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PROLOGO

En los dltimos afios se ha suscitado una gran preocupacion.
Expresado sobre problemas de contaminacion del suelo
con metales pesados debido a la rdpida industrializaciéon y
urbanizacién. Estos elementos pueden bioacumularse en plantas
y animales eventualmente abriéndose camino hacia humanos
a través de la cadena alimentaria. Las muestras de suelo
representan un excelente medio para monitorear la concentraciéon
de metales pesados debido a la contaminaciéon antropogénica
que generalmente depositan metales en la capa superficial del
suelo. Ademas, los suelos no solo sirven como fuentes de ciertos
metales, sino que pueden también funcionan como fregaderos
para contaminantes metélicos. Estudios de metales pesados en el
ecosistema han indicado que muchas areas cercanas a complejos
urbanos, o los principales sistemas de carreteras contienen
enormes concentraciones de estos elementos.

Este trabajo investigativo destaca la importancia de la micro flora
en la mitigacién de los efectos por acumulacién de metales pesado,
mediante el aislamiento de bacterias presentes en los suelos
agricolas quienes responden de forma favorable a situaciones
de estrés dando paso a la formaciéon de moléculas complejas
que reducen la concentracién de metales pesados, aportando
asi indirectamente al desarrollo Optimo de tecnologias para
contrarrestar la contaminacién en las zonas de Quevedo, Buena
Fe y Mocache.

Los ensayos desarrollados en este trabajo permiten dar
cumplimiento a los objetivos planteados en la investigacion,
direccionado con bases cientificas y metodolégicas que conllevan
al descubrimiento de nuevas tecnologias de biorremediacién en el
campo agricola y ambiental.

FiR8 PACHECO

Ing. Fernando Abasolo Pacheco Ph.D.




RESUMEN EJECUTIVO

Los metales pesados se consideran unos de los contaminantes mas
toxicos en el ambiente por tener efectos nocivos a nivel de toda
la cadena troéfica, debido a su persistencia y toxicidad, siendo la
mineria una de principales fuentes de contaminacién. La presente
investigacion tiene como objetivo el aislamiento y caracterizacion
de bacterias con potencial en la biorremediacion de suelos
contaminados con mercurio (Hg), zinc (Zn), aluminio (Al) y cobre
(Cu). Para aquello se recolectaron muestras de suelo tres sitios
agricolas con antecedentes de explotacién intensiva, de cultivos
que exhiben alta demanda de agroquimicos correspondiente a
las ciudades de Quevedo, Buena Fe y La Man4; Se pesaron 2 g de
suelo previamente recolectado y se transfirié en Matraz de 50 ml,
mezclado con 20 ml de agua destilada y luego se mantuvo en un
agitador rotatorio con una velocidad de 150 rpm a 30 C durante 30
min. Se prepararon placas de agar de levadura triptéfano peptona
glucosa (YTPG), suplementado con metales pesados en las siguientes
concentraciones: HgCl2, 100, 150, 200, 250, 300 ppm; ZnSO4 7H20,
0,1,0,5,1,0,1,5,2,0 mM, Cua 25, 30, 35,40 y 45 ppm: y Al, (504) a 100,
200, 300, y 400 ppm, que se utilizaron para aislar cepas de bacterias
tolerantes. Las agrupaciones filogenéticas se clasificaron en 2 grupos
primarios asociando principalmente las caracteristicas morfolégicas.
En las distribuciones morfoldgicas el 58.6 % de las cepas presentaron
forma granular, un 37.9% puntiforme y el 3.4% convexa, asi mismo el
51.7% de las cepas bacterianas fueron Gram positivas. La cepa LM1
mostro los promedios mas altos de absorbancia en condiciones de
contaminacién directa con zinc, También se evidencio elevada carga
celular en el tratamiento de Mercurio correspondiente a las cepas
QV8y QV9 con promedios de 0.75 y 0.69 nm consiguiendo los valores
mas altos de los aislados de la zona de Quevedo. Las variaciones en
las concentraciones de metales pesados posteriores al tratamiento
biolégico con bacterias tolerantes, se ven claramente afectadas por
las concentraciones celulares presentes en la solucion del suelo.
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ABSTRACT

Heavy metals are considered one of the most toxic pollutants in
the environment because they have harmful effects throughout the
entire food chain, due to their persistence and toxicity, with mining
being one of the main sources of contamination. The objective
of this research is the isolation and characterization of bacteria
with potential in the bioremediation of soils contaminated with
mercury (Hg), zinc (Zn), aluminum (Al) and copper (Cu). For that,
soil samples were collected from three agricultural sites with a
history of intensive exploitation, of crops that exhibit high demand
for agrochemicals corresponding to the cities of Quevedo, Buena
Fe and La Man4; 2 g of soil previously collected were weighed
and transferred into a 50 ml flask, mixed with 20 ml of distilled
water and then kept on a rotary shaker with a speed of 150 rpm
at 30 C for 30 min. Yeast Tryptophan Peptone Glucose (YTPG)
agar plates, supplemented with heavy metals in the following
concentrations were prepared: HgCl2, 100, 150, 200, 250, 300 ppm;
ZnS0O4 7H20, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM, Cu at 25, 30, 35, 40 and 45
ppm: and Al, (SO,) at 100, 200, 300, and 400 ppm, which were used
to isolate tolerant bacteria strains. The phylogenetic groupings
were classified into 2 primary groups, mainly associating the
morphological characteristics. In the morphological distributions,
58.6% of the strains presented granular, 37.9% punctate and 3.4%
convex, likewise 51.7% of the bacterial strains were Gram positive.
The LM1 strain showed the highest absorbance averages under
conditions of direct contamination with zinc. High cell load was
also evidenced in the Mercury treatment corresponding to the
QV8 and QV9 strains with averages of 0.75 and 0.69 nm, achieving
the highest values of the isolated from the Quevedo area. The
variations in the concentrations of heavy metals after the biological
treatment with tolerant bacteria are clearly affected by the cellular
concentrations present in the soil solution.
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INTRODUCCION

El suelo es un componente ambiental que por su origen, formacion
y evolucién no puede ser aislado del entorno que lo circunda,
representando, en la mayoria de ecosistemas terrestres, el medio
fisico-quimico en el que se desarrolla la vida. Es fragil, de dificil y larga
recuperacién, y de extension limitada. Por ello, un uso inadecuado
del mismo puede contribuir a la degradacion de este recurso natural
no renovable a corto plazo (Loayza., 2020).

Se pueden distinguir diferentes fuentes de contaminacién de los
suelos por metales pesados dependiendo de su origen. En ocasiones,
la propia naturaleza del material originario y su alteracién son
los responsables de la contaminacién; en este caso, se denomina
contaminacién endoégena. Otras veces los aportes contaminantes
son externos, frecuentemente como resultado de actividades
antropogénicas, denomindndose contaminacién exégena (Fuentes.,
2017). El suelo se ha convertido en un medio receptor de multitud
de sustancias potencialmente contaminantes. Su condicion de
interface entre la biosfera, la litosfera (corteza, suelo y sedimentos),
la hidrosfera (agua dulce y agua de mar) y la atmésfera lo convierte
en una “estacion de transito” de los contaminantes, en la que pueden
permanecer retenidos grandes periodos de tiempo o ser tan méviles
que se incorporen a los demds medios y, de ahi, a las redes tréficas
con los consecuentes problemas que ello acarrearia (Medrano, 2018).

Las sustancias quimicas, que se emplean para la extracciéon de
minerales, generan efluentes cargados de metales pesados como
mercurio, arsénico, cromo, cadmio, hierro, plomo, y otros como el
cianuro que ingresan al organismo por diversas vias de absorcién y
se acumulan en el tejido adiposo, y ocasionan diversos problemas de
salud, que podrian llegar a generar hasta enfermedades cancerigenas

(Garcia, 2017).

Los microorganismos ofrecen muchas alternativas para la
biorremediacion de metales, entre las que se encuentran: La
biosorcién, que consiste en la inmovilizacion pasiva de metales por
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materiales biolégicos de origen diverso. Este proceso se basa en la
afinidad entre el sorbente y la sustancia contaminante mediante la
interaccién bioquimica entre los metales y los grupos funcionales
presentes en las paredes de celulares de algas, hongos, bacterias, o
en otros polisacéridos como la celulosa y el quitosano (Janeta, 2018).




CAPITULO 1.

MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION

Dar el ejemplo no es la principal manera de influir
sobre los demas; es la tinica manera.

(Albert Einstein).




11. UBICACION Y CONTEXTUALIZACION DE LA PROBLEMATICA

Los metales pesados constituyen uno de los grupos de
contaminantes ambientales sujetos a una mayor investigaciéon
y preocupacion, fundamentalmente debido a su movilidad y a
las bajas concentraciones a las que comienzan a manifestar sus
efectos toxicos. En Ecuador se han identificado 11 tipos de climas
ostensiblemente diferentes, lo que repercute en las concentraciones
de metales pesados del suelo y la baja adaptacion de los
microorganismos que mantienen el equilibrio en la rizésfera.

El proyecto de investigacion se desarroll6 en el Cantén Quevedo de
la Provincia de Los Rios- Ecuador, en el laboratorio de biotecnologia
area de microbiologia dicho laboratorio se encuentra ubicado en el
cantén Mocache provincia de los Rios Ecuador.

En la figura 1 se indican los puntos de recoleccién de muestras
de suelos (P1 BUENA FE: 0°55'34.9”"S 79°29'35.4"W. P2
QUEVEDO: 1°03'16.7”S 79°29'29.4"W. P3 LA MANA: 0°57'04.0”S
79°14'55.3”"W).

Figura 1. Ubicacién de puntos de muestreo P1 (Buena Fe) P2 (Quevedo)
P3 (La Mana); A: mapa de relieves B: mapa satelital
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1.2. SITUACION ACTUAL DE LA PROBLEMATICA

En el sector agricola ecuatoriano la aplicaciéon de enmiendas
basadas en productos de fermentacion bacteriana se limita debido
al empleo de fuentes de fermentacion bajas en carbohidratos,
azucares y sales minerales donde se reducen las caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas de las cepas degradadoras, tales
como la produccién de metabolitos y la estabilidad de las unidades
formadoras de colonias.

