streptomyces sp. M7, Steptomyces sp. MC1, Streptomyces
sp A5 y A. tucumensis, su conjunto eliminé con una eficacia del 86% al cromo hexavalente
en suelos contaminados (Kurniawan et al., 2022). Este avance significativo subraya el valor
de explorar consorcios microbianos para optimizar aplicaciones, mismo que permite
considerar otras estrategias de biorremediacion donde la capacidad degradativa de este

grupo de microorganismos juega un rol influyente.
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La biodegradacion representa otra aplicacion fundamental, que al igual que las
técnicas anteriores, implica el uso de microorganismos solos o junto con material vegetal que
contribuye a la disminucion de los metales pesados en zonas determinadas (Casteblanco,
2018). En el caso de las actinobacterias, numerosos estudios han contribuido para corroborar
su eficiencia para degradar, no solo metales pesados e hidrocarburos, sino también pesticidas
y xenobiéticos (Behera y Das, 2023). Esta versatilidad ha convertido a la biodegradacion
realizada por actinobacterias, en un area de investigacion exhaustiva, con varias cepas
identificadas para esta funcién siendo Streptomyces spp, Nocardia spp y Rhodococcus spp
(Behera y Das, 2023), algunas de las cepas mas representativas. La extensa cantidad de
sustratos que pueden degradar las actinobacterias, resalta su potencial para abordar sitios
con contaminantes mixtos, mismos que son facilitados por la posible movilizacién o

inmovilizacion de metales pesados, como los biosurfactantes.

Una aplicacién con la misma importancia que las mencionadas con anterioridad, es la
producciéon de biosurfactantes, misma que consiste en compuestos tensoactivos. Esta
aplicacion es generada a partir de células vivas, en este contexto microorganismos, y se
relacionan con la emulsificacién de contaminantes, esto se debe por su gran capacidad de
biodegradabilidad, riesgo reducido de toxicidad, compuesto estable a largo plazo y lo mas
importante es que su funcionalidad no se ve alterada pese a condiciones ambientales
extremas (Bjerk et al., 2021). Por estas propiedades, la produccién de biosurfactantes es una
estrategia ideal en la eliminacién y limpieza de contaminantes metalicos en diferentes

entornos, siendo una aplicacion que incluye a varias cepas de diferentes clases del filo.

Entre las cepas relacionadas con esta aplicacion estan: Microbacterium spp, Nocardia
otitidiscaviarum, Nocardiopsis alba y Kocuria rosea (Del Carmen Lara — Severino et al., 2017).
Adicionalmente, la cepa Streptomyces sp aislada del Rio Sali en Argentina, tiene alta
resistencia a metales pesados, pues a pesar de que el Rio haya estado contaminado con

cadmio, dicha cepa sobrevivié. Su capacidad de resistencia fue medida mediante el método
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de difusion en agar y se visualiz6 una zona de inhibicion de 10mm frente al metal (Kannabiran,
2010). Esta interaccién, donde la bacteria mitiga de cierta forma al metal sin afectar su

crecimiento, da paso a la biosorcion.

La biosorcién, ademas de ser un mecanismo de resistencia como tal, es considerada
una aplicacion porque desde un punto de vista fisico - quimico, la biosorcion es mas
ecolégicamente sostenible y altamente econdmica (Presentato et al., 2020). La alta afinidad
hacia los iones metélicos que poseen las actinobacterias, les permite ser considerados en
procesos de biorremediacién (Polti et al., 2014). Un ejemplo es A. tucumensis DSM 45259,
cuya capacidad de biosorcion de cobre es notable, almacenandolo extracelularmente hasta
un 40%, una peculiaridad que ha sido confirmada a partir de técnicas como la del reactivo de

Timm (Polti et al., 2014).

Finalmente, un factor de las actinobacterias relacionadas en cierta forma con las
plantas es la liberacién de hormonas vegetales, que promueven el crecimiento vegetal, siendo
una aplicaciéon que va mas alla de la accion sobre metales pesados. En ambientes altamente
téxicos la liberacion de fitohormonas como el acido indolacético, giberelinas, citoquinas y
auxinas (Singh y Dubey, 2018), ayudan a las plantas a establecerse y crecer pese a que el
ambiente no es favorecedor. Promover el crecimiento vegetal es una estrategia
complementaria a la fitorremediacion, a partir de productos resultado del metabolismo de las

actinobacterias, como los metabolitos.

