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RESUMEN

El cultivo de langostino en Tumbes se concentra en zonas de manglares,
generando impacto negativo por vertimiento de efluentes a los canales de marea,
generando eutroficacion. Uno de procedimiento que pueden ayudar a mejorar esta
problemética es la utilizacion de microorganismos nativos para procesos de
biorremediacion por bioaumentacion en ambientes naturales contaminados. Se
realizaron estudios metagendémicos de suelo de canales de marea aledafios a los
cultivos de langostino y aislamiento de bacterias con caracteristicas
biorremediadoras, basados en resultados obtenidos de la respiracion de suelo. La
metagendmica permitié identificar Arqueas y Bacteria, no cultivables y cultivables
con potencial biorremediador, y otras oportunistas y patdgenas de humanos,
animales y plantas. Se aislaron y caracterizaron molecularmente dos cepas
bacterianas identificadas como Bacillus cereus y Bacillus proteolyticus que
aumentaron significativamente la respiracion del suelo. El consorcio preparado con
estas bacterias no aumenté significativamente los procesos de respiracion de suelo
comparado con la utilizacién individual de las mismas, pero si aumentaron
significativamente su valor comparandolo con el control. Se concluye que las cepas
bacterianas aisladas si tienen potencial biorremediador de suelos contaminados

con materia organica.

Palabras clave: Bacterias biorremediadoras, canales de marea, suelo

contaminado.
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ABSTRACT

Shrimp farming in Tumbes is concentrated in mangrove areas, generating a
negative impact due to the discharge of effluents into tidal channels, generating
eutrophication. One procedure that can help to improve this problem is the use of
native microorganisms for bioremediation processes by bioaugmentation in
contaminated natural environments. Metagenomic studies of soil from tidal channels
adjacent to shrimp farms and isolation of bacteria with bioremediation
characteristics were carried out, based on results obtained from soil respiration. The
metagenomics allowed to identify Archaea and Bacteria, non-cultivable and
cultivable with bioremedial potential, and other opportunistic and pathogenic of
humans, animals and plants. Two bacterial strains identified as Bacillus cereus and
Bacillus proteolyticus that significantly increased soil respiration were isolated and
molecularly characterized. The consortium prepared with these bacteria did not
significantly increase the soil respiration processes compared to their individual use,
but they did significantly increase their value compared to the control. It is concluded
that the isolated bacterial strains do have bioremediation potential for soils

contaminated with organic matter.

Keywords: Bioremedial bacteria, tidal channels, contaminated soil.

a. noriegaalcqw@gmail.com Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar.

Universidad Nacional de Tumbes.

b. mzapatac@untumbes.edu.pe Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar.

Universidad Nacional de Tumbes.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de langostino forma parte de las principales actividades productivas de la
zona norte del Perd, que involucra a los departamentos de Tumbes y Piura, que
para el afio 2019 produjeron un total de 29 900 t de langostino, con un valor de 178
millones de ddélares como producto exportado (Comision de Promocion del Peru
para la Exportacion y el Turismo [PromPeru], 2020). A la vista es un negocio de alta
rentabilidad y generador de muchos puestos de trabajo para la poblacién, pero trae
consigo problemas de contaminacién ambiental arraigados por casi 30 afios de
actividad continua y que impactan negativamente sobre los ambientes naturales
colindantes a las empresas que se dedican a esta actividad comercial (Hopking et
al., 1995; Mialhe et al., 2013). Aun cuando existen normativas que regulan los
valores minimos de contaminantes en los efluentes de los campos de cultivo, estos
no son aplicados en su totalidad, debido a la presencia de empresas informales que
no cumplen con todos los requisitos necesarios para la produccion de langostino,
entre ellos el estudio de impacto ambiental (EIA) que solicita la autoridad
competente para los procesos de habilitacion, que autoriza el inicio de actividades
en el centro de cultivo (Ministerio del Ambiente [MINAM], 2018).

Uno de los principales contaminantes generados en el cultivo de langostino son las
excretas y los residuos de alimento; produciéndose material organico particulado
en la columna de agua y que se acumulan continuamente sobre los fondos de los
estanques de cultivo e incluyendo los canales de marea aledafios a ellos. Estos
restos de materia organica bajo condiciones anoxicas y la presencia de ciertos
grupos de microorganismos anaerobicos, generan procesos de reduccion en el
suelo, con la liberacién de compuestos de alta toxicidad como los sulfuros, que
impactan negativamente sobre los organismos acuaticos de cultivo y silvestres

(Barraza-Guardado et al., 2013; Hossain y Hasan, 2017).

Asi tenemos que una de las alternativas para reducir el impacto negativo de los
desechos organicos en los suelos, es la utilizacibn de bacterias aerdbicas
individuales o en consorcio. Estas bacterias son producidas de manera comercial,

generando diferentes efectos tanto positivos como negativos, que dependen de las
17



condiciones ambientales de las que fueron aisladas, reduciendo su efectividad en
otras zonas de cultivo 0 ambientes naturales (Ghattas et al., 2017; Hopkins et al.,
2013).

Bajo este contexto, se plantedé aislar bacterias nativas degradadoras de
contaminantes organicos generados por actividades antropicas como el cultivo de
langostino, que permitan mejorar la calidad de suelos, del agua de estanques de
cultivo de langostino y ambientes naturales aledafios a ellos; y asi disminuir los
procesos de eutrofizacion que alteran significativamente la flora y fauna de los

manglares de Tumbes.

18



ll. REVISION DE LITERATURA (ESTADO DE ARTE)

2.1. Antecedentes de estudio

Thatoi et al. (2013), menciond que el ecosistema de manglares es muy rico en
diversidad microbiana, describiéndose al menos el 5% de las especies, que en
muchos casos no se conoce, ni su funcion ecoldgica ni su potencial de aplicacion.
Asimismo, actualmente las tecnologias desarrolladas recientemente en biologia
molecular y genética ofrecen una gran promesa para explorar el potencial de la

diversidad microbiana.

Segun Barman (2020), la bioaumentacion es un tipo de biorremediacion que implica
la adicion frecuente de microorganismos autéctonos o exdgenos a las zonas
contaminadas. A la vez, dos factores limitan el uso de cultivos microbianos
incorporados en una unidad de tratamiento. La primera debido a que los cultivos
agregados rara vez compiten con una poblacién autéctona, y que le permitan
desarrollar y mantener niveles de poblacion atiles. Por otro lado, la mayoria de los
suelos con exposicibn prolongada a desechos biodegradables tienen
microorganismos autéctonos que son eficaces degradandolos, si la unidad de

tratamiento de suelo esta bien gestionada.

Por su parte Antony S. & R. Philip. (2006), refieren que la biorremediacion mediante
el uso de microbios/enzimas en los estanques de cultivo, es un método adecuado
gue corrige la calidad del agua, y promueve la salud y mantiene estable los
ambientes acuicolas. La biorremediacion implica la degradacion de componentes
organicos a dioxido de carbono mediante bacterias heterotrofas, optimizando la
productividad de microalgas, que a la vez mejora la nutricion del langostino, y que
va de la mano con los procesos de nitrificacion y desnitrificacién para reducir los
componentes nitrogenados y asi evitar la formacion de compuestos toxicos como

los nitritos y sulfuros.