Los metales presentes en los suelos ecuatorianos de forma natural
se encuentra el aluminio, hierro y magnesio constituyen parte de la
corteza terrestre (7,4%, 4,7% y 2,1%) interfieren también los factores
de erosién (lluvia, vegetacion, propiedades del suelo) hacen que
los metales se liberen y migren de las rocas a otros medios. Otra
parte de los metales pesados provienen de la actividad volcanica,
incendios forestales y desgaste de las placas continentales. Los
metales pesados de mayor impacto son Plomo - Mercurio - Cadmio
- Cromo — Arsénico que causan grandes dafios en la salud y el
ambiente ocasionando pérdidas en la biodiversidad y alteraciones
genéticas cuando estdn presentes en los alimentos agricolas. El
empleo de pesticidas y el uso excesivo de agroquimicos ha
ocasionado un desequilibrio eco sistémico interrumpiendo la
interaccién de los microrganismos con la captura y fijacién de los
metales pesados.

1.3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.31. PROBLEMA GENERAL

¢Qué tipo de bacterias se encuentran en los suelos contaminados
con mercurio (Hg), zinc (Zn), aluminio (Al) y cobre (Cu)?.

1.3.2. PROBLEMAS DERIVADOS

* ;Las bacterias recuperadas de los suelos contaminados logran
reducir las concentraciones de sustancias toxicas?

Rz 1 7



e ,;Una caracterizaciéon bioquimica permite la clasificacién de
diferentes grupos de bacterias aerdbicas y anaerdbicas?

* ,Las interacciones entre bacterias y plantas generan resultados
favorables en el desarrollo de células vegetales expuestas a
concentraciones altas de contaminantes?

14. DELIMITACION DEL PROBLEMA

Los cantones Quevedo, Buena Fe y La Mana son sectores
dedicados principalmente a la agricultura, ganaderia, silvicultura
y el comercio en general; que presentan condiciones ambientales
y geogrdficas privilegiadas que la convierten en un atractivo
comercial influyendo en el incremento de la demanda de productos
agricolas y por lo tanto incrementando el uso de agroquimicos que
ayudan a prevenir plagas y enfermedades asi mismo para suplir
las demandas nutricionales de cada cultivo.

* CAMPO: Ciencias ambientales (Microbiologia ambiental)

 AREA: Biotecnologia

« LINEA DE INVESTIGACION: Desarrollo de soluciones
tecnoldgicas para la gestion de residuos y promocion de
energias alternativas.

* ASPECTO: Biodegradacion

* TIEMPO: 1 aho




15. OBJETIVOS

151. GENERAL

Aislamiento caracterizacion e identificacion de bacterias con
potencial en la biorremediacién de suelos contaminados con
mercurio (Hg), zinc (Zn), aluminio (Al) y cobre (Cu).

15.2. ESPECIFICOS

¢ Aislar bacterias nativas de suelos agricolas contaminados con
mercurio (Hg), zinc (Zn), aluminio (Al) y cobre (Cu).

¢ Caracterizarlos gruposbacterianosrecuperados delaislamiento
a partir de suelos contaminados en condiciones de laboratorio.

e Comprobar la disminucién de las concentraciones de
contaminantes bajo enfrentamientos duales planta / bacteria.
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1.6. JUSTIFICACION

En Ecuador, el incremento de la mineria artesanal e ilegal, ha
provocado un aumento de la contaminacién por metales pesados,
siendo a su vez causante de graves dafios en los sectores cercanos
a rios o efluentes afectando de forma directa a la agricultura que
emplea el agua de los afluentes cercanos para suministro de riego.
Las concentraciones de metales pesados en los suelos, producto de
la cianuracién y los relaves de amalgamacion, tienen niveles que
superan los limites establecidos segiin la normativa ecuatoriana.
Los estudios realizados por el FUNSAD en los relaves de Vivanco
(Zaruma) y Chancha Gerais (Portovelo), muestran concentraciones
de niveles de plomo (Pb) (1796.8- 4060.0 mg/Kg), arsénico (As)
(396.0-8800.0 mg/Kg), zinc (Zn) (513.0-2670.0 mg/Kg), cadmio
(Cd) (27.0-44.1 mg/Kg), y mercurio (Hg) (1.0-35.9 mg/Kg), que
rebasan el méximo permisible sefialado en la norma de calidad
ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos
contaminados.

Los paises como Brasil Colombia y Pert han logrado desarrollar
productos biolégicos con una alta eficacia en la estabilizaciéon
y bioacumulacién de metales pesados presentes en los suelos
agricolas, gracias al uso eficiente de la materia prima. Mientras
que en el Ecuador no existen programas de enmiendas basadas en
microrganismo debido a la poca informacién y los bajos estdndares
en los productos que se ofertan en el mercado, limitando el acceso a
este tipo de tecnologias y aumentando los problemas de toxicidad
por metales pesados.




CAPITULO Il.

MARCO TEORICO DE LA INVESTIGACION

Ningan hombre es lo bastante bueno para
gobernar a otros sin su consentimiento.

(Abraham Lincoln)




21. FUNDAMENTACION CONCEPTUAL
21.2. CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién ambiental es la introduccion de sustancias u
otros elementos fisicos en un medio, que provocan que este sea
inseguro o no apto para su uso. El medio ambiente puede ser
un ecosistema, un medio fisico o un ser vivo. El contaminante
puede ser una sustancia quimica o energia (como sonido, calor,
luz o radiactividad). Es siempre una alteracion negativa del estado
natural del medio ambiente y, por lo general, se produce como
consecuencia de la actividad humana considerandose una forma
de impacto ambiental (Gonzélez et al., 2018).

213. SUELO

El suelo es una mezcla de materia organica, minerales, gases,
liquidos y organismos que juntos sustentan la vida. El cuerpo
de suelo de la Tierra, llamado pedosfera, tiene cuatro funciones
importantes: Medio para el crecimiento de las plantas; medio de
almacenamiento, suministro y depuracién de agua; modificador
de la atmoésfera terrestre y habitat de organismos. Todas estas
funciones, a su vez, modifican el suelo y sus propiedades. El suelo
también se conoce comunmente como tierra o tierra; Algunas
definiciones cientificas distinguen la suciedad del suelo al
restringir el término anterior especificamente al suelo desplazado
(Poeplau, 2017).

21.4. CONTAMINACION

La contaminaciéon son sustancias en la tierra o las aguas
subterrdneas que son o potencialmente peligrosas para el medio
ambiente o la salud humana. Estd presente en ciudades, areas
rurales y regionales de todo el mundo y puede ser un legado de
tiempos pasados en los que no se entendian los métodos seguros
de eliminacién de desechos y atin no se conocian los posibles
riesgos para la salud humana y el medio ambiente. Luego est4
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la posibilidad de una contaminacién més reciente, desde cosas
como productos quimicos agricolas hasta vertederos. Los sitios
contaminados tienen el potencial de afectar la salud humana y el
medio ambiente de diversas formas, segtn el tipo, la concentracién y
la localidad de contaminacién, el mecanismo y el nivel de exposicion
(por ejemplo, ingestién, inhalacioén, etc.) (Mishra et al., 2019).

215. SUELO CONTAMINADO

Suelo contaminado es aquel cuyas caracteristicas han sido alteradas
negativamente por la presencia de componentes quimicos de
caracter peligroso procedentes de la actividad humana, en
concentraciéon tal que comporte un riesgo inaceptable para la
salud humana o el medio ambiente (Marti, 2014).

La contaminacién del suelo o la contaminacién de la tierra como
parte de la degradacion de la tierra es causada por la presencia
de productos quimicos xenobidticos (hechos por el hombre) u
otra alteracién en el entorno natural del suelo. Por lo general,
es causado por la actividad industrial, los productos quimicos
agricolas o la eliminacién inadecuada de desechos. Los productos
quimicos mds comunes involucrados son hidrocarburos de
petrdleo, hidrocarburos aromaticos polinucleares (como naftaleno
y benzo (a) pireno), solventes, pesticidas, plomo y otros metales
pesados (Yuvaraj y Mahendran, 2020).

216. METAL PESADO

Un metal pesado es un miembro de un grupo de elementos
quimicos no muy bien definido que exhibe propiedades metélicas.
Se incluyen principalmente metales de transicién, algunos
semimetales, lantdnidos, y actinidos. Muchas definiciones
diferentes han propuesto basarse enla densidad, otras en el niimero
atémico o peso atémico, y algunas en sus propiedades quimicas o
de toxicidad (Wei et al., 2020). Hay una serie de elementos que
en alguna de sus formas pueden representar un serio problema
medioambiental y es comun referirse a ellos con el término
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genérico de “metales pesados”. En la actualidad, existen fuentes
antropogénicas de metales pesados, por ejemplo, la contaminacion,
que los ha introducido en los ecosistemas, los combustibles
derivados de la basura (no orgdnica) generalmente aportan estos
metales, asi que se debe considerar los metales pesados cuando se
utilizan los residuos como combustible (Ashraf et al., 2019).

Los metales pesados toxicos mas conocidos son el mercurio, el plomo,
el cadmio y el arsénico, y en raras ocasiones, algin no metal como
el selenio. A veces también se habla de contaminacién por metales
pesados incluyendo otros elementos téxicos més ligeros, como el
berilio o el aluminio (Rai et al., 2019).

21.7. GRUPOS DE METALES PESADOS

Oligoelementos o micronutrientes son los requeridos en pe-
queinas cantidades, o cantidades traza, por plantas y animales, y
son necesarios para que los organismos completen su ciclo vital.
Estos mismos elementos por encima de cierto umbral se vuelven
toxicos. Dentro de este grupo estan: Arsénico, boro, cobalto, cro-
mo, cobre, molibdeno, manganeso, niquel, selenio y cinc.

Metales pesados sin funciéon biolégica conocida, cuya
presencia en determinadas cantidades en seres vivos conlleva
disfunciones en el funcionamiento de sus organismos. Resultan
altamente toxicos y presentan la propiedad de acumularse en los
organismos vivos. Son principalmente: Cadmio, mercurio, plomo,
cobre, niquel, antimonio y bismuto (Jara, 2018).

21.8. BIORREMEDIACION

La biorremediacién (o remediacién bioldgica) se llama a cualquier
proceso biotecnolégico que utilice microorganismos, hongos,
plantas o las enzimas derivadas de ellos para recuperar un medio
ambiente alterado por contaminantes a su condicién natural. La
biorremediacién puede ser empleada para atacar contaminantes
especificos del suelo, por ejemplo, en la degradacion bacteriana
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de compuestos organoclorados o de hidrocarburos. Un ejemplo de
un tratamiento més generalizado es el de la limpieza de derrames
de petréleo por medio de la adicion de fertilizantes con nitratos o
sulfatos para estimular la reproduccién de bacterias nativas o ex6-
genas (introducidas) y de esta forma facilitar la descomposicién
del petrdleo crudo (Martinez et al., 2018).

Cabe mencionar que el uso de estrategias de biorremediacién ge-
neralmente conduce a periodos de tratamiento mucho més pro-
longados que los de indole fisicoquimica. Ademas, a través del
uso de sistemas bioldgicos, no se logra una remociéon completa del
contaminante, sino que siempre hay una fraccién recalcitrante que
no es degradada en el proceso (Velasco, 2017).