Las actinobacterias liberan metabolitos secundarios, como los metal6foros, que
ayudan a las plantas a absorber los metales del suelo para su crecimiento como son zinc y
cadmio (Singh y Dubey, 2018). Las actinobacterias al tener la capacidad de convertir
compuestos que son insolubles en solubles, brinda beneficios a las plantas porque dichos
compuestos ya son biodisponibles para las plantas. Tal es el caso de Rhodococcus spp que,

en estudios experimentales, ha demostrado un incremento en la eficiencia de fitorremediacién
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a partir de suelos contaminado por metales pesados, misma que fue obtenida de las raices
de la planta Brassica juncea. Evidenciando que, Rhodococcus spp estimulé el crecimiento

radicular (Khatoon et al., 2024).

53.2 LIMITACIONES EN EL USO DE ACTINOBACTERIAS COMO

BIORREMEDIADORES

A pesar del prometedor potencial de las aplicaciones biotecnologicas en
actinobacterias, es imperativo reconocer que su implementacién enfrenta algunas
adversidades que restringen su potencial. Entre las primeras barreras que delimitan el uso de
las actinobacterias, radica en el contraste entre la eficiencia en la eliminacion de metales
pesados in vitro e in vivo. Lo anteriormente sefialado, ha sido demostrado a partir de
investigaciones en donde, al probar con actinobacterias en medios liquidos se ha logrado
obtener hasta un 94% de quelacién de cromo. Sin embargo, en los ensayos que fueron
realizados en campo el porcentaje de eliminacién disminuyé al 50% (Mawang et al., 2021).
Esta evidente disminucion de la eficiencia enfatiza la influencia de las condiciones que no
pueden ser controladas en laboratorio, como son las condiciones ambientales (Beltran y

Gomez, 2015).

La divergencia en términos de eficiencia, entre el laboratorio y el campo se debe, en
parte a las condiciones de simulacién. Los estudios in vitro son realizados a partir de suelo
contaminado cuyas condiciones son especificas, inspeccionadas y controladas. Ademas, la
distribucion y segregacion del contaminante metélico no refleja la dificultad de una
contaminacion real (Kurniawan et al., 2022). Por tanto, el porcentaje de diferencia se asocia
a la falta de representatividad en condiciones de escala de laboratorios, mismo que conlleva
a errores y sobrevaloraciones de las aplicaciones, como es el caso de la bioaumentacion en

escenarios reales. La simplificacion de las variables ambientales y la evidente complejidad de
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una contaminacion en un escenario real es un factor que también influye en la percepcion

necesaria del tiempo para alcanzar una remediacion efectiva en un tiempo determinado.

Por tanto, otro factor limitante es el tiempo requerido para que los microorganismos
cumplan con su funcion. Haciendo hincapié que, los niveles de limpieza y a su vez de
remocién de contaminantes deben estar en un rango aceptable bajo determinadas normativas
(Llad6 - Fernandez, 2012). Las actinobacterias tienen una velocidad relativamente lenta para
degradar o realizar quelacién de los iones metalicos (Meenakshi et al., 2024), y esta velocidad
puede inclusive aminorar conforme pasa el tiempo a medida que los nutrientes indispensables
para su crecimiento microbiano se agotan (Llad6é - Ferndndez, 2012). La variabilidad con
relacion al tiempo de accién no es la Unica consideracion, ya que la propiedad intrinseca de
las actinobacterias para relacionarse con diferentes contaminantes metalicos también

presenta limitaciones representativas.

Ademas de las limitaciones generales por parte de las aplicaciones, es imprescindible
considerar la variabilidad de resistencia en diferentes cepas bacterianas (Behera y Das,
2023). No todas las cepas pueden tolerar o eliminar metales pesados en la misma
concentracion, a incluso cepas de la misma especie pueden diferir. Siendo el caso de S.
thermovulgaris y S. thermotolerans, el mas claro porque en base a revision bibliogréfica, S.
thermotolerans es la cepa menos resistente a altas concentraciones de niquel, mientras que
S. thermovulgaris es la cepa mas resistente. De igual manera, al realizarse un estudio de
bioadsorcion competitiva se determind que Streptomyces spp no lograba adsorber zinc y
cadmio eficientemente en presencia de otro ion metalico, en este caso fue el cobre (Timkova
et al., 2018). Dicha investigacion, da lugar a que la interaccion con los metales pesados esta
estrechamente relacionada con mecanismos que son propios de cada cepa, por lo que su

variacion entre especies es algo esperado.