Segun Soltani et al. (2019), el uso de bacterias Bacillus como biodegradadoras en

el agua y el suelo de los estanques de cultivo, tienen el potencial de reducir el

19



impacto ambiental generado por la industria acuicola. Existen al menos diez
especies de Bacillus que se utilizan como componentes principales de productos
probidticos comerciales para biorremediacion, que permite mejorar la calidad del
agua de los animales acuaticos, controlando los niveles de sustancia toxicas
(amoniaco, nitrito, nitrato y sulfuros) y conlleva ademas a una mejor supervivencia
de los animales cultivados. Asimismo, estas especies de Bacillus probioticos
mantienen una mayor densidad de bacterias beneficiosas y una menor carga de

agentes patdgenos en los estanques.

Adicionalmente Tran et al. (2019), aislaron seis cepas de Pseudomonas con
capacidad de realizar nitrificacion heterotrofica en ensayos con muestras de agua
y mostraron una reducciéon completa de 100 mg/L de NH4CI durante un cultivo de
96 h. Estos resultados indican el potencial de aplicar Pseudomonas en estanques

de camarones para el tratamiento de agua.

De la misma forma Manan et al. (2017), aislaron bacterias heterotrofas identificadas
como géneros Pseudomonas y Aeromonas, que consumieron la materia organica
cargada en el fondo del tanque de cultivo y mediante biofloculacion convirtieron los
elementos mediante un proceso quimico como proteina util para ser consumida por
los camarones. Concluyen que los organismos biofloc identificados realmente
contribuyeron como agentes naturales de biorremediacion en el los cultivos de cero
intercambio de agua, para asegurar la calidad del agua en las condiciones Optimas

hasta el final del periodo de cultivo.

En un estudio realizado por Mendoza et al. (2020), identificaron mediante
metagendmica microorganismos involucrados en el proceso de nitrificacion, los
cuales pueden utilizarse como biorremediadores del agua de cultivos de Penaeus
vannamei. Asi tenemos, que, a partir de los efluentes de dichos cultivos,
identificaron 972 especies, incluidas Bacteria, Archaea, Viridiplantae, Fungi y
Protozoa; resaltando la presencia de microorganismos nitrificantes (Nitratireductor,
Nitriliruptor, Nitrosomonas, Nitrosopumilus, Nitrospina, Candidatus nitrosopumilus,
Nitratiruptor, Nitrosococcus y Nitrospira) y desnitrificantes (Pseudoalteromonas
denitrificans, Thioalkalivibrio denitrificans, Thioalkalivibrio spp., Thioalkalivibrio

thiocyanodenitrificans y Thiohalomonas denitrificans).
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Asi mismo Hohang et al. (2016), aislaron cepas bacterianas oxidantes de amoniaco
y de nitritos, a partir de seis muestras diferentes de agua de acuicultura
recolectadas en la India. Basandose en su alta actividad de nitrificacion y capacidad
de formacion de biopeliculas, seleccionaron seis cepas bacterianas para tomar
fotografias mediante microscopio electréonico de barrido (SEM) y realizadas en
tanques de 2 litros con y sin portadores. Como resultado, el sistema con portadores
(30% del volumen total) aumentd la eficiencia de eliminacién de compuestos
nitrogenados de 1,2 veces a 2 veces en comparacion con el sistema sin portador.
Dos representantes del grupo de bacterias oxidantes de amoniaco se clasificaron
en funcién de las caracteristicas y se clasificaron como Nitrosomonas sp. Yy

Nitrosococcus sp.

Asimismo, Muthukrishnan et al. (2015) evaluaron tres cepas autéctonas codificadas
como VCM5, VCM8 y VCM12 por su capacidad para degradar nitrégeno amoniacal
total (TAN por sus siglas en inglés) y nitrito en aguas residuales de la acuicultura
de langostino. Todas las cepas redujeron significativamente el nivel de TAN y nitrito
de las aguas residuales evaluadas (p <0.05). La cepa VCM5 (numero de acceso de
GenBank KJ700465) y VCM8 (numero de acceso de GenBank KJ700464)
mostraron una similitud de secuencia del 99,71% con la especie de tipo de gen de
ARNr 16S Bacillus viethamensis 15-1T (AB0O99708) y la cepa VCM12 (numero de
acceso de GenBank KJ700463) mostroé una similitud de secuencia de 99,05% con
el tipo de secuencia del gen de ARNr 16S, especie Gordonia bronchialis
DSM43247T (CP001802).

Otros estudios demuestran que el uso de microorganismos probiéticos (Bacillus
subtilis y B. licheniformis) en el cultivo de langostino con biofloc, generaron
parametros de calidad de agua equilibrados y ubicados entre los rangos normales
para el cultivo de langostino, pero sin obtener en un efecto significativo (P = 0.05)

sobre el rendimiento del camardon.
2.2. Bases teorico-cientificas

2.2.1. Cultivo de langostino y su impacto en el ambiente

Existen efectos ambientales adversos reales y potenciales en los
ecosistemas de manglar como resultado del cultivo de langostino. Los

efectos pueden categorizarse como destruccion de ambientes
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naturales para la construccibn de empresas langostineras,
hipernutricion de los ecosistemas de manglar por efluentes de
estanques langostineros, contaminacion por productos quimicos y
antibidticos, y contaminacion biolégica por agentes patdégenos de las
poblaciones de langostinos nativos y otras especies acuicolas
(Hopkins et al. 1995).

En cuanto a los efluentes, los langostinos excretan desechos
principalmente como resultado de una digestion y absorcion
incompletas de sus alimentos, y solo una pequefia porcién de los
nutrientes en el alimento se consumen, asimilan y retienen para el
crecimiento de tejidos. Diferentes estudios indican que so6lo el 24%-
37% del nitrégeno (N) y el 13%-20% del fésforo (P) del alimento
balanceado son retenidos por los langostinos, para posteriormente

formar parte de sus tejidos (Tyler 2021).

Por otro lado, la calidad de agua deficiente resulta principalmente de
los inadecuados procedimientos en la alimentacion del langostino
(alimento balanceado no ingerido y fertilizante), que se han constituido
como el mayor enemigo de las langostineras en el mundo. La
eliminacién del exceso de nutrientes directamente a los manglares o
areas costeras, generan eutrofizacién de los ambientes, mas adn
cuando los efluentes son de la acuicultura intensiva, que son
aproximadamente 10 veces mas alta en polucion que los valores
observados en zonas de cultivos semi-intensivos y extensivos (de
Lacerda et al. 2021, Hidalgo M., 2007).