21.9. MICROORGANISMO

Técnicamente, un microorganismo o microbio es un organismo
microscopico. El estudio de los microorganismos se llama
microbiologia. Los microorganismos pueden ser bacterias, hongos,
arqueas o protistas. El término microorganismos no incluye virus y
priones, que generalmente se clasificancomonovivos. Actualmente
existe una gran discusion sobre la organizacién y clasificacion de
la vida, particularmente en el estudio de los microorganismos. La
distincién bésica divide a los organismos vivos en dos grupos:
procariotas (células sin orgdnulos unidos a la membrana interna, la
monera, incluida la mayoria de los microorganismos) y eucariotas
(células que contienen orgdnulos unidos a la membrana, protistas,
hongos, plantas y animales) (Singh et al., 2018).

2110. BACTERIA

Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un
tamafio de unos pocos micrémetros (por lo general entre 0,5 y 5
pm de longitud) y diversas formas, incluyendo esferas (cocos),
barras (bacilos), filamentos curvados (vibrios) y helicoidales
(espirilos y espiroquetas). Las bacterias son células procariotas,
por lo que, a diferencia de las células eucariotas (de animales,
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plantas, hongos, etc.), no tienen el nicleo definido ni presentan,
en general, organulos membranosos internos (Mateos et al., 2017).

Las bacterias son imprescindibles para el reciclaje de los elementos,
pues muchos pasos importantes de los ciclos biogeoquimicos
dependen de estas. Como ejemplo cabe citar la fijacion del
nitrégeno atmosférico. Sin embargo, solamente la mitad de los
tilos conocidos de bacterias tienen especies que se pueden cultivar
en el laboratorio, por lo que una gran parte (se supone que cerca
del 90 %) de las especies de bacterias existentes todavia no ha sido
descrita (Méheust et al., 2019).

211. BACTERIA BIORREMEDIADORA

Se utilizan bacterias para absorber, degradar o transformar los
contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en el
suelo, el agua y el aire. Para esto se distribuyen grandes cantidades
debacterias, naturales einocuas, capaces de degradar las sustancias
nocivas y materia organica. La bacteria es el organismo unicelular
mas pequefio que existe, son indispensables para la vida en la
Tierra y existen en los méas diversos ambientes, incluso en aquellos
con las condiciones mdas desfavorables para la subsistencia de
cualquier otro organismo vivo. Se reproducen por division
celular. De una bacteria nacen dos, luego cuatro, ocho, dieciséis,
treinta y dos, su crecimiento es exponencial. La gran mayoria de
las bacterias son inofensivas y beneficiosas, s6lo el 1% produce
enfermedades, las patogenas. El ser humano tiene alrededor de
400 especies de bacterias diferentes en el aparato digestivo que le
ayudan a realizar la digestion, a absorber nutrientes, a prevenir
enfermedades (Wang et al., 2018).

2112. MEDIO DE CULTIVO

Un medio de cultivo es una técnica de laboratorio (véase
microbiologia) que consta de un gel o una solucién que contiene los
nutrientesnecesarios para permitir,encondicionesfavorablesdepH
y temperatura, el crecimiento de virus, microorganismos, células,
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tejidos vegetales o incluso pequeiias plantas (Schnellbaecher et al.,
2019). Generalmente se presentan desecados en forma de polvo
tino o granular antes de ser preparados; ya preparados pueden
encontrarse en estado sélido, semisélido o liquido. El objetivo
dltimo del cultivo es variado: antibiograma, identificacion,
multiplicacién. Uno de los sistemas mdas importantes para la
identificacién de microorganismos es observar su crecimiento en
sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio
(Lehrich et al., 2018).

2113. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Comprende el estudio de la morfologia colonial de la cepa
(homogeneidad, tamafio, forma, color, opacidad y textura de las
colonias) y su observacién al microscopio (forma y tamafio celular,
movilidad, etc.). En la CECT se incluye ademéds la determinacion
del Gram, la catalasa y la oxidasa para células procariotas (Elzeini
etal., 2017).

2114. BIOSORCION

La biosorcién es un proceso fisico-quimico y metabdlicamente
independiente basado en una variedad de mecanismos que
incluyen absorcion, adsorcién, intercambio iénico, complejacion
de la superficie y precipitaciéon. Los procesos de biosorcién son
muy importantes en el medio ambiente y en los procesos de
biotratamiento convencionales.

Como rama de la biotecnologia, la Biosorcién se ha dirigido a la
eliminacién o recuperacion de sustancias orgdnicas e inorgédnicas
de la soluciébn por material biolégico que puede incluir
microorganismos vivos o muertos y sus componentes, algas,
materiales vegetales, desechos industriales y agricolas y residuos
naturales. Durante décadas, la biosorcién se ha anunciado como
una biotecnologia de limpieza prometedora y rentable (Fomina y
Geoffrey, 2018).
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2115. BIOTRANSFORMACION

La biotransformaciéon es un proceso mediante el cual los
compuestos orgdnicos se transforman de una forma a otra para
reducir la persistencia y toxicidad de los compuestos quimicos.
Este proceso cuenta con la ayuda de una gran variedad de
microorganismos y sus productos, como bacterias, hongos y
enzimas. Las biotransformaciones también se pueden usar para
sintetizar compuestos o materiales, si los enfoques sintéticos
son desafiantes. El proceso de transformacioén natural es lento,
inespecifico y menos productivo. Las biotransformaciones
microbianas o la biotecnologia microbiana estdn ganando
importancia y se utilizan ampliamente para generar metabolitos
en grandes cantidades con mas especificidad (Smitha et al., 2017).

2116. CARACTERIZACION FILOGENETICA

Se ocupa de comprender las relaciones histdricas entre diferentes
grupos de organismos a partir de la distribucién en un arbol o
cladograma dicotémico delos caracteres derivados (sinapomorfias)
de un antecesor comtin a dos 0 mas taxones que contiene aquellos
caracteres plesiomorficos en comun. Para reconstruir la filogenia
de un grupo taxondémico (familia, género, subgénero, etc.) es
imprescindible construir matrices basados en datos morfolégicos
y/o bioquimicos (produccién enzimdtica). Las matrices son
analizadas con determinados algoritmos que permiten encontrar
los arboles filogenéticos, mdas cortos siguiendo el principio de
parsimonia que supone la menor cantidad de cambios bajo el
supuesto de que la evolucién acontece de la manera mas simple
(Morrone, 2000).




2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.21. BIOSORCION DE COBRE EN SISTEMA POR LOTE Y CONTINUO
CONBACTERIAS AEROBIAS INMOVILIZADAS EN ZEOLITA NATURAL
(CLINOPTILOLITA)

En el presente trabajo se estudi6 la biosorcién de cobre utilizando
bacterias aisladas del rio San Pedro, Sonora, México. Se aislaron 123
cepas bacterianas en tres muestreos realizados en diferentes épocas
del afio y se seleccionaron Escherichia coli y Burkholderia cepacia
para realizar pruebas de biosorcion en lote, las cuales presentaron
un 73 % de biosorcién del cobre, en 75 minutos, mientras que, al
utilizar zeolita sin activar como soporte de la bacteria, se obtuvo
un 75 % de biosorcién en el mismo tiempo. Las pruebas de
biosorcién en continuo se realizaron durante 28 dias en un reactor
aerobio de flujo ascendente empacado con zeolita (RAEFA-EZ),
el cual fue inoculado con un consorcio de 10 cepas seleccionadas
debido a que se desarrollaron en un medio acido y se mantuvo en
recirculaciéon hasta obtener 1g/L de biomasa, posteriormente se
aliment6 con solucién sintética de cobre a 50 mg Cu(Il) /L, flujo de
alimentaciéon de 2.5 mL/min, flujo de aire a 36 mL/min, tiempo
de retencién hidrdulico (TRH) de 0.87 dias, temperatura a 30 Cy
pH entre 3—4. La capacidad de biosorcién de RAEFA-EZ fue de
un 97 % en el primer dia de experimentacion y finalmente llega a
la saturacion a partir del onceavo dia. Se concluye que la biomasa
activa utilizada es capaz de biosorber metales pesados como el
cobre y la zeolita utilizada sin activar s6lo sirvié como soporte de
la biomasa (Monge et al., 2008).

2.2.2. EVALUACION DE LA BIOSORCION DE COBRE (CU) MEDIANTE
ADSORBENTES BACTERIANOS PROVENIENTES DEL CANAL LOS
ANGELES DE LA CIUDAD DE BOGOTA

Las ciudades ejercen una gran presion sobre los recursos
naturales, el hombre en su afan de deshacerse de los diferentes
tipos de residuos generados en su cotidiano vivir muchas veces
no es consciente del alcance perjudicial que tiene para el medio
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ambiente el mal manejo de los mismos, en el caso del Canal Los
Angeles de la ciudad de Bogota este funciona como receptor de
agua lluvia asi como de gran cantidad de residuos sélidos, de
aguas residuales de tipo doméstico e industrial, presentando un
alto grado de contaminacién por vertimientos, para el desarrollo es
este proyecto de investigacion se tuvo en cuenta la contaminacién
por cobre (Cu), que fue confirmada mediante el uso de la técnica
del colorimetro en laboratorio en las distintas muestras de agua
residual del canal, asi mismo también se confirmé el potencial
biosorbente de cobre de cepas aisladas provenientes del mismo,
como una alternativa tecnolégica prometedora de recuperacion de
metales pesados en las aguas residuales (Quiroga, 2018).

2.2.3.ELIMINACION DEMETALES PESADOS MEDIANTE BIOSORCION:
DESARROLLO DE PROCESOS DE TRATAMIENTO PARA AGUAS
RESIDUALES INDUSTRIALES

En la elaboraciéon de esta Tesis Doctoral se ha fijado como
objetivo el tratamiento de aguas residuales industriales con un
doble objetivo medioambiental, y con el concepto de economia
circular como eje vertebrador. En primer lugar, se persigue
el aprovechamiento de un residuo autéctono (el orujillo)
convirtiéndolo en un recurso (material biosorbente), por otra
parte, se trata de eliminar sustancias nocivas antes de que sean
vertida al medio, particularmente, metales pesados presentes en
aguas residuales industriales. Con la eliminacién de estos metales
se estan eliminando del medioambiente alguno de los elementos
mas toxicos y nocivos, y a su vez, unas de las sustancias mas
persistentes en la naturaleza. A lo largo de los diferentes capitulos
de la tesis se han ido demostrando diversas aplicaciones reales
del orujillo en lo referente a eliminacién de metales pesados de
aguas residuales industriales. Ademés de demostrar la validez
del orujillo para diferentes tipologias de aguas, se ha llevado a
cabo el escalado del proceso a planta piloto y se ha comprobado
la validez del material en ciclos de regeneracién. De esta forma
se han conseguido analizar todos los aspectos necesarios para
comprobar la validez del método a escala industrial. Por tltimo,
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también se estudi6 la valorizacién del orujillo hidrolizado saturado
en metales, tras la biosorcion (Fernandez, 2020).