38

Finalmente, la capacidad de las actinobacterias puede estar delimitada por la produccién
de metaléforos. Un estudio, en donde se analizaron cepas aisladas de muestras de suelo de
un lugar de Alemania se demostré mediante HPLC que G. rubripertincta es la cepa que menor
cantidad de metal6foros produce (Schwabe, 2022). Por tanto, la variabilidad en la produccion
de metaléforos, enfatiza la influencia de la caracterizacion genética porque generalizar a las
actinobacterias también puede limitar su escalabilidad en el momento de demostrar su

eficacia en pruebas in vivo.
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6. CONCLUSIONES

1. Se logro recopilar los mecanismos de resistencia en actinobacterias como biosorcion,
bioacumulacion, biotransformacion, secrecion de EPS y metal6foros. EI conocimiento de
los fundamentos de dichos mecanismos esclarece la diversidad de respuestas
adaptativas frente a metales pesados por parte de las actinobacterias. Enfatizando que,
cada uno de estos procesos se interconectan entre si, desde la adhesion superficial de
los iones metalicos hasta la internalizacion de los contaminantes, por lo que tienen un
papel clave en la supervivencia bacteriana frente al estrés ambiental.

2. La eficiencia de los mecanismos de resistencia no es constante porque depende de
factores ambientales como concentraciones de metales pesados y biomasa microbiana,
pH, temperatura y salinidad del medio. A nivel bioquimico, los mecanismos también se
regulan por enzimas como superéxido dismutasas y a su vez con la activacioén de genes
gue responden a diferentes tipos de estrés, como el estrés metdlico asegurando una
adecuada homeostasis celular y a su vez la supervivencia en un entorno contaminado.
Por tanto, la interrelacién de los factores ambientales mencionados con la fisiologia de las
actinobacterias, reflejan que la biorremediacion es un proceso ecolégico dinamico.

3. La investigacion de metalotolerancia se puede realizar experimentalmente con varias
metodologias de laboratorio, cuya seleccion esta relacionada con los objetivos propios del
estudio. Para un analisis primario y cualitativo de la metalotolerancia, el ensayo en placa
es la herramienta mas usada. Cuando se necesita conocer la concentracion del metal con
capacidad de inhibir el crecimiento total de las actinobacterias, se plantea el uso de
concentracién minima inibitoria (CMI) en microdiluciones.

4. En el ambito de la evaluacién de sintesis de metal6foros se emplean metodologias
complementarias la una con la otra. En términos de analisis predictivo se emplea el uso
de bioinformatica, a partir de las regiones que codifican grupos biosintéticos (BGCs),
mediante técnicas complementarias entre si como antiSMASH y GECCO que predicen la

presencia 0 ausencia de genes relacionados con la capacidad de quelacién de metales
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pesados. Las metodologias de laboratorio a ser usadas, depende netamente del objetivo
de los experimentos, ensayos en placa para analisis primario y concentracién minima
inhibitoria para cuantificacion precisa de tolerancia. Experimentalmente el ensayo Cromo
Azurol S (CAS) modificado, ofrece una demostracion experimental de quelacién de
metales pesados, al observar cambio de coloraciéon del medio de cultivo de azul a naranja.
Finalmente, para la cuantificacion de iones metalicos internalizados a partir del
sobrenadante se hace uso de espectofotometria de absorcién atémica.

Existen investigaciones experimentales que demuestran que las actinobacterias, al ser un
grupo bacteriano ubicuo y por sus mecanismos de resistencia, tienen un vasto potencial
en biorremediacién, con aplicaciones probadas directamente en bioaumentacion,
biodegradacién, biosorcion y produccion de biosurfactantes. La eficacia de las
actinobacterias en campo se ve limitada por la discrepancia entre los resultados de
eficacia in vitro e in vivo. Por tanto, la evidencia actual indica que para maximizar la
aplicacion de las actinobacterias en la biorremediacion, es indispensable hacer uso de

actinobacterias con diferentes consorcios microbianos.
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7. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios bibliograficos se recomienda lo siguiente:

Explorar con mayor profundidad la sinergia entre biorremediacion por
actinobacterias y fitorremediacién, para comprender la forma en la que las
actinobacterias interactian con las plantas para potenciar la eliminacion de
contaminantes metalicos.

Identificar y analizar factores que reducen la eficiencia de la biorremediacién in
vitro versus la realizada in vivo.

Realizar un estudio de las comunidades microbianas con potencial sinérgico con

las actinobacterias para potenciar la biorremediacion in vivo.
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