Asimismo, los nutrientes contaminantes de efluentes se acumulan en
los sedimentos de zonas aledafas a los campos de cultivo, generando
suelos anoxicos e incrementan los niveles de sulfuro, depleciéon de
oxigeno y desbalance de la biodiversidad de poblaciones bacterianas
(Tobey et al. 1998). En la columna de agua los solidos disueltos
alteran la composicion de los macro y micronutrientes, promoviendo

el excesivo florecimiento de microalgas y cianobacterias, muchas de
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2.2.2.

ellas téxicas para algunos organismos acuaticos, y ademas pueden
generar patrones de hipoxia o anoxia en la columna de agua,

generando mortandad (Alonso-Rodriguez & Paez-Osuna, 2003).

Biorremediacion

Es una metodologia basada generalmente en microorganismos,
enzimas (microbianas/vegetales) y plantas, para desintoxicar los
contaminantes en el suelo y otros ambientes. Es una de las alternativa
ambientalmente compatible y viable para reducir el impacto negativo
producto de los efluentes del cultivo de langostino. Esta tecnologia
utiliza microorganismos de diferentes especies, con la capacidad de
degradar y disminuir componentes organicos y nitrogenados (Das,
2014; Lezama-Cervantes, 2010).

Los procesos de biorremediacion se producen cuando los
microorganismos liberan enzimas para descomponer el contaminante
en piezas digeribles y cuando el contaminante de sustancias
organicas es ingerido y se digiere como alimento junto con otra fuente
de energia por la célula microbiana (Chavez-Crooker & Obreque-
Contreras, 2010). Estos procesos estan basados en sistemas
complejos que estan influenciados por la existencia de diversidad de
poblaciones microbianas capaces de degradar contaminantes,
disponibilidad de ciertos tipos de contaminantes afines para la
poblacibn microbiana, factores ambientales (temperatura, pH,
oxigeno, tipo de suelo, nutrientes y fisiologia del microorganismo),
concentracion de biomasa microbiana y diversidad enzimatica
(Barman, 2020).

Esto conlleva a poder elegir entre una biorremediacioén in situ y ex situ,
cada uno con sus caracteristicas propias, cuya diferencia principal son
los costes econdmicos. La biorremediacion in situ implica el uso de
organismos 0 enzimas para eliminar contaminantes y es altamente

dependiente de las condiciones del ambiente y las propiedades fisico-
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guimicas del suelo; y es la mejor opcion debido a su menor costo y
logistica. Dentro la gama de técnicas de biorremediacion in situ, la
bioaumentacion es una de las mas utlizadas para recuperar
ambientes contaminados. Estd basada en la adicibn de
microorganismos autéctonos o exdégenos a los sitios contaminados.
Es preferible utilizar microbiota autéctono porque permite desarrollar
y mantener niveles de poblacion utiles porque no son inhibidas
durante el proceso de biorremediacion (Maitra, 2018).

2.2.3. Bacterias biorremediadoras

La materia organica puede ser degradada eficazmente por bacterias
del género Bacillus, como Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. cereus,
B. coagulans y del género Phenibacillus, como Phenibacillus
polymyxa. Por otro lado, los Lactobacillus también se utilizan junto con
Bacillus para descomponer los detritos organicos. Los productos de
desecho nitrogenados como el amonio, nitratos y nitritos; pueden ser
metabolizados por los géneros bacterianos Nitrosomonas,
Nitrobacter, Nitrosococcus, Nitrosovibrio, Nitrolobus, Nitrospira,
Nitrococcus y Nitrospira. Los compuestos sulfurados son
metabolizados por bacterias fotosintéticas como
Rhodopseudomonas,  Thiocystis,  Thiosarcina,  Thiospirillum,
Rhodospirillum Thiocapsa, Lamprocystis, Thiodictyon, Thiopedia,
Amoebobacter, Rhodomicrobium, Ectothiorhodospira, Chlorobium,
Chloropseudomonas, Prosthecochloris, Chromatium, Pelodictyon y
Clathrochloris (Barman, 2020; Rajita et al., 2020; Fabian et al., 2019;
Haung, 2003).

2.3. Definicion de términos basicos
2.3.1. Canales de marea

Es un canal principal seguido por corrientes de marea, que se
extiende desde el océano hasta una marisma o planicie de marea,
siguiendo un patrén de flujo de marea bidireccional. Este término
puede describir caracteristicas a través de un rango de escalas, desde

grandes distributarios o cortos, entre bancos de arena de marea hasta
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2.3.2.

2.3.3.

pequefios arroyos de pantano y canales poco profundos a través de
planicies de marea. Son de naturaleza dinamica, experimentan
cambios en escalas de tiempo mas cortas que la evolucion del paisaje
de mareas en su conjunto y en ocasiones puede parecer

comparativamente transitorias (Hugues, 2012).

Bacterias heterotroficas

Incluye bacterias que obtienen energia al oxidar moléculas organicas
preformadas (glucidos, lipidos y proteinas) de su entorno, cuyo
metabolismo de estas moléculas produce ATP como fuente de
energia. El metabolismo puede ser aerdbico, donde el aceptor final de
electrones es el oxigeno, o anaerébico, donde el aceptor final puede
ser una molécula organica o inorganica distinta del oxigeno. Estas
bacterias estan universalmente presentes en todos los tipos de agua,

alimento, suelo, vegetacion y aire (Allen et al., 2004).

Bacterias nitrificantes

Son bacterias que realizan el proceso de transformacion bioldgica de
formas reducidas de nitrégeno a nitrato. Los grupos de organismos
mas importantes que intervienen en este proceso son las bacterias
litoautotréficas oxidantes de amoniaco y las bacterias litoautotréficas
oxidantes de nitritos. Para estos microorganismos, la oxidacion de
compuestos inorganicos de nitrogeno les sirve como fuente de
energia caracteristica. Juntos catalizan dos etapas distintas del
proceso total, la oxidacion en dos pasos del amoniaco a nitrito
(NH3+2H++2e-—NH20H+H20 y NH20H+H20—-HNO2+4 H++4e-) y
la oxidacion de nitrito a nitrato (HNO2+H20—HNO3+2H++2e-),
respectivamente. Por otro lado, la nitrificacion heterotrofa es
catalizada por muchos microorganismos diferentes, que incluyen
tanto hongos como bacterias heter6trofas. Se han postulado vias
inorganicas (NH4*—>NH20H—-NOH—NO2"—NO3") y vias orgéanicas
(RNH2—-RNHOH—-RNO—RNO2—NO3) (Koops & Pommerening-
Rdser, 2001).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localidad y periodo de ejecucion

Las muestras biologicas fueron obtenidas de canales de marea aledafios a zonas
de cultivo intensivo y semi-intensivos de langostino de la provincia de Zarumilla; y
los ensayos de laboratorio fueron realizados en Biomoléculas Lab EIRL y
Ecobiotech Lab SAC, ubicados en la ciudad de Tumbes y Truijillo, respectivamente.

Asimismo, la investigacion se ejecutd durante julio de 2021 y junio de 2022.

3.2. Tipo de estudio y disefio de contrastaciéon de la hipotesis
La investigacion es béasica y de metodologia no experimental de tipo descriptiva —
transeccional (Tam et al., 2008). Para contrastar la hipotesis se utilizo el disefio de

una sola casilla (Alvitres, 2000).