224. BACTERIAS ENDOFITAS ASOCIADAS A LOS GENEROS
CYPERUS Y PASPALUM EN SUELOS CONTAMINADOS CON
MERCURIO

Se utilizaron muestras de tejidos vegetales para el aislamiento
y la determinacion poblacional de bacterias endofitas. La
resistencia a mercurio in vitro de los aislados, se evalu6 en agar
nutritivo suplementado con HgClI2; los aislados resistentes fueron
identificados, a nivel molecular. La concentracién de mercurio total
en el suelo de Mina Santa Cruz fue de 4,7mg kg-1. Las especies
vegetales colectadas fueron Paspalum arundinaceum, Cyperus luzulae
y Cyperus laxus. La mayor concentracién de mercurio en los tejidos
vegetales fue encontrada en raiz, con un rango de 1,5 a 3,8mg kg-1.
Las especies P. arundinaceum y C. laxus presentaron las mayores
densidades poblacionales de endoéfitas en sus tejidos 1 x 108 UFC,
aproximadamente. Se aislaron siete bacterias endéfitas resistentes,
a concentraciones de 350 y 400 ppm de mercurio (Pérez, 2016).

2.2.5. BIORREMEDIACION DE MERCURIO Y NIQUEL POR BACTERIAS
ENDOFITAS DE MACROFITAS ACUATICAS

Se cuantificé las densidades poblacionales de estas bacterias y
su respectiva tolerancia a los metales pesados niquel y mercurio.
Posteriormente, las cepas tolerantes fueron identificadas
molecularmente y se les evalu6 su capacidad de promover el
crecimiento vegetal. Un total de 182 morfotipos de bacterias
enddfitas fueron aislados, los mayores promedios de densidad
poblacional se obtuvieron en las macréfitas de la ciénaga de San
Benito Abad. Los mayores promedios de morfotipos tolerantes a
mercurio y niquel se encontraron en la ciénaga de Ayapel en las
coordenadas 8 18°51.10"" Ny 75 8°8.26” O. Los resultados muestran
que los aislados con mayor potencial biotecnoldgico son BAT6,
BAR2 y PAT2, donde los dos primeros tienen una homologia del
100% con la especie Lysinibacillus fusifomis y el género Enterobacter,
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respectivamente, mientras que el tercer aislamiento tuvo una
homologia del 96% con la especie Burkholderia cepacia. El1 presente
estudio reporta por primera vez la presencia de Lysinibacillus
fusifomis y Burkholderia cepacia asociadas a macrofitas en cuerpos
cenagosos de Sucre y Cérdoba (Torres et al., 2019).

2.26. CONTRIBUCION DE LAS BACTERIAS SOLUBILIZANTES DE
ZINC EN LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO Y EL CONTENIDO DE
ZINC DEL TRIGO

Este estudio se llevé a cabo para seleccionar rizobacterias
solubilizantes de zinc aisladas de trigo y cafia de aztcar, y analizar
su efecto sobre el crecimiento y desarrollo del trigo. Se identificaron
y caracterizaron bioquimicamente catorce exopolisacaridos
productores de cepas bacterianas de trigo, asi como sobre la
base de secuencias del gen 16S rRNA. Junto con estos, también
se analizaron 10 aislados de cafla de azucar identificados para
determinar la capacidad de solubilizacién del zinc en cinco fuentes
diferentes de zinc insoluble. De 24, cinco cepas, es decir, EPS 1
(Pseudomonas fragi), EPS 6 (Pantoea dispersa), EPS 13 (Pantoea
agglomerans), PBS 2 (E. cloacae) y LHRW1 (Rhizobium sp.) Se
seleccionaron (basandose en sus actividades de solubilizacién
de zinc y PGP) para experimentos de plantas a escala de maceta.
Se utiliz6 ZnCO3 como fuente de zinc y se inocularon plantulas
de trigo con estas cinco cepas, individualmente, para evaluar su
efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas. El efecto
sobre las plantas se analizé con base en pardmetros de crecimiento
y cuantificando el contenido de zinc de brotes, raices y granos
mediante espectroscopia de absorcion atomica. El experimento de
la planta se realiz6 en dos conjuntos. Mientras que el contenido
maximo de zinc para las raices se cuantificé en las plantas de
control, lo que indica la incapacidad de la planta para transportar
zinc a los granos, lo que respalda la biodisponibilidad acelerada
de zinc para plantar granos con rizobacterias solubilizadoras de
zinc (Kamran et al., 2017).
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2.2.7. TOXICIDAD BACTERIANA DEL NANOANTIBIOTICO DE
OXIDO DE ZINC VERDE BIOMIMETICO Y LA INTERFAZ
NANOCOLOIDE-BACTERIA

Este estudio tuvo como objetivo llenar el vacio critico de
conocimiento sobre la interacciéon entre las nanoparticulas
de 6xido de zinc verde (ZnONP) y la interfaz bacteriana. Se
produjeron ZnONP en fase de wurtzita con una energia de banda
prohibida de 3,28 eV mediante la explotacién de un método de
biosintesis simple y ecoldgico utilizando un precursor econémico
de A. indicaextracto de hoja y nitrato de zinc. Las ZnONP
retuvieron los grupos funcionales de las plantas respaldando su
cardcter hidréfilo. La actividad antibacteriana y antibiofilm de
ZnONPs fue significativa (p < 0.05) y la CMI / MBC frente a los
aislamientos clinicos més frecuentes de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus varié
de 0,5a 1,0 (CMI) / 1,0 a 1,5 mg ml -1 (MBC). La disolucién de
ZnONP en Zn 2+Los iones en un medio nutritivo aumentaron
como resultado de la interaccién con la superficie bacteriana y
los metabolitos. La unién sustancial a la superficie de las ZnONP
seguida de la captacion intracelular interrumpié la morfologia
celular y provocé una lesién obvia en la membrana celular. La
cinética de crecimiento bacteriano interrumpida, la pérdida de la
respiracion celular, la produccién mejorada de ROS intracelulares
y la fuga del contenido citopldsmico sugirieron inequivocamente
una fuerte interacciéon de ZnONP con la superficie celular exterior
y los componentes intracelulares (Ahmed et al., 2019).

228. BACTERIAS ASOCIADAS COMO UNA HERRAMIENTA
POTENCIAL PARA FACILITAR LA FITOESTABILIZACION DE PILAS
DE DESECHOS CONTAMINADOS CON ZINC Y PLOMO

Los metales pesados en el suelo, como agentes selectivos, pueden
cambiar la estructura de las comunidades bacterianas asociadas
a las plantas y sus propiedades metabdlicas, lo que lleva a la
seleccion de las cepas més adaptadas, que podrian ser ttiles en
la fitorremediacién. Trifolium repens, un excluidor de metales
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pesados, se encuentra naturalmente en los montones de desechos
de las minas de metales en el sur de Polonia caracterizados por altas
concentraciones totales de metales. En total, se aislaron 113 cepas
cultivables y se utilizaron para la secuenciaciéon del gen Sanger
del ARNr 16S a fin de determinar su afiliacién genética y para
las pruebas in vitro de sus rasgos de promocién del crecimiento
de las plantas. La riqueza taxondémica y la diversidad fenotipica
en las comunidades de origen metalifero fueron significativamente
menores (p <0,0001) en comparacién con las del sitio de referencia.
Se pueden considerar dos cepas, Bacillus megaterium BolR EW3_
A03 y Stenotrophomonas maltophilia BoIN EW3_B03, aisladas de
un montén de desechos de minas de Zn-Pb que dieron positivo
para todos los rasgos de promocién del crecimiento de plantas
examinados y que mostraron co-tolerancia a Zn, Cu, Cd y Pb como
potenciales facilitadores de la fitoestabilizacion (Olenska et al., 2020).

2.3. FUNDAMENTACION LEGAL

2.31. CONSTITUCION POLITICA DEL ECUADOR (2008)
El Capitulo segundo: Biodiversidad y recursos naturales en la
seccién quinta: Suelo sefala.

Art. 409.- Es de interés publico y prioridad nacional la conservacién
del suelo, en especial su capa fértil. Se establecerda un marco
normativo para su proteccion y uso sustentable que prevenga su
degradacion, en particular la provocada por la contaminacion, la
desertificacion y la erosion.

Art. 410.- El Estado brindard a los agricultores y a las comunidades
rurales apoyo para la conservacién y restauracion de los suelos,
asi como para el desarrollo de practicas agricolas que los protejan
y promuevan la soberania alimentaria.

2.3.2. LEY DE GESTION AMBIENTAL (2004)

El Titulo I: Ambito y Principios de la Gestion Ambiental determina
que:
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Art. 1.- La presente Ley establece los principios y directrices de
politica ambiental; determina las obligaciones, responsabilidades,
niveles de participacién de los sectores publico y privado en la
gestion ambiental y sefiala los limites permisibles, controles y
sanciones en esta materia.

Art. 2.- La gestion ambiental se sujeta a los principios de
solidaridad, corresponsabilidad, cooperacién, coordinacién,
reciclaje y reutilizacion de desechos, utilizacion de tecnologias
alternativas ambientalmente sustentables y respecto a las culturas
y practicas tradicionales.

Art. 3.- El proceso de Gestion Ambiental, se orientard segun los
principios universales del Desarrollo Sustentable, contenidos en
la Declaracién de Rio de Janeiro de 1992, sobre Medio Ambiente y
Desarrollo.

Art. 4.- Los reglamentos, instructivos, regulaciones y ordenanzas
que, dentro del &mbito de su competencia, expidan las instituciones
del Estado en materia ambiental, deberan observar las siguientes
etapas, segun corresponda: desarrollo de estudios técnicos
sectoriales, econémicos, de relaciones comunitarias, de capacidad
institucional y consultas a organismos competentes e informacion
a los sectores ciudadanos.

Art. 5.- Se establece el Sistema Descentralizado de Gestion
Ambiental como un mecanismo de coordinacién transectorial,
interacciéon y cooperacién entre los distintos d&mbitos, sistemas
y subsistemas de manejo ambiental y de gestiéon de recursos
naturales.

En el sistema participard la sociedad civil de conformidad con esta
Ley.

