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Resumen

El agua es un recurso indispensable para la vida
agricola, ganadera e industrial, sin embargo debido
a las actividades antrépicas como la mineria; este
recurso se ha visto afectado por problemas de
contaminacién. Dentro de estos contaminantes
se encuentran los metales pesados, cuyo interés
principal es debido a su alta toxicidad en bajas
concentraciones para el medioambiente y la
salud. Ante esta situacion, surge la necesidad de
implementar nuevas alternativas, con las cuales se
puedan obtener resultados rapidos, a bajo costos,
y que contribuyan a la proteccién del ambiente.
Una de estas técnicas es la biorremediacién que
implica el uso de organismos vivos; las bacterias
endéfitas, que habitan dentro de los tejidos de las
plantas sin causar ningun dafo, tienen la capacidad
de resistir concentraciones de metales pesados. Se
realizé muestreo de diferentes macroéfitas presentes
en la ciénaga de Ayapel en Cérdoba, para cada
macrofita se realizd separacion de cada tejido y se
sometierdn a proceso de desinfecciéon superficial,
realizé el aislamiento de las enddfitas, obtenidas
de raiz, tallo y hoja de las diferentes macroéfitas. Asi
mismo, se determiné densidad poblacional por
tejido, seguidamente se purificarén y se utilizarén
para evaluacion in vitro la actividad de resistencia a
Niy Hg, con diferentes concentraciones de los dos
metales. Las bacterias que presentardn resistencia
a los metales se les evalué la actividad promotoras
de crecimiento. Dentro de los aportes de esta
investigacion se encuentra el uso de bacterias
enddfitas aisladas de macréfitas acuaticas como
alternativa biolégica para remediar mercurio y

niquel.
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Abstract

The water is an essential resource for agricultural,
livestock and industrial life, however due to
anthropic activities such as mining; this resource has
been affected by pollution problems. Within these
pollutants are heavy metals, whose main interest
is due to its high toxicity at low concentrations for
the environment and health. Given this situation,
the need to implement new alternatives arises, with
which fast results can be obtained, at low costs, and
that contribute to the environment’s protection.
One of these techniques is bioremediation that
involves the use of living organisms; Endophytic
bacteria, which inhabit inside plants tissues
without causing any damage, have the ability to
resist heavy metal concentrations. Sampling of
different macrophytes present in the Ayapel swamp
in Cérdoba was carried out, for each macrophyte,
separation of each tissue was made and subjected
to superficial disinfection process, and isolation of
endophytes was made, obtained from roots, stems
and leaves of the different macrophytes. Likewise,
population density was determined by tissue, then
got purified and used for the in vitro evaluation the
activity of resistance to Ni and Hg, with different
concentrations of the two metals. Bacteria that
presented resistance to metals were evaluated for
growth promoter activity. Among the contributions
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of this research is the use of endophytic bacteria
isolated from aquatic macrophytes as a biological
alternative to remedy mercury and nickel.
Keywords: bioremediation, endophytic bacteria,
heavy metals.

1. Introducciodn

El agua, es uno de los recursos mas importantes
sobre la tierra, indispensable para la sobrevivencia
de cualquier ser vivo; gracias a la posicién
continental que posee Colombia, cuenta con un
amplio acceso a este recurso hidrico [1]. Como
recurso econémico, el agua es necesaria en
muchas actividades de la agricultura y la industria
[2]. Dentro de los principales contaminantes
ambientales que presentan efectos negativos en
la salud se encuentran los metales pesados, los
cuales son considerados altamente toéxicos y estan
presentes en el suelo, aire y agua [3]. Los problemas
de contaminacién de las aguas, generados por
metales pesados procedentes de medios naturales
0 antrépicos, se encuentran afectando la seguridad
alimentaria y la salud publica [4]. En estudios
recientes se reporta la presencia de metales
pesados como el mercurio y el niquel en hortalizas,
posiblemente debido al riego de estos cultivos con
aguas contaminadas [5] y especificamente se han
detectado niveles de metilmercurio en pecesacausa
de la bioacumulacion de este metal [6] procedente
de la mineria e industria. La problemdtica del
mercurio radica principalmente en el consumo de
peces y de aguas contaminadas con este metal [7].
El uso de técnicas biotecnolégicas para la remocién
de contaminantes tipo Mercurio [8] y Niquel [3]
aprovechando las propiedades de las bacterias
endofitas aisladas de tejidos vegetales han sido
demostrada en diversos estudios.

Debido a los impactos negativos causados por los
metales pesados en el agua, suelo y el aire, obliga
a la comunidad cientifica a participar en dicha
problematica de contaminacién con mercurio y
niquel mediante el desarrollar nuevas metodologias
alternativas con las cuales se puedan obtener
resultados a corto plazo, a un bajo costo y que
favorezcan la proteccion ecoldgica y representen
ventajas positivas con respecto a los métodos
tradicionales.

Por lo anterior esta investigacién propone evaluar
(Qué tan eficiente resultan las bacterias enddfitas
aisladas de macrofita acudtica en la bioadsorcion
de iones de Mercurio y Niquel?

2. Metodologia y resultados.

2.1 Identificacidén zona contaminada:
Para la identificacién, se hizo un levantamiento de
la informacién bibliografica que reporta ambientes

contaminados con mercurio en el departamento
de Cérdoba. Segun la informacién reportada con

contaminacién con Mercurio y Niquel, se seleccioné
el cuerpo de agua ubicado en Ayapel Cérdoba.

El municipio de Ayapel se encuentra ubicado
en la parte mas oriente del departamento de
Coérdoba, forma parte de la subregién del San
Jorge en Cérdoba La ciénaga estd localizada en el
noroccidente de Colombia bajo las coordenadas 8°
17’-8°24'Ny 75°4’-75° 9"W.

2.1.1aislamiento de bacterias enddfitas y evaluacién
de la resistencia a metales pesados:

De cada tejido (Raiz, Tallo y Hojas) se tomd
por triplicado un 1g que fueron colocados
individualmente lavados con agua destilada,
posterior a esto se sometieron a agitacion por
15 min en solucién tampdn de fosfato de potasio
0,05 mol L-1, pH 7,0; inmersién por 1 min en
alcohol 70%; agitacion por 5 min en solucion de
hipoclorito de sodio 5% y Tween 80%; inmersion
por 1 min en alcohol 70%; agitaciéon por 15 min en
solucion tampdn fosfato de potasio 0,05 mol L-1,
pH 7,0 y, finalmente, lavados por cuatro veces en
agua destilada esterilizada, repitiendo el proceso,
después de lo cual, los tejidos se maceraron y se
transfirieron a caldo peptona e incubado a 30+2°C
por 24 horas y luego de esto se realizaron diluciones
seriashasta 10-8ysetomaran 100uL de cadadiluciéon
para realizar plagueo en agar R2A e incubarlos a
30£2°C por 72 horas; la densidad poblacional de
bacterias por tejido (UFC/g de tejido), se estimé
por conteo directo de colinas en placas, durante el
conteo se observaron y seleccionaron las colonias
que se distinguian en cuanto a forma, aspecto de
la superficie, color y tamano, luego, los morfotipos
seleccionados fueron purificados y mantenidos en
agar [9]; los aislados bacterianos fueron sembrados
en Agar R2A suplementado con HgCl2 y NiCI2 a
concentraciones de 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm
y 200 ppm, posteriormente se incubaron a 32°C
durante 8 dias [10].

2.1.2. Tablas y figuras:

El Anova indica que no existen diferencias
estadisticas significativas