3.3. Poblacién, muestray muestreo

Se consideré como poblacién las bacterias con capacidad degradadora de materia
organica y componentes nitrogenados en suelo de canales de marea aledafios a
campos de cultivo de P. vannamei y se consideré la colecta de 03 muestras de
suelo. Para el aislamiento de bacterias con potencial biorremediador, se colectaron
02 muestras de suelo de canales de marea impactados por efluentes de diferentes
langostineras con cultivo intensivo y semi-intensivo ubicados en el departamento
de Tumbes. Ademas, se incluy6 una muestra de suelo de canal de marea con baja
influencia de campos langostineros. Las muestras fueron colectadas en bolsas
estériles y transportadas en cadena de frio a 4°C, hasta su andlisis en el laboratorio.
Se registraron datos de condiciones climaticas como temperatura ambiental,
humedad, nubosidad, parametros fisico-quimicos del suelo y agua de los canales

de marea evaluados.
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3.4. Métodos, técnicas e instrumentacion de recoleccion de datos

3.4.1. Aislamiento de cepas bacterianas biorremediadoras de detritus
organicos y compuestos nitrogenados

Cada una de las muestras colectadas fueron diluidas hasta 102 con agua
peptonada suplementada con NaCl 2%, y fueron cultivadas en agar marino de
Zobell y agar MRS suplementada con 0,013% de azul de anilina (Panigrahi et
al., 2019). Para aislar bacterias nitrificantes y desnitrificantes las muestras se
cultivaran en agar Winogradsky |y Il (Hoang et al., 2016). Se incubaron a 30°C
por 72 h y posteriormente se eligieron colonias de bacterias con
caracteristicas culturales propias de cada medio de cultivo y se evaluo
caracteristicas macro y microscopicas (coloracibn Gram). Posteriormente
fueron subcultivadas, purificadas y conservadas en tubos con TSA (Tripticasa
soya agar) en refrigeracion (4°C) y en caldo Luria Bertani suplementada con

30% de glicerol en congelacion (-30°C).

3.4.2. Analisis metagendémico en muestras suelos

Se realiz6 analisis metagendmico de las muestras descritas en el item 3.2. La
extraccion de ADN gendmico se realizé con el kit GF-1 soil sample DNA
extraction (Vivantis Technologies), siguiendo las recomendaciones del
fabricante y posteriormente fueron conservadas a -20°C. El ADN extraido, fue
analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1% y bromuro de etidio (0,5
g/mL). Se cuantificod el ADN por espectrofotometria de microvolimenes en

equipo MaestroNano Pro Spectrophotometer MN913A.

Posteriormente alicuotas de ADN fueron enviadas a la empresa MR DNA Lab
de Estados Unidos, para la secuenciacion de metagenomas (16S rRNA
Sequencing) mediante la tecnologia Diversity Assay bTEFAP® lllumina. Los
porcentajes de diversidad y abundancia fueron obtenidos mediante el

programa Excel.

3.4.3. Evaluacién de propiedades biorremediadoras en microcosmos
Para evaluar la degradacion bacteriana de materia organica se midi6 la

actividad de respiracion de suelo en microcosmos (Pitombo et al., 2018;
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Brzezinska et al., 2010). Para este fin se utilizd suelo procedente de canales
de marea con alto nivel de contaminacion por efluentes de cultivo de
langostino. Las pruebas se realizaron en frascos de 1 L por triplicado con
aproximadamente 100 g de suelo homogenizado, para cada una de las
bacterias heterotréficas aisladas (10° células/g de suelo) y un control sin
bacteria. Adicionalmente, se registro datos de potencial redox (ORP) de cada
una de los ensayos realizados.

Para la evaluacion de compuestos nitrogenados (TAN vy nitritos), se utilizé
efluente de aguas residuales de cultivo intensivo de langostino. Los ensayos
se realizaron por triplicado en frascos de 1 L que contienen 450 mL de agua
de efluente y 50 mL de suspension bacteriana (10° células/mL), se incubé con
agitacion a temperatura ambiente. Las muestras de agua se analizaron a las
24 horas para determinar los valores de TAN y nitrito (kit YSI Photometers)
(Hoang et al., 2016; Muthukrishnan et al., 2015).

3.4.4. Pruebas de antagonismo entre bacterias para elaboracion de
consorcio

De cada especie bacteriana con mayor capacidad biorremediadora tanto para
degradacion de materia organica y compuestos nitrogenados; se analizo el
antagonismo bacteriano mediante el método de “botdn en césped” siguiendo
los procedimientos de Bauer (1966) y Kumar et al. (2015). Las cepas
bacterianas sin presencia de antagonismo fueron utilizadas para elaborar el
consorcio bacteriano biorremediador. El consorcio bacteriano sera ensayado

posteriormente siguiendo los pasos del item 3.4.3.

3.4.5. Identificacibn molecular de microorganismos mediante
secuenciacion de los genes 16S ARNr

Las cepas de bacterias, fueron analizadas mediante secuenciacion del gen
16S ARNIr. Se realizaron cultivos en caldo Luria Bertani y se procedi6 a extraer
ADN segun Gustincich et al. (1991) y adaptado por Dulanto (2013). La
amplificacion de la regiéon 16S ARNTr se realiz6 con los cebadores 8F (5" AGA
GTTTGATCC TGG CTC AG 3") y 1510R (5" GGC TACCTT GTTACG AJ)
segun Weisburg (1991) y Monsalud et al. (2003), para obtener productos de
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aproximadamente 1500 pares de bases. Los productos de amplificacion de la
PCR fueron analizados en gel de agarosa al 1%. La secuenciacién de ambas
cadenas de los productos de amplificacion, fueron realizados en la empresa
Macrogen Inc. de Korea.

3.5. Procesamiento y andlisis de datos

Se utilizé una bitacora de campo para el registro de la data generada en los ensayos
de laboratorio. La zonificaciéon de los puntos de muestreo se realizO mediante
georreferenciacion haciendo uso de un GPS Garmin etrex (coordenadas UTM,
Universal Transverse Mercator) y los mapas fueron elaborados mediante el
programa informatico Google Earth, Power Point y Microsoft Paint. Se utilizaron los
programas bioinforméaticos MEGA-X (Kumar et al., 2018) para obtener las
secuencias consenso y generar los arboles filogenéticos. Y para identificar las
especies bacterianas se utilizaron los programas Nucleotide Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) y EzBioCloud (Yoon et al., 2017). La data colectada fue
procesada en hoja de célculo Excel y el andlisis estadistico ANOVA y Tukey con el

programa SPSS para Windows v. 22.0.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Muestreo

Las muestras de suelo fueron colectadas en 3 sectores de los canales de marea El
Bendito (sector 1), que colinda con la empresa langostinera Virazon y playa El
Bendito; Algarrobo (sector 2), que colinda con langostinera Marinasol S.A. (campo
Paracas) y Santa Gertrudis; y Soledad (sector 3), colindante con la langostinera
Inversiones Silma S.A.C. Todas ellos ubicados aledafios a langostineras con cultivo
semi-intensivo e intensivo de la provincia de Zarumilla. El sector 1 se evalué como

zona con baja influencia por efluentes de langostineras (Figura 1).