Art. 6.- El aprovechamiento racional de los recursos naturales
no renovables en funcién de los intereses nacionales dentro
del patrimonio de areas naturales protegidas del Estado y en
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ecosistemas fragiles, tendran lugar por excepcién previo un
estudio de factibilidad econémico y de evaluacién de impactos
ambientales.

TITULO II: DEL REGIMEN INSTITUCIONAL DE LA GESTION
AMBIENTAL

CAPITULO I: DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

Art. 7.- La gestion ambiental se enmarca en las politicas generales
de desarrollo sustentable para la conservaciéon del patrimonio
natural y el aprovechamiento sustentable de los recursos naturales
que establezca el Presidente de la Republica al aprobar el Plan
Ambiental Ecuatoriano. Las politicas y el Plan mencionados
formaran parte de los objetivos nacionales permanentes y las
metas de desarrollo. El Plan Ambiental Ecuatoriano contendré
las estrategias, planes, programas y proyectos para la gestion
ambiental nacional y sera preparado por el Ministerio del ramo.

Para la preparacion de las politicas y el plan a los que se refiere el
inciso anterior, el Presidente de la Reptblica contard, como érgano
asesor, con un Consejo Nacional de Desarrollo Sustentable, que se
constituird conforme las normas del Reglamento de esta Ley y en
el que deberan participar, obligatoriamente, representantes de la
sociedad civil y de los sectores productivos.

REFORMA DEL LIBRO VI DEL TEXTO UNIFICADO DE LEGISLACION

SECUNDARIA (2015)

Parégrafo II: Del Suelo incluido en el Acuerdo Ministerial No.061
establece.

Art. 212 Calidad de Suelos. - Para realizar una adecuada

caracterizacion de este componente en los estudios ambientales,
asi como un adecuado control, se deberan realizar muestreos y
monitoreos siguiendo las metodologias establecidas en el Anexo
II y demds normativa correspondiente.
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La Autoridad Ambiental Competente y las entidades del Sistema
Nacional Descentralizado de Gestion Ambiental, en el marco de
sus competencias, realizardn el control de la calidad del suelo
de conformidad con las normas técnicas expedidas para el
efecto. Constituyen normas de calidad del suelo, caracteristicas
fisico-quimicas y bioldgicas que establecen la composicion del
suelo.

Art. 213 Tratamiento de Suelos Contaminados. - Se lo ejecuta
por medio de procedimientos validados por la Autoridad
Ambiental Competente y acorde a la norma técnica de suelos,
de desechos peligrosos y demdas normativa aplicable. Los sitios
de disposicion temporal de suelos contaminados deberan tener
medidas preventivas eficientes para evitar la dispersién de los
contaminantes al ambiente.

Art. 214 Restriccién. - Se restringe toda actividad que afecte la
estabilidad del suelo y pueda provocar su erosion.
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CAPITULO III.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Lo que importa verdaderamente en la vida no son los
objetivos que nos marcamos, sino los caminos que
seguimos para lograrlo

(Peter Bamm).




31. LOCALIZACION

La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de
Biotecnologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo
(UTEQ), localizado en el Campus Universitario “La Maria”,
ubicado en el Km 7 via Quevedo — El Empalme, cuyas coordenadas
geograficas son las siguientes: 79 27” de longitud Oestey 1 06” de
latitud Sur a una altitud de 67 msnm.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

3.21. EXPERIMENTAL

El estudio posee las cualidades de una investigacién de tipo
experimental cientifica, puesto que se realizard la manipulacién
directa de las variables en estudio: velocidad de crecimiento y
concentracion celular por ml. A través del anédlisis en laboratorio se
procederé a la identificacion de las caracteristicas de crecimiento
bacteriano empleando todos los estdndares nacionales e
internacionales que rigen la microbiologia del suelo y del medio
ambiente.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION

3.31. INDUCTIVO

Seré utilizado durante el proceso de evaluacion, identificacion y
seleccion de los parametros de fermentacion adecuados aplicando
postulados pertinentes y adecuados basados en las caracteristicas
morfoldgicas de las cepas bacterianas.

3.3.2. DEDUCTIVO

Permitird evaluar los tiempos de resistencia y la capacidad de
desarrollarse en condiciones desfavorables.
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3.3.3. OBSERVACION CIENTIFICA

Se usard durante todo el proceso de la investigacién, realizando
un diagnostico de los procesos para conocer la realidad mediante
la percepcion directa de los objetos y fendmenos.

3.34. MUESTRA

Las muestras fueron tomadas de cada zona descrita en los putos
de recoleccidn, estas muestras fueron almacenadas en condiciones
Optimas para no afectar los pardmetros que puedan interferir en
los procesos de evaluacion.

3.4. FUENTES DE RECOPILACION DE INFORMACION

3.41. FUENTES SECUNDARIA

En las fuentes o informaciones secundarias se uso enciclopedias,
antologias, directorios, libros o articulos que interpretan otros
trabajos que validen todos los procesos de la investigacion.

34.2. FUENTES PRIMARIAS

En las fuentes primarias se us6 libros, revistas cientificas y de
entretenimiento, periddicos, diarios, documentos oficiales de
instituciones publicas, informes técnicos y de investigaciéon de
instituciones publicas o privadas, patentes, normas técnicas para
que optimizar los recursos de la investigacion y tratar en lo posible
reducir los riegos dentro del &rea de trabajo.




35. INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
3.51. FICHA DE LABORATORIO

Se recolect6 toda la informacién relativa a la identificaciéon de
microrganismos causantes de la enfermedad, aislamiento seleccién
e identificacién de los mismos, entre otros aspectos bésicos de la
investigacion.

3.5.2. FICHA DE MONITOREO

Sirvié para el registro de la informacién relativa al monitoreo
de los procesos de la investigacion donde se evaluaran: nimero
de muestras, peso de las muestras, transporte y tiempo de
almacenamiento de muestras, y demds aspectos relativos al
monitoreo del suelo y el desarrollo de los microorganismos.

3.5.3. MATERIAL VIRTUAL

Se emplearon plataformas virtuales de bioinformatica; InfoStat,
MEGA11® para la generacion de arboles filogenéticos basados en
caracteres bioquimicos y Mendeley para el procesamiento de los
datos y obtencion de resultados.

3.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

La informacién fue procesada en el programa estadistico InfoStat
cada tratamiento evaluado fue sometido a las pruebas de ANAVA
empleado 3 repeticiones por cada tratamiento y 2 unidades
experimentales en condiciones corladas adicionalmente se emple6
pruebas de rango multiple de DUNCAN para determinar las
diferencias y similitudes entre los tratamientos.

3.61. ZONAS DE MUESTREO

Se escogieron las zonas de muestreo que presentaron en sus
registros, cultivo intensivo especificamente maiz, arroz, banano y
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cacao los cuales demandan una gran cantidad de agroquimicos
para la produccion y en sus suelos se acumulan las sustancias
toxicas.

3.7. AISLAMIENTO DIRECTO DE BACTERIAS RESISTENTES A
METALES PESADOS

Para obtener célulasbacterianas, se pesaron2 g desueloen Matraz de
50 ml, mezclado con 20 ml de agua destilada y luego se mantuvo en
un agitador rotatorio con una velocidad de 150 rpm a 30 C durante
30 min. Se prepararon placas de agar de levadura triptéfano peptona
glucosa (YTPG) (en concentracién por litro: 0,25 g de peptona, 0,25
g de triptona, 0,5 g de extracto de levadura, 0,5 g glucosa, 30 mg de
MgSO4 7H20, 3,5 mg de CaCl2 2H20, 15 g de agar) con 3 mg /
ml de cicloheximida (Sigma-Aldrich Co., EE. UU.), suplementado
con metales pesados en las siguientes concentraciones: HgCl2, 100,
150, 200, 250, 300 ppm; ZnSO4 « 7H20, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mM,
Cu a 25, 30, 35, 40 y 45 ppm: y Al (SO,) a 100, 200, 300, y 400
ppm, que se utilizaron para aislar cepas de bacterias tolerantes.
Posteriormente se us6 0,1 ml del sobrenadante bacteriano liquido
del suelo paqueado en el agar gelificado. Las placas se incubaron a
30 C durante 3 a 7 dias (Xie et al., 2018).

3.8. ESTABLECIMIENTO DE MORFOLOGIA COLONIAL BACTERIANA

Se observaron pardmetros macroscopicos para tipificar lamorfologia
macroscopica en agar solidificado en placa, donde se aprecia la
abundancia de crecimiento: La cantidad de crecimiento se reporta
como ninguno, escaso, moderado o abundante. También se analiza
la pigmentacién: Microorganismos cromogénicos son aquellos que
pueden producir pigmentos intracelulares que son los responsables
del color de las colonias. Otros organismos producen pigmentos
solubles extracelulares, que son excretados dentro del medio y esto
también produce color (Aparicio., 2018).

Como tltimo factor se determina la forma visualizando la apariencia
de la estria de crecimiento en la superficie del agar se designa
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como: Filiforme: Continua y en forma de hebra con bordes suaves.
Equinulada: Continua, en forma de hebra con bordes irregulares.
Perlada: Colonias que no concluyen o semifluyen. Difusa: Delgada
y crecimiento extenso. Arborescente: Crecimiento en forma de
arbol. Rizoide: Crecimiento en forma de raiz.

3.9. DETECCION PRIMARIA DE BACTERIAS RESISTENTES A
METALES PESADOS

Para el cribado selectivo de bacterias resistentes a metales pesados,
se usaron 300 pg / mL de metales pesados los cuales se incorporaron
a placas de agar LB (Luria Bertani) (peptona 10,00 g / L, extracto de
levadura, 5,00 g / L, NaCl 5,00 g / L, dextrosa anhidrato 10,00 g /
Ly agar 30,00 g / L: pH -7,00) y se tamizaron mediante el método
estandar de vertido en placa observado a 37 ° C. Después de 24 h de
incubacion, se observoé en las placas cualquier tipo de desarrollo en
el medio de cultivo. Después de la seleccion preliminar de muestras
de suelos que contienen bacterias que degradan metales pesados,
se realizé una dilucién en serie para aislar las bacterias deseadas
(Marzan et al., 2017).

Se siguid la técnica de la placa de estriado durante el aislamiento.
Las placas de control también se prepararon con medio LB sin
incluir ningtin metal pesado para hacer comparaciones. Las colonias
que diferian en caracteristicas morfologicas se seleccionaron,
recogieron, purificaron y luego se conservaron en diferentes placas
para estudios adicionales.

310. PRUEBAS BIOQUIMICAS

3101. DETERMINACION DE UREASA

Medio utilizado para diferenciar microorganismos en base a
la actividad ureédsica. Se utiliza para identificar bacterias que
hidrolizan urea. En el medio de cultivo, la tripteina y la glucosa,
aportan los nutrientes para el desarrollo de microorganismos. El
cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el rojo de fenol es
el indicador de pH. El agar es el agente solidificante. Las bacterias
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hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberan amoniaco
y dioxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio de
cultivo haciendo virar el indicador rojo de fenol del color amarillo
al rojo (Zuluaga y Martinez., 2018).

Tabla 1. Medio de cultivo ureasa

Compuesto Concentracién

Tripteina 1gL

Glucosa 1gL

Cloruro de sodio 5¢/L

Fosfato monopotasico 2g/L

Rojo de fenol 0.012¢gL

Agar 15¢g/L

pH final 6802

310.2. DETERMINACION DE LA SOLUBILIZACION DE FOSFORO

El medio de cultivo sélido utilizado fue un indicador cualitativo de
la accién solubilizadora de fosfatos de las Rizobacterias promotoras
del crecimiento donde se puede observar al formarse un halo claro
alrededor de la cepa bacteriana y cambio de color.

Tabla 2. Medio de cultivo fosfatasa

Compuesto Concentracion

Sulfato de amonio 0.5gL
Cloruro de potasio 0.2 gL
Sulfato de magnesio 0.1gL
sulfato de manganeso 0.004 g/L
Cloruro de sodio 0.2 gL
D-Glucosa 10 g/l
Sulfato de hierro 0.002 gL
Extracto de levadura 0.5 gL
Solucion de fosfato 0.5 ml'L
Fosfato de caleio 0.5 gL
Fosfato férrico 0.5 gL
Agar 18 gL
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310.3. DETERMINACION DE LA SOLUBILIZACION DE POTASIO

El medio especifico para el aislamiento y desarrollo de los
microorganismos solubilizadores de potasio que se utiliz6 fue
una modificacion de la composicién del medio Pikovskaya, del
Laboratorio de Microbiologia de Suelos y Medio Ambiente de la
Pontificia Universidad Javeriana de Colombia (Callejas et al., 2018).

La composicion del medio Pikovskaya modificado empleado se
detalla a continuacién:

Tabla 3. Medio de cultivo Pikovskaya modificado

Compuesto Concentracion
Glucosa 10 g/L
Nitrato de potasio 5gL
Cloruro de potasio 2 gL
Sulfato de amonio 0.5gL
Sulfato de magnesio 0.1 gL
Sulfato de manganeso trazas 0.1 gL
Purpura de Bromocresol 0.125 g'L
Agar 15 g/l pH7.0+2

310.4. TINCION GRAM

Para realizar la tincion, se procedi6 a crecer los microorganismos
en medio de cultivo King B sélido. Dichos microorganismos se
los inoculé mediante la técnica de siembra de estria mdultiple,
incubandolos por 24 horas a 37°C para obtener colonias
diferenciadas. Luego se realiza un frotis del microorganismo, para
ello hay que afiadir una gota pequefia de agua destilada y extender
en porta objeto y dejarla secar, luego se fij6 la muestra mediante
un alcohol (metanol). Para el proceso de tincién de aplico el tinte
de violeta de genciana sobre el portaobjetos y espero un minuto,
transcurrido el tiempo se procedi6 a enjuagar la muestra con agua
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para aplicar un fijador del violeta de genciana (lugol). Aplicado
el fijador las muestras se lavaron de nuevo con una mezcla de
alcohol y acetona durante unos segundos. Finalmente se aplic6 una
tincién de safranina o fucsina para distinguir las Gram negativas
que apareceran bajo el microscopio (en lugar de incoloras) con un
tono rosado o rojo (Rodriguez y Arenas., 2018).

311. CONSTRUCCION DE ARBOL FILOGENETICO

Para el analisis de conglomerado se emplearon los datos morfo-
l16gicos y bioquimicos quienes se llevaron a una matriz binaria
conformada por datos de 1 y 0 posteriormente se transforma-
ron en matiz genética conformada por A (adenina) y T (timina)
para poder ser procesados en Mega® version 11.0 con el método
de méaxima verosimilitud de neighbor-joining que permitié la
formacién de conglomerados que denotan las asociaciones mas
proximas entre aislamientos de las diferentes localidades, dicha
matriz fue procesada mediante archivo FASTA para la generacion
de un &rbol filogenético que permitié la agrupacion y discrimina-
cién de cepas en base a sus tipologias evolutivas.

312. PRUEBA DE ANTIBIOSIS

Se emple6 un antibiograma de discos distribuidos de forma
organizada en los 4 cuadrantes de las cajas Petri, la técnica
consiste en el empleo de diferentes antibidticos con la finalidad de
medir el didmetro del halo formado por la zona de inhibicién del
crecimiento de bacterias alrededor del disco en medio de cultivo
sOlido, para la ejecucion de la técnica se empled, ampicilina,
penicilina, cloranfenicol y tetraciclina en las dosis de 500 mg/L con
un periodo de incubacién de 96 horas a 28 + 1 C. Los halos fueron
observados llevando un registro fotografico de cada tratamiento
(Tondin et al., 2018).




313. CURVA DE CRECIMIENTO OD

Del pre inoculo obtenido, se tom6 con una micropipeta de precisiéon
1 ml de cada una de las bacterias y se colocaron individualmente
en un matraz Erlenmeyer con 99 ml de medio de cultivo King B
(1% v/v), (King et al. 1954) [(g/L): peptona, 20.0; glicerol, 15 ml;
K2HPO4, 1.5; MgSO4 x 7H20, 1.5; agua destilada (pH 7.2)], este
procedimiento se repiti6 para cada una de las bacterias en estudio.

Se incubaron las bacterias a 26 C a 150 rpm en un shaker
Benchmark incushaker® y se determiné la O.D. (Densidad 6ptica)
y la concentracién celular o células por mililitro (UFC unidades
formadoras de colonia/ml) con intervalos de dos horas durante
24 horas.

La O.D. se determiné mediante el uso de un espectrofotémetro
marca Unico® bw-54 a 600 nm de longitud de onda (OD600 nm),
se utilizaron cubetas de cuarzo en las cuales en una cabina de flujo
laminar se colocaron con la ayuda de una micropipeta 3 ml de
la muestra del medio incubado, usando como control medio de
cultivo King B sin inoculante. Se repitié este proceso para cada
una de las bacterias en estudio (Rodriguez., 2018).

Paraelensayoseincubaron porseparadolascepas que obtuvieronel
mejor crecimiento en la deteccién primaria de bacterias resistentes
a metales pesados, posteriormente se determiné las curvas de
crecimiento mediante espectrofotometria a 650 nm en los mismos
periodos de siembra (3 horas), para realizar una comparaciéon
entre el crecimiento celular por turbidez del medio de cultivo.,
Los tratamientos bacterianos se desarrollaron en medio de cultivo
M9 a los cuales se afiadi6 diferentes concentraciones de metales
pesados.

314.ESTIMACIONDE LA REDUCCIONDE METALES PORBIOSORCION

Se hicieron prosperar las cepas bacterianas que presentaron los
valores mas altos de crecimiento en medio de cultivo enriquecido
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con metales pesados, para la estimacién de biosorcién se emple6
medio de cultivo M9 [(Na.2HPO4 5.8 g/L; KH,O, 3.0 g/L; NaCl
0.5 g/L; NH4C1 1.0 g/L; Agar 15 g/L; pH 6.7 = 2; H20 1000 ml.)]
adicionando concentraciones de HgCl2 18 ppm; ZnSO4 35 ppm;
Cu 15 ppm; y Al (SO4) 40 ppm. Los andlisis fueron procesados en
laboratorio externo con evaluaciones a las 0, 24, 48 y 72 horas pos
inoculacion.

315. CONFRONTACION PLANTA / BACTERIA / METAL

Para determinar la reduccién de las concentraciones de metales
pesados se emple6 un método indirecto que consiste en la
interaccion de planta bacteria y metal donde se evalué las
caracteristicas agronoémicas del cultivo de arroz. Los ensayos se
realizaron empleando cultivos bacterianos crecidos en King B
liquido (1% v/v), (King et al., 1954) [(g/L): peptona, 20.0; glicerol,
15 ml; K2HPO4, 1.5; MgSO4 x 7H20, 1.5; agua destilada (pH
7.2)], por 24 horas a 28 C sobre un agitador orbital para facilitar
el desarrollo de células viables. También se prepar6 suelo franco
arcilloso previamente esterilizado el cual se agreg6 en contenedores
plésticos en proporcién de 50 gramos por unidad, rdpidamente se
llev6 el suelo a capacidad de campo, con las soluciones de metales
pesado en concentraciones de; HgCI2 18 ppm; ZnSO4 35 ppm; Cu
15 ppm; y Aly(SOs) 40 ppm, transcurrido un periodo de 5 horas, se
procedio a la inoculacién de 2 mL de los cultivos bacterianos en
concentraciéon de 1x10-* UFC finalmente se adicionaron semillas
de arroz comercial las cuales se dejaron crecer por un periodo de 3
semanas para posteriormente evaluar el crecimiento y desarrollo
en condiciones de contaminacién por metales pesados.




CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todo lo que yo invento todo lo que yo
imagino, quedara siempre mas alld de la
verdad, porque llegard un momento en que
las creaciones de la ciencia superaréan a las
de la imaginacion.

Julio Verne.




4. RESULTADOS
41. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Los datos morfolégicos determinaron que el 39% de la poblacién
evaluada corresponde a una forma circular, un 3% con morfologia
puntiforme y un 58 % con morfologia granular. Las morfologias
bacterianas evidenciaron las diferentes agrupaciones presentes
en los cultivos celulares iniciales. Las predominancias en las ele-
vaciones bacterianas fueron convexa y elevada con un 35% de la
poblacién respectivamente, mientras que los valores més bajos se
presentaron en prominencia plana con un 29 %.

La tincién Gram permitié evidenciar la presencia de un 35% de
bacterias Gram negativas del total de la poblacion aislada en los
suelos agricolas del canton Quevedo La Mana Y Buena Fe corres-
pondiente a las cepas (LM1, LM6, LMS8, QV1, QV2, QV5, QVS,
QV9, QV11, BF2, BF5, BF6, BF7 y BF9). La actividad productora
de catalasa se detect6 en 13 cepas que representan el 42% de la
poblacién aislada, la eliminacién de H20O2 en los 13 aislados fue de
reaccion moderada permitiendo la formacién de 2H20 Y O2.