Tumbes

Tumbes

Océano
Pacifico

Ecuador .66

Piura
81“0]5’ w 80°5I4" w 80"5I4’ w 80°5i1’ w

0°5|4'W 80°5i't’W

Figura 1. Mapa del departamento de Tumbes y ubicacion de sectores de colecta de

muestras de agua y suelo.

Se registraron datos de condiciones climaticas como temperatura ambiental,

humedad y nubosidad mientras se evaluaron los canales de marea (Tabla 1).
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Tabla 1. Ubicacion georreferenciada de los puntos de muestreo y condiciones

climaticas en la colecta de muestras de agua y suelo de los canales de marea

evaluados.
Condiciones climéticas
o Ubicacion Horade Temperatura Humedad
Caédigo : . . :
georeferenciada muestreo ambiental relativa  Nubosidad
(°C) (%)
Latitud
5/8 de
3°32'36,2"S; _
Sector 1 _ 8:50 am 25,5 79 cielo
longitud ,
cubierto
80°24'22,3"0
Latitud
4/8 de
3°27'13,6"S; _
Sector 2 _ 9:30 am 27,1 73 cielo
longitud ,
cubierto
80°16'47,9"0
Latitud
2/8 de
3°28'29,4"S; _
Sector 3 . 10:17 am 31,1 70 cielo
longitud .
cubierto
80°17'40,0"0

Fuente: Propia

Por otro lado, se registraron parametros fisico-quimicos del suelo y agua de los
canales de marea evaluados y se colectaron muestras de suelo para realizar
recuento microbiano y aislamiento de bacterias con potencial biorremediador (Tabla
2, anexo 1). Es de suma importante evaluar estos parametros porque permiten
crear condiciones adecuadas para el aislamiento in vitro de microorganismos, e
incluso permite decidir la mejor matriz de ensayo para obtener bacterias con mayor
potencial biorremediador (Wilson et al., 2017; Soffritti et al., 2019). Asi tenemos que
el Potencial REDOX (ORP), evalta el nivel de oxidacion o reduccion quimica del
suelo, siendo los valores mas negativos los que indiquen condiciones de reduccion
del suelo, que se deben a la ausencia de oxigeno disuelto y estan relacionadas con
produccion de oxinas y baja solubilidad de minerales. Por otro lado, la evaluacion
del pH permite conocer si hay posible presencia de compuestos toxicos como el

NHs, el cual se reduce cuando el pH disminuye; a su vez, bajo estas condiciones
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de pH, el porcentaje de H2S aumenta, generando toxicidad. Esto también involucra
el aumento o disminucion de las reacciones microbioldgicas que se puedan generar
en el suelo (Krebs, 2003).

Tabla 2. Registro de parametros fisico-quimicos en agua y suelo de canales de
marea evaluados.

Parametros

o Parametros fisico-quimicos del agua
quimicos del suelo

o — © = : ©
= S 4 & T 2 -~ & o TS
8 e = © S = £ S S ET ~

L -~ @& o I ¢ 3B © 2l 3 S c o O
o o c Cc o ®T E =) S = £ 2
x = g s = B 2 £ 6 ¢ E
®) = < o) T z 0
(@) )] T
Max
Sector 132,
5,6+0,1 ] 121 7,3 90,0 52,8 320 3,3 25,9
min
10
Max
-36,
Sector
48+0,1 min 5,6 6,8 100,0 47.8 294 28 25,2
116
Max
-90,
Sector

57¢0,1 min 30 7,8 100,0 52,2 31,8 51 28,4

Fuente: Propia

4.2. Aislamiento de cepas bacterianas biorremediadoras de detritus
organicos y compuestos nitrogenados

Se realizaron recuentos microbianos de grupos bacterianos con potencial
biorremediador, encontrandose que la muestra del sector 1 presenta mayor
cantidad de microorganismos heterotrofos, predominando colonias circulares de 2

a 3 mm de diametro, blancas (formas bacilares grampositivas) y colonias de bordes
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irregulares de 3 a 5 mm de diametro (formas bacilares grampositivas). Ademas, se
verifico que la abundancia de Lactobacillus y bacterias fijadoras de nitrégeno fue
menor que las obtenidas en las muestras del sector 2 y 3. Para algunos grupos
bacterianos se obtuvieron diferencias significativas entre los sectores de muestreo

evaluados (Tabla 3).

Tabla 3. Recuento promedio de microorganismos (UFC/g) en diferentes medios de

cultivo, a partir de muestras de suelo de canales de marea evaluados.

Recuento promedio de microorganismos (UFC/q)

Caodigo Heterétrofos : Lactobacillus ~ .oacteras
Bacillus sp. fijadoras de
totales sp. o
nitrégeno
Sector 1 1,10E+062 2,40E+042 2,00E+02P 7,70E+042
Sector 2 1,20E+062 2,96E+04° 1,00E+042 1,00E+052
Sector 3 1,00E+062 1,05E+04°¢ 1,20E+042 4,00E+06P

Fuente: Propia

a,b,c Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas
(p<0.05)

Las bacterias para este estudio fueron aisladas del sector 1, esto considerando que
este punto de muestreo presentd valores adecuados de ORP en suelo (valores
positivos) y parametros quimicos en agua, que se encontraron dentro de rangos
Optimos para acuacultura (Boyd & Tucker, 1992). Se aislaron 3 cepas bacterianas
para las pruebas in vitro de biorremediacion, esto basado en su crecimiento rapido
en placa de cultivo y abundancia, sin dejar de lado sus caracteristicas fenotipicas
como forma y reaccién a la coloracion Gram. Todas las bacterias seleccionadas
tuvieron forma bacilar y reaccion grampositiva. Segun los resultados, se observa
una mayor cantidad de bacterias del género Lactobacillus y fijadoras de nitrogeno
en canales de marea con mayor impacto de campos langostineros (canal de marea
Soledad y Algarrobo), esto posiblemente al uso de estos grupos bacterianos como

probioticos en los estanques de cultivo aledafios.

Los resultados de bacterias heterotrofas de los canales de marea evaluados, estan
dentro de los rangos encontrados por Selvam et al. (2012), en canales de
distribucion naturales influenciados por camaroneras de Penaeus monodon en la
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India. Estos valores estan dentro del rango de 1,3E+04 a 1,79E+07 UFC/g. En
contraste, estudios de recuento de bacterias totales en suelos de estanques de
cultivo de langostino, indican que los valores se encuentran entre 1.0E+07 y
1.0E+09 UFC/g.

4.3. Andlisis metagendmico en muestras de suelo

h Sector 2 .
= methanomicrobia
u thermoprotei

Sector 3
m crenarchaeota
= nitrososphaeria

Sector 1

Figura 2. Abundancia de Archaea por clase (%) en suelo de tres sectores de

canales de marea aledafos a cultivos de langostino.

Sector 1 0.76% Sector 2

a .2.68%

Sector 3

= methanomicrobiaceae
= sulfolobaceae

= crenarchaeota

= methanoregulaceae

m nitrososphaeraceae

Figura 3. Abundancia de Archaea por familia (%) en suelo de tres sectores de

canales de marea aledafios a cultivos de langostino.
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® candidatus
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= methanogenium

methanoregula

m candidatus

nitrososphaera

10%
= nitrososphaera

2%

Figura 4. Abundancia de Archaea por género (%) en suelo de tres sectores de

canales de marea aledafos a cultivos de langostino.

En cuanto a las Arqueas, el sector 1 tiene predominancia de la clase
Crenarchaeota, que incluye microorganismos hipertermofilos, acidofilos, reductores
/oxidantes del azufre y quimiolitoheterétrofos. Estudios en sedimentos de cultivo de
langostino, demostraron la presencia de Crenarchaeot, en cuyo proceso
biogeoquimico necesitan azufre elemental como aceptor externo de electrones y
dependen de la presencia de Hz para su crecimiento. Segun Wu et al. (2022), esta
clase de arquea se encuentra en mayor proporcion en sedimento de manglar que
en estanques de cultivo de langostino. Por otro lado, los sectores 2 y 3, presenta
predominancia de clase Nitrososphaeria, caracterizados por ser arqueas mesofilas,
aerobias y oxidantes de amoniaco. Representan el Unico grupo de arquea que se
distribuye globalmente en ambientes 6xicos compitiendo eficientemente con las
bacterias aerébicas. Debido a su gran nimero en el plancton oceanico, en los
sedimentos marinos, en los lagos y en los suelos, se consideran uno de los grupos
de procariotas mas abundantes en el planeta. Por lo tanto, la presencia de estas
diversas comunidades de arqueas indica su importante papel en el ciclo del
carbono, el nitrégeno y el azufre, lo que puede generar una biorremediacién
eficiente en los ambientes naturales aledafios a estanques de cultivo de langostinos
(Joseph et al., 2021; Abby et al., 2018; Stieglmeier et al., 2014).
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Figura 5. Abundancia de Bacteria por clase (%) en suelo de tres sectores de canales

de marea aledafios a cultivos de langostino.

Los resultados muestran predominancia de ciertas clases de bacteria segun el
punto de muestreo. El sector 1 presenta abundancia mayor al 50% en las clases
Acidithiobacillia, Planctomycetia, Cyanobacteria, Negativicutes, Coriobacteriia,
Lentisphaeria y Fimbriimonadia. Por otra parte, en el sector 2 predominaron las
clases Rubrobacteria, Thermoanaerobaculia, Deferribacteres, Chitinophagia,
Epsilonproteobacteria, Acidobacteria y Gemmtimonadetes; y en el sector 3 se
presenté mayor abundancia de Actinomycetia, Spartobacteria y Thermoleophilia.
Segun Wu et al. (2022), en un estudio de suelos en manglares y estanques de
cultivo del sureste de China, determinaron abundancia relativa de Cyanobacteria y
Verumicrobia. Variables ambientales asociadas a la produccién primaria,
incluyendo luz, clorofila a y el contenido total de nitrogeno del sedimento, son
importantes en la conformacién de este tipo de comunidades microbianas en la
superficie del sedimento en los tratamientos Oxicos, sobre todo de la clase

Lentisphaeria (Robinson, 2017).
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Figura 6. Abundancia de Bacteria por especie (%) en suelo de tres sectores de

canales de marea aledafos a cultivos de langostino.
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Datos basados en especies bacterianas, muestran que en el sector 1 presentan
mayor abundancia las especies Geobacter psychrophilus, bacteria reductora de
hierro Ill (Nevin et al. 2005), Georgenia muralis, Acidovorax temperans,
Desulfovibrio piger, Shigella sonnei, Parabacteroides merdae, Succinispira mobilis,
Prolinoborus fasciculus, Spirochaeta thermophila, polisacarolitico (Aksenova et al.,
1992), Victivallis vadensis, Paracoccus siganidrum, Maricaulis maris, formadora de
biopeliculas que captura carbono en hébitats oligotréficos y volatiliza el mercurio
(Yun et al., 1994), Paracoccus aminophilus, metilotrofo heterétrofo capaz de utilizar
una amplia gama de compuestos C1 como Unicas fuentes de carbono y energia
(Dziewit et al., 2015), Jahnella thaxteri y Lactobacillus gallinarum. Por otro lado, en
el sector 2 predominan las especies bacterianas Arthrospira platensis,
Melghirimyces thermohalophilus, Anaerophaga thermohalophila, Alkaliphilus
transvaalensis, Candidatus Monilibacter batavus, Cystobacter gracilis,
Thermomonas haemolytica, Chitinophaga flexibacter sancti, Brevundimonas olei,
produce estearasas lipoliticas (Lee et al., 2010), Holdemania filiformis, Paucimonas
lemoignei, degradadora de PHA (Handrick et al., 2001), Ochrobactrum tritici,
Thauera phenylacetica, Deferribacter desulfuricans, termofilo reductor de azufre,
nitrato y arseniato (Takai et al., 2003), Stenotrophomonas maltophilia,
Desulfomicrobium norvegicum, Rhodothermus profundi, Edaphobacter modestus,
Pseudomonas oryzihabitans, Clostridium disporicum y Pandoraea thiooxydans,
guimiolitotréfica oxidante de tiosulfato y aislada de suelo de la rizosfera. En el sector
3 las mas abundantes fueron Thioprofundum hispidum, quimiolitoautotrofica y
oxidante de azufre obligada (Mori et al., 2011), Aquabacterium parvum,
Brachybacterium  paraconglomeratum, Azospirillum oryzae, Pelomonas
saccharophila, Rheinheimera texana, Ammoniphilus oxalaticus, son dependientes
de amonio, oxalotréficas obligadas y tolerantes a los haloalcalis (Zaitsev et
al.,1998), Thermoleophilum album, Salinispora pacifica, Actinomadura alba,
Kitasatospora phosalacinea, Geodermatophilus arenarius, Arthrobacter ramosus,
Clostridium perfringens, Paracoccus denitrificans, Plantactinospora mayteni,
Cystobacter violaceus, Alcaligenes faecalis, Litoribacter ruber e Intrasporangium
oryzae. Muchas de las bacterias identificadas forman parte del microbioma de
humanos (Victivallis vadensis), peces (Paracoccus siganidrum), gallinas

(Lactobacillus gallinarum) y plantas de cultivo (Intrasporangium oryzae, Cystobacter
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gracilis, Azospirillum oryzae) (Zoetendal et al., 2003; Liu et al., 2013; Sugimura et
al., 2022; Xie et al., 2005).

4.4. Evaluacion de propiedades biorremediadoras en microcosmos

Se evaluo la respirometria del suelo para determinar cual cepa bacteriana generaba
una mayor actividad metabdlica del suelo, basado en la degradacién bacteriana de
materia organica por emision de CO2. Adicionalmente, se registraron datos ORP
de cada una de los ensayos realizados (Tabla 4).