Se determin6 la degradabilidad de componentes minerales
mediante la presencia de enzimas hidroliticas (Ureasa, Fosfatasa y
Almidonasa) destacado las cepas (QV1, QV2, QV7,QVS8,QV9,QV1,
QV11 y BF9) para la transformacién de urea en amoniaco (NH3)
mediante la insercion de ureasa por hidrolisis. La determinacion de
la enzima fosfatasa, permite revelar la presencia de cepas fosfato
reductoras (LM2 y LM3) quienes mostraron reaccion acelerada en a
la produccién de fosfatasas extracelulares.
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4.2. AGRUPACIONES FILOGENETICAS

El dendrograma de la figura 2 logro diferenciar 2 grupos (A y B) asociados
por maxima verosimilitud de Neighbor-joinin. El primer grupo (A) presenta un
nivel de similitud de un 94% aproximadamente, generando un conglomerado
(extremo superior) que se integra por las cepas (BF3, BFAN LM6, QV7, LMS5,
LM3, QV6, LM2 y LMB8) asociados al control identificado Serratia Marcescens
3-8. El segundo conglomerado compuesto por (LM7, LM9, BF6, LM4, LM10,
QV3, QV10, QV4 y BF11) quienes comparten caracteres morfologicos distin-
tivos en forma de la colonia granular y elevaciéon convexa. El segundo grupo
(B) se conforma por el tercer conglomerado integrado por las cepas (BF5, BF2,
BF7, QV5, LM1, QVS, QV1, QV2, QV9, QV11 y BF9) asociadas a los caracteres
bioquimicos de Pseudomonas protegens CHAOQ quienes se agrupan principalmente
por su forma granular, produccién de ureasas y la degradabilidad de almidén.
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Figura 2. Agrupaciones filogenéticas basada en la técnica de maxima verosimi-

litud de neighbor-joining mediante caracteres fisicoquimicos.
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4.3. CRECIMIENTO CELULAR EN MEDIO CONTAMINADO CON ZINC,
ALUMINIO, COBRE Y MERCURIO

La cepa LM1 exhibi6 los promedios mds altos de absorbancia
en condiciones de contaminacion directa con zinc, reflejando un
valor de 1,59 seguida de la cepa LM10 que alcanzé un valor de
1,135. Mientras las cepas LM9 y LM8 no mostraron crecimiento
alguno. En relacion a las otras evaluaciones de resistencia a cobre,
aluminio y mercurio, presentaron valores por debajo de los demas
tratamientos realizados con las cepas obtenidas de las zonas de
Quevedo y Buena Fe.

Los niveles de crecimientos mds bajos se presentaron ante la
exposicion de mercurio logrando una reduccién en el desarrollo
celular de hasta el 100% en las cepas LM9, LM7, LM6, LM3 y LM2.

La Mana

EZinc DAluminio [0 Cobre @ Mercurio HControl

o Y 2l

ms SRR

M7 T i
g M6 R i
S s I T AT )
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LM3 I i

1m2 ol T ]

LM 1 + + *|* + +

Crecimiento OD (600nm

Figura 3. Crecimiento celular aislamientos bacterianos cantén La
Mand en diferentes metales pesados (Zinc, Aluminio, Cobre y
Mercurio). Las barras de error indican + DE.
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Las cepas QV8y QV2alcanzaron los valores més altos de crecimiento
en relacion a los demas tratamientos de contaminacion por zinc con
promedios de 1,45 y 1,43 respectivamente, en el ensayo de cobre se
destacaron las cepas QV5, QV8 y QV11 con medias de 1,51 - 1,47 y
1,14 proporcionalmente, mientras que en las demas cepas no existio
inhibicién de crecimiento. También se evidencio elevada carga
celular en el tratamiento de Mercurio correspondiente a las cepas
QV8 y QV9 con promedios de 0.75 y 0.69 consiguiendo los valores
mas altos de los aislados de la zona de Quevedo.

Quevedo
HZinc EHAluminio [OCobre [bMercurio [EControl
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avio i H HIIE H
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ave HA H il i I
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& aw AR :]
avs T T 3 T T
v T
Qvs i o] i H
avz tH i f
avi HH i i
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000

Figura 4. Crecimiento celular aislamientos bacterianos cantén
Quevedo en diferentes metales pesados (Zinc, Aluminio, Cobre y
Mercurio). Las barras de error indican + DE.

En el tratamiento correspondiente a mercurio se destacé la cepa
BF7 alcanzando los valores més altos con respecto a las demas
evaluaciones alcanzando un promedio de 0,970, mientras que
la cepa BF4 alcanzo un promedio de 0.503 de absorbancia. En
la evaluacion del crecimiento bajo exposicion de aluminio se
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destacaron las cepas BF9 y BF2 quienes alcanzaron los valores
mas altos de crecimiento medido en absorbancia con promedios
de 1,31 y 1,26 respectivamente. Los aislamientos del cantén Buena
Fe recuperados del cultivo de Maiz presentaron tolerancia a la
exposicion de Zinc mostrando rangos de crecimiento similares en
cada uno de los aislamientos en un rango de absorbancia de 0,721
a 1,303 nm.

Se evidenci6 interferencia en el desarrollo celular propiciado por
la exposicién a mercurio, ocasionando reduccion de hasta el 100%
del crecimiento, mostrando coincidencias con los aislamientos del
cantén La Mana y Quevedo. Las cepas que manifestaron tolerancia
fueron BF7 y BF4, mismas que presentan reaccién positiva (++) a
la presencia de la enzima amilasa.
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Figura 5. Crecimiento celular aislamientos bacterianos cantén
Buena Fe en diferentes metales pesados (Zinc, Aluminio, Cobre y
Mercurio). Las barras de error indican + DE.
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44. ANALISIS DE SUELO, DIFERENTES LOCALIDADES DE
MUESTREO

El analisis de suelo revelo diferencias significativas en la presencia
de metales pesados, obteniendo las concentraciones mds altas
de mercurio y cobre en el cantén La Mana, alcanzando un valor
promedio de 0.8 ppm, mientras que para zinc y aluminio las
concentraciones mas altas se obtuvieron en el cantén Buena Fe y
Quevedo en concentraciones de 3.6 ppm y 3 meq*100g-1 respecti-

vamente.
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Figura 6. Concentracién de Mercurio, Zinc, Cobre y Aluminio en
diferentes zonas agricolas de la provincia de Los Rios. Las barras
de error indican + DE.
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45. REDUCCION DE METALES POR BIOSORCION

Todaslascepasenestudiomostraronreducciénenlasconcentraciones
de los metales pesados, la maxima reduccién de evidencia a las 72
horas de incubacién. La cepa QV8 mostro resistencia a zinc, cobre
y mercurio por lo que se someti6 a las pruebas de biosorcién en
concentraciones de 35 ppm, 15 ppm y 18 ppm respectivamente,
reduciendo mds del 50% de la concentracién inicial. La cepa FB7
mostro reduccion de mercurio en concentracion de 18 ppm a 0.35
ppm en suspension.
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Figura7. Reduccion porbiosorciénbacteriana delasconcentraciones
de Zinc (Figura 7A) Aluminio (Figura 7B) Cobre (Figura 7C) y
Mercurio (Figura 7d); tiempo méaximo de expiaciéon 72 horas. Las
barras de error indican + DE.
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4.6. PRUEBAS DE INHIBICION BACTERIOLOGICA POR
ANTIBIOGRAMA

El 10% de las cepas mostraron baja susceptibilidad a tetraciclina,
a excepcion de BF9 quien reacciono con susceptibilidad media
en exposicion parmente. Para los antibiéticos de amplio espectro
con base de penicilina y ampicilina la poblacién evaluada mostro
un 80% de reduccién en el crecimiento celular, mientras que
la cepa QV8 mostro alta susceptibilidad ante la exposicion de
ambos antibi6ticos. En los rangos de inhibicién producidos por
cloranfenicol se logré obtener un 70% de susceptibilidad en la
poblacién evaluada, las cepas QV8, QV11 y BF2 no presentaron
disminucién en el crecimiento ni formacién de halos de inhibicién.

Tabla 5. Antibiograma quimico

CEPA CLORANFENICOL AMPICILINA PENICILINA TETRACICLINA
LM1 ++

avi + i +

avz ++ ++ +

avs + +

Qvsa - ++ ++

Qavs ++ ++ +

avii = + +

BF2 - ++ ++

BF7 + + +

BFS ++ + + +
% SUCEP 70% 80% 80% 10%

++: Alta susceptibilidad +: susceptibilidad media -: No presenta susceptibilidad

En la figura 8 se evidencia halos de inhibicién producidos por la
exposicién directa de antibidticos compuestos por tetraciclina,
cloranfenicol, ampicilina y penicilina. Cada grupo bacteriol6gico
presenta caracteristicas de antibiograma definidas que difieren en
cada cepa evaluada, las mayores susceptibilidades se evidenciaron
en la exposicién permanente de ampicilina y penicilina por su
accion de amplio espectro, capaz de penetrar bacterias Gram
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positivas, algunas Gram negativas y aerobias, interfiriendo con la
sintesis de la pared celular durantela replicacion citolégica. La cepa
LMI1 presento resistencia a gran parte de los antibi6ticos de accion
bacteriostatica incluidos (Ampicilina, penicilina y tetraciclina.

ANTIBIOGRAMA BACTERIOLOGICO

J
>

CONTROL

QV-8 QV-1 QV-5 LM-1

BF-7 QV-11 BF-9

Figura 8. Inhibicién de crecimiento radial en diferentes antibi6ticos
comerciales
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4.7. CONFRONTACION PLANTA-BACTERIA- METAL PESADO

Basados en la preselecciéon de rasgo de identificacion bioquimica
y resistencia a metales por parte de las bacterias. Los resultados
demuestran que las bacterias ejercen un efecto estimulante en
plantulas de arrozal estar sometidas a mercurio, aluminio, zinc y cobre
a una concentracion de; HgCl2 18 ppm; ZnSO4 35 ppm; Cu 15 ppm;
y Al; (SOy4) 40 ppm. La variable del peso foliar fue estadisticamente
igual en todos los tratamientos a excepcién del control sin bacteria
(CT) y el testigo absoluto (CTSM) en los tratamientos de mercurio y
zinc que se evidencio disminucién del peso foliar. El mayor volumen
radicular se evidencio en las cepas BF7, QVS8, QV9, BF9, QV2,
existiendo significancia estadistica en los distintos metales pesados
mencionados con promedios de 5,5 a 7,5 cm3 superando control sin
bacteria (CT) y el testigo absoluto (CTSM).
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Figura 9. Aluminio, Zinc y Cobre. Las barras de error indican
+DE; diferentes letras indican diferencias significativas entre los
promedios a p < 0,05 (test de Tukey).
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En la figura 10 se consigue manifestar la reduccién de crecimiento
en plantulas de arroz sin inoculacién bacteriana + (Metal pesado)
dichos tratamientos exhiben inhibicién de raices secundaria y
areas necroéticas en el sistema foliar debido a la acumulacién de
metales pesados. El tratamiento de Aluminio sin inoculacién
gener6 plantas més débiles y con aparente etiolacién mientras
que las plantas inoculadas del mismo tratamiento no presentaron
reduccién en el crecimiento. El zinc generé reduccién radicular
y hojas estrechas en plantas sin inoculacion mientras que los
tratamientos bacterianos presentaron un sistema radicular fuerte.
Los tratamientos de cobre y mercurio sin inoculaciéon bactriana
también exhibieron reduccién en el crecimiento y desarrollo de
masa foliar.

ALUMINIO

avz BF9 BF2 META | SIN METAL Ln1 avs avz METAL | SIN METAL

BF7 ave ave METAL SIN METAL

Figura10. Efectos enla morfologia de Oryzasativa antelainoculaciéon
de bacterias bioprecipitadoras de Aluminio, Zinc, Cobre y Mercurio.
Filas posteriores 1-3 tratamientos bacterianos fila 4 sin inoculacién
bacteriana + metal y fila 5 sin metal.
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4.8. DISCUSION

En el estudio de los caracteres morfolégicos y bioquimicos se
logré determinar la presencia de bacterias Gram negativas quienes
presentaron los valores mas altos de crecimiento celular al ser
expuesta a los metales pesados en estudio, datos que coinciden
con la investigacion propuesta por Solano (2021), quien destaca la
obtencién de 9 cepas del aislamiento de distintos sitios, obteniéndose
5y 4 cepas de cada lugar, respectivamente. De estas 9 cepas, 4 de
las 5 provenientes de la mina el Bote resultaron ser Gram positivas,
al igual que 3 de las 4 cepas provenientes de la unidad deportiva
de Concepcién del Oro, resultando en total 7 cepas Gram positivas
y dos Gram negativas. De las 9, 8 tuvieron morfologia de cocos.
Dichas caracteristicas estan sujetas a cambio debido a la diversidad
bacteriana en los sitios de recoleccién regulada por diversos factores
bidticos y abiéticos de cada hébitat que favorecen su establecimiento
y crecimiento; por lo cual es favorecida en suelo y rizosfera por la
disposiciéon de nutrientes (Yu et al., 2017).

La biosorcién de metales por bacterias ha recibido una atencién
significativa debido a una seguridad, productiva, y tecnologia viable
para el tratamiento de suelos y aguas residuales que contienen
metales pesados. Estas bacterias que toleran metales pueden unir los
metales pesados toxicos catiénicos con las estructuras bacterianas
cargadas negativamente y los componentes de la biomasa vivos o
muertos (Priyadarshanee y Das, 2021).

Los géneros de Bacillus y Pseudomonas en suelo y rizosfera, se
adaptan més facilmente alos cambios de temperatura, pH y desecacion
entre otros, y la seleccién de resistencia a sustancias toxicas que les
permiten sobrevivir en sitios contaminados con metales, los cuales
representan un sitio hostil para su crecimiento (Santana et al., 2020).

En estudios previos llevados a cabo por Quispe y Coral en el (2018)
para determinar los tiempos de reduccioén de las concentraciones de
Pb+2 se obtuvo una remediaciéon promedio de 90.6 % a los 5 dias,
93.7 % a los 15 dias y 94.7 % a los 35 dias de incubacién, con un
tiempo de vida de la bacteria de 12 dias luego de la incubacién.
Concluyendo que las condiciones 6ptimas se obtuvieron a los 35 dias
de incubacion con un porcentaje de remediacion de Pb+2 del 94.7 %,
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discriminando estadisticamente las unidades formadoras de colonias.
Asi como también se observé que el comportamiento cinético va de
acuerdo con la isoterma de Freundlich. Bacterias pertenecientes a dos
géneros Gram-negativos Pseudomonas (P. aeruginosa) y Azotobacter
(A. chroococcum) y un género Gram-positivo Bacillus (B. subtilis)
demuestran una eficacia excepcional en la eliminacién de metales y,
por lo tanto, proporciona una comprensién completa del proceso de
sorcion de bacterias y metales que, de hecho, allana el camino para la
desintoxicacién / eliminacién de metales del entorno contaminado
(Rizvi et al., 2020).

Péreaetal., (2018) evidencia que 13 cepas bacterianas con tolerancia
a concentraciones toxicas de Pb2+ y Zn2+, se inocularon en raices de
plantulas de A. thaliana crecidas en presencia de 100 pM de Pb2+.
6 aislados bacterianos causaron un efecto de mayor desarrollo en la
parte aérea como en la raiz principal de la planta, en comparacién
con las plantulas no inoculadas. El efecto promotor del crecimiento
en la planta puede deberse en parte a la sintesis por la bacteria de
acido indolacético o sideréforos, caracteristica que ya ha sido bien
documentada en otros ejemplos de bacterias.

Saranya et al., (2018) sugiere en su estudio que bacterias del genero
cronobacter puede eliminar de manera eficiente los metales pesados
y estas bacterias podrian usarse para la eliminaciéon de metales de
los suelos agricolas. Mientras que Rahman et al., (2019). Afirma
que el mecanismo subyacente para la biosorcién es la unién de los
iones metélicos a través de grupos funcionales en la superficie de la
biomasa. En conclusion, se demuestra un biotratamiento efectivo de
Pb y Cd a partir de medio acuoso utilizando un biosorbente de bajo
costo preparado a partir de Cepa AMB-2 de Staphylococcus hominis
considerando la bioseguridad de los microorganismos y un enfoque
ecoldgico.

Sahmoune, (2018) demuestra con estudios termodindmicos la
naturaleza espontdnea y exotérmica de los procesos de sorcion
determinando la presencia de &cidos diluidos (HCl y H2S504)
quienes son bastante efectivos en la desorcién de metales pesados.
El intercambio de iones jugd el papel principal en el mecanismo
de adsorcion del metal, y los grupos carboxilo estdn involucrados
principalmente en este mecanismo. Asi mismo Fathollahi et al., (2021)
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destacan que Las altas temperaturas (> 35 ° C) redujeron las eficiencias
de eliminacién de Cu (II) y Zn (II) y aumentaron las eficiencias de los
iones Cd (II) y Cr (III). La méaxima eficiencia de biosorcién de metales
pesados no esenciales se produjo con tiempos de contacto cortos (<2
h). Los metales esenciales como Zn y Cu se eliminaron de manera mas
eficiente con duraciones largas de biosorcién (> 24 h). La capacidad
media de biosorcion de la biomasa bacteriana estaba entre 71 .

Hasyimah et al., (2021) demostraron que las células muertas tienen
el potencial de un nuevo biosorbente. Para su futura aplicacién, se
optimizaron las condiciones de cultivo de la biomasa de las células
QB1 utilizando la metodologia de superficie de respuesta. Se encontré
que la concentracién 6ptima de peptona y sal marina era 0,91% y
3,39%, respectivamente, y el tiempo de incubacién 6ptimo fue 29 h.
Ademés, propusimos que el tratamiento ultravioleta es un método
alternativo para preparar las células muertas. Estos resultados
sugieren una nueva alternativa en el tratamiento de suelos y aguas
contaminados con metales pesados mediante el crecimiento acelerado
de células bactrianas que presentan cargas negativas simulando los
coloides del suelo reteniendo fuertemente los metales pesados.




CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La humanidad necesita hombres practicos,
que sacar el mayor provecho de su trabajo, y,
sin olvidar el interés general, salvaguardar sus
propios intereses. Pero la humanidad también
necesita sofiadores, para quienes el desarrollo
de una tarea sea tan cautivante que les resulte
imposible dedicar su atencién a su propio
beneficio. - Marie Curie.




51. CONCLUSIONES

E135% de los aislamientos corresponde a bacterias Gram negativas
quienes fueron capaces de reducir las concentraciones iniciales de
Zn en un 50% transcurrida 72 horas de incubacién en medio de
cultivo liquido.

Selogro evidenciar lareduccion de las concentraciones de Mercurio
(Hg), Zinc (Zn), Aluminio (Al) y Cobre (Cu) trascurrido un periodo
de incubacion de 72 horas, cada tratamiento bacteriano mostro
un elevado potencial en biorremediacién en cortos periodos de
exposicion.

En el presente estudio se alcanz6 reducir las concentraciones de
mercurio iniciales de 18 ppm a 0.35 ppm en suspensiones liquidas
mediante la accién de cepas bacterianas aisladas de la rizosfera del
suelo agricola.

El 80% de las bacterias en estudio de precipitacién y reduccién
de metales pesados presentaron susceptibilidad a penicilina y
ampicilina en el andlisis de antibiograma mientras que solo un
10% fue susceptible a tetraciclina.




5.2. RECOMENDACIONES

Considerar las temperaturas de incubaciéon para mejorar la eficiencia
de biosorcion precipitacion de metales pesados modificando los
intervalos de tiempo y midiendo los parametros cada 12 horas.

Establecer técnicas moleculares, que permitan identificar las especies
bacterianas por medio del gen del ARNr 16S basadas en secuencias
nucleotidicas conservadas, y la amplificacién de genes ligados a la
resistencia de altas concentraciones de metales pesados.

Emplear diferentes plantas bio acumuladoras para los ensayos de
resistencia con la finalidad de determinar los efectos adversos en las
funciones fisioldgicas y la adaptabilidad de las bacterias la rizosfera
de los cultivares.
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ANEXOS
ANEXO 1. Pruebas bioquimicas

UREASA

Reaccion positiva Feaccion negativa

FLUORESCENCIA

Reaccion positiva Feaccion negativa

SOLUBILIZACION DE POTASIO

Reaccidon positiva Reaccion negativa




FOSFATASA

Feaccion positiva

Feaccion negativa

CATALASA

Feaccion positiva

Feaccion negativa
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ANEXO 2. Crecimiento celular en aislamientos

AISLAMIENTO DE CEPAS DEL SUELO

Buena fe

La Mana

ANEXO 3. Transformacién de crecimiento celular a biomasa bacteriana

BIOSORCION Y BIOPRECIPITACION

Testigo sin inoculante

72 horas

Testigo son metal

72 horas

Tratamiento precipitado

72 horas




ANEXO 4. Cultivo de Oryza sativa sometido a tratamientos bacterianos

Tratamiento de reduccién de metales pesados en pldntulas de arroz

ANEXO 5. Concentracion celular UFC por mL

Cuantificacion de UFC
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ANEXO 6. Muestras para andlisis de espectrofotometria

Espectrofotometria

ANEXO 7. Purificacién de cepas

Procesamiento microbiolégico
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