Tabla 4. Evaluacion de respirometria y ORP en microcosmos, por cepa bacteriana

aisladas de canales de marea aledafias a campos de cultivo de langostino.

Parametro Cepal Cepa 2 Cepa 3 Control
Respirometria
3,83+0,382 5,55+0,67" 2,06+0,31¢ 1,76+0,54¢
(mg CO2/m?/d)
ORP (mV) Méx -85, Max -65, Max -97, Méx -68,
min -12 min -45 min -56 min -29

Fuente: Propia

a,b,c Superindices diferentes dentro de la fila indican diferencias significativas
(p<0.05).

La respiracion del suelo se relaciona a la produccion total de COz/area/tiempo. Se
produce por la actividad biolégica de macroorganismos, microorganismos propios
del suelo, raices y micorrizas, y en menos proporcion, debido a la oxidacién
bioguimica de los compuestos quimicos que contienen carbono (Vasquez et al.,
2013; Lloyd y Taylor, 1994). Es de suma importancia mejorar la respiracién de los
suelos en ambientes acuéticos donde se desarrollan organismos vivos, esto debido
a la demanda de oxigeno adicional que puede resultar cuando se produce
disminucién del oxigeno disuelto en el agua (Boyd, 1995). Segun Vasquez et al.
(2013), los rangos normales se encuentran entre 1 — 10 mg CO2/m?/dia, pero otros
autores detallan que este valor puede encontrarse dentro el rango 2,5 — 4,0 mg
CO2/m?/dia. Basado en los resultados obtenidos, se observé una mayor tasa de
respiracion en suelos que contienen indculo bacteriano comparado con el control,

favoreciendo este proceso.
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La medicion del ORP permitié evaluar el nivel de oxidacion-reduccidon quimica en
el suelo. Resultados negativos de este parametro, indican condiciones de reduccion
generadas por la escases de oxigeno y estan relacionados con la produccion de
compuestos altamente toxicos (gas sulfidrico, amonio y nitrito). Los valores de ORP
en los suelos ensayados se encuentran dentro del rango moderadamente reducido
(-100 a 100 mV), basado en la categorizacion de Chien et al., (1989).

La evaluacién de TAN y nitritos se concluy6 a las 24 horas de cultivo, considerando
gue en este tiempo los valores se encontraban por debajo de los valores minimos.

No se observé diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (Tabla 5).

Tabla 5. Evaluacion de TAN y nitritos en microcosmos, por cepa bacteriana aisladas

de canales de marea aledafias a campos de cultivo de langostino.

) Tiempo
Parametro Cepal Cepa 2 Cepa 3 Control
(Horas)
TAN (mg/L) 24 0,730,122 0,80+0,30* 0,83+0,06% 0,530,122
Nitrito (mg/L) 24 2,130,312 2,47+0,35% 2,78+0,35% 1,96+0,40°2

Fuente: Propia

a,b Superindices diferentes dentro de la fila indican diferencias significativas
(p<0.05).

En el agua, el amoniaco se encuentra en dos formas quimicas, la ionizada (NH4 ")
y no-ionizada (NHs), en combinacion producen el amoniaco total. Su presencia y
diferencia en concentracién depende de la temperatura y pH del agua. La forma no
ionizada es altamente toxica y esta relacionada negativamente con la alimentacion,
el crecimiento, la supervivencia y la presencia de enfermedades en organismos
acuaticos. Por otro lado, el nitrito forma parte del proceso biologico intermediario de
nitrificacion bacteriana, donde el amoniaco se transforma a nitrato. Este compuesto
es toxico dependiendo de su cantidad en el ambiente, y del estadio de desarrollo
del organismo (Martins & Cupertino, 2017). Los microorganismos, en condiciones
aerobicas estrictas, la nitrificacion completa se lleva a cabo en dos etapas
oxidativas secuenciales: el amoniaco se convierte primero en nitrito por bacterias

oxidantes de amoniaco (Nitrosomonas) y este nitrito se convierte nhuevamente en
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nitrato por bacterias oxidantes de nitrito (Nitrobacter, Nitrospina, Nitrospina,

Nitrococcus y Nitrocystis) (Sheela et al., 2014).

4.5. Antagonismo entre bacterias para elaboracion de consorcio
Basado en el procedimiento de Kumar et al., (2015), después del tiempo de
incubacion, solo la cepa 3 generd antagonismo (inhibicion bacteriana) a la cepa 2
(Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de antagonismo entre las 4 cepas bacterianas seleccionadas.

Bacteria
Cepal Cepa 2 Cepa 3
Base
Cepal + +
Cepa 2 + -
Cepa 3 + -

Fuente: Propia
El signo (+) indica la ausencia de antagonismo., mientras que el signo (-) indica

presencia de antagonismo bacteriano.

4.6. Comportamiento final de consorcio bacteriano en parametros
guimicos de suelo y agua

Las cepas bacterianas 1 y 2 reunieron caracteristicas adecuadas para conformar el
consorcio bacteriano biorremediador. Aun cuando los parametros quimicos (TAN y
nitritos) del agua ensayado en el item 4.4 no tuvieron cambios significativos, se
procedié a evaluar de la misma forma, con un tiempo de ensayo de 24 horas. Los

resultados se detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Evaluacion de respirometria, ORP, Tan y nitritos en microcosmos, de las

cepas 1y 2, consorcio 1-2 y control.

Parametro Cepal Cepa 2 Consorcio 1-2 Control

Suelo
Respirometria

3,21+0,362 4,19+0,65° 5,12+0,243° 2,52+0,38b¢
(mg CO2/m?/d)
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ORP (mV) Max -185, Max -220, Max -205, Max -230,

min -120 min -132 min -167 min -160
Agua
TAN (mg/L) 1,3040,13 1,58+0,21 1,37+0,15 1,46+0,33
Nitrito (mg/L) 3,48+0,30 3,60+0,35 3,20+0,232 3,96+0,102

Fuente: Propia

a,b,c Superindices iguales dentro de la fila indican diferencias significativas
(p<0.05).

Basado en los resultados obtenidos sobre la aplicacion de bacterias aisladas en
suelos de canales de marea se observa con diferencias significativas con respecto
al control, el aumento en la respiracion del suelo cuando se aplican inéculos
bacterianos individuales y una mezcla de ellas. Segun Krebs (2003), una buena
respiracion del suelo se logra con una adecuada productividad, relacionada con el
contenido bacteriano, nutrientes, textura y manejo de parametros quimicos del

suelo.

4.7. ldentificacion molecular de microorganismos mediante secuenciacion
de los genes 16S ARNr
De las cepas bacterianas seleccionadas para el consorcio microbiano, se realizé

identificacion molecular mediante secuenciacion genética del gen 16S ARNT.

Tabla 8. Identificaciébn molecular de cepas bacterianas aisladas a partir de suelo del

canal de marea El Bendito.
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99,86 99,86

cereus
Mn5

Cepa 2
1441
Bacillus
MH916584.1
Bacillus
paranthracis

Fuente: Propia

Cepai

Bacillus protealyticus NR 1577351

Cepa 2

Bacillus cereus ATCC 14579

Vibrio cholerae NR 044050.1

Figura 7. Arbol filogenético mostrando las relaciones de las bacterias
biorremediadoras con cepas bacterianas ATCC y referenciales. Se utiliz6 como

outgroup a la bacteria V. cholerae.

El género Bacillus, ha sido utilizado frecuentemente en procesos de
biorremediacion de suelos y agua de ambientes naturales contaminados con
petréleo (Lustosa et al., 2018; Sprocati et al., 2012; Cerqueira et al., 2012), metales
pesados (Sahoo & Goli.,, 2020; Sprocati et al.,, 2012; Kayalvizhi et al., 2019),
plasticos (lbiene et al.,, 2013), compuestos nitrogenados de aguas residuales
(Sheela, 2015) y compuestos organicos de la acuicultura. La eficacia de Bacillus en
la modulacion de la calidad del agua depende en gran medida de factores como el
modo de aplicacion, la concentracion de oxigeno, la temperatura, el pH, la fuente
de nutrientes, el tipo de cepa y los iones metalicos en la matriz para biorremediar
(Hlordzi et al., 2020).

La especie Bacillus cereus se encuentran comunmente en el medio ambiente e
incluye cepas benéficas y patdgenas para el humano, debido a la produccion de
toxinas, cuando contamina los alimentos (McDowell et al., 2022). Tiene la
capacidad de crecer como biopeliculas sumergidas o flotantes y de secretar dentro

de la biopelicula una amplia gama de metabolitos, enzimas, tensioactivos y
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bacteriocinas; todos ellos para actuar sobre la propia biopelicula y/o sobre su
entorno (Majed et al., 2016). Por otro lado, esta especie bacteriana es utilizada
como probidtico para acuicultura de peces, estimulando la inmunidad y capacidad
antioxidante y crecimiento de carpas (Yang et al.,, 2019); en la produccion de
postarvas de P. vannamei, promoviendo la reduccion de bacterias patdgenas en el
agua (Aderaldo et al., 2018).

Asimismo, estudios realizados con B. proteolyticus indican que es una bacteria
productora de proteasa, por lo tanto, tiene potencial para su uso en la acuicultura
como agente de biorremediacion y probiotico debido a su actividad proteolitica,
ademas de sus propiedades antagodnicas frente a varios patégenos (Bhaskar et al.,
2007).
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V. CONCLUSIONES

En el suelo de los canales de marea del manglar de Tumbes:

1. Se aislaron e identificaron molecularmente dos cepas bacterianas del género
Bacillus cereus y Bacillus proteolyticus, con capacidad biorremediadora,
basada en la descomposicién de materia organica utilizando la técnica de
respirometria del suelo. No se logré verificar el metabolismo de compuestos
nitrogenados por no encontrarse diferencias significativas en el agua

evaluada.

2. Mediante metagendmica se identificaron arqueas y bacterias con potencial
biorremediador como Candidatus nitrosocaldus, Nitrososphaera, Geobacter
psychrophilus, Spirochaeta thermophila, Maricaulis maris, Paracoccus
aminophilus, Brevundimonas olei, Paucimonas lemoignei, Deferribacter
desulfuricans, Pandoraea thiooxydans y Ammoniphilus oxalaticus, algunas
de ellas no cultivables.

3. Muchas de las bacterias identificadas, Geobacter psychrophilus,
Spirochaeta thermophila, Brevundimonas olei, Paucimonas lemoignei,
Deferribacter desulfuricans, Pandoraea thiooxydans Thioprofundum
hispidum y Ammoniphilus oxalaticus; presentaron dentro de su metabolismo
procesos bioquimicos relacionados con la biorremediacion de materia
organica, plasticos, metales pesados, componentes quimicos inorganicos y

pesticidas.

4. Se identifico otro grupo bacteriano considerado como parte del microbioma
normal, oportunistas y patégenos de humanos (Holdemania filiformis,
Shigella  sonnei, Parabacteroides merdae, Ochrobactrum tritici,
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes faecalis, Clostridium perfringens,

Pseudomonas oryzihabitans y Brachybacterium paraconglomeratum),
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animales (Clostridium disporicum y Paracoccus siganidrum) y plantas

(Azospirillum oryzae, Plantactinospora mayteni y Cystobacter gracilis).
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VI. RECOMENDACIONES

1. De las cepas bacterianas aisladas e identificadas, se recomienda realizar
pruebas de dinamica de crecimiento que permitan identificar el tiempo de
cultivo necesario para obtener la fase logaritmica de crecimiento, y hacer
mas eficiente el in6culo bacteriano que pueda ser utilizado en

biorremediacion de suelos.

2. Es necesario proponer a estas cepas como bacterias potenciales para
biorremediacion de suelos tanto de ambientes naturales, asi como de
estanques de cultivo; y llevarlos a un nivel de escalamiento piloto con el fin
de utilizarlos a nivel comercial como cepas nativas en los campos de cultivo

de langostinos de la region Tumbes.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1
Colecta de muestras y evaluacion de parametros fisico-quimicos del agua y suelo
de los canales de marea evaluados: A y B. Lectura de pH en suelo, oxigeno
disuelto, temperatura, conductividad y pH en agua, C. Colecta de muestra de agua
en frasco de primer uso para andlisis de alcalinidad, D. Colecta de muestra de suelo

para analisis de materia organica, ORP y aislamiento de microorganismos, E. Suelo

reducido en canal de marea Soledad.
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Anexo 2

Analisis microbiolégico para recuento microbiano y aislamiento de bacterias
biorremediadoras: A. Preparacion de medios de cultivo, B. Pesaje de muestras, C.

Diluciones seriadas de las muestras de suelo y D. Siembra de las muestras diluidas

por incorporacion en placa.
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Anexo 3
Extraccion de ADN gendmico a partir de suelo de canales de marea: A. Pesaje de
la muestra de suelo, B. Kit para extraccion de ADN en suelo, Cy D. Mezcla de suelo
con perlas de vidrio, E. Proceso de separacion de suelo digerido, F. Enfriamiento
para precipitacion de ADN, G. Centrifuga refrigerada, H. Placa de calentamiento

para microtubos y I. Cuantificador de ADN (espectrofotometro UV-Visible).
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Anexo 4
Flujograma del procedimiento de identificacion mediante secuenciacion del gen
16S ARNr, en aislados bacterianos obtenidos a partir de suelo de canales de

marea.

Aislamiento bacteriano a

partir de suelo de canal de
marea

Extraccion de ADN
genomico

Verificacion de la cantidad y
calidad del ADN
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Secuenciacion y analisis
bioinformatico
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Anexo 5

Secuencias genéticas generadas a partir de secuenciacion del gen 16S ARNr de
cepas bacterianas aisladas a partir de suelo de canales de marea.
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Cepa 1 (secuencia inversa)
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Cepa 2 (secuencia directa)
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Cepa 2 (secuencia inversa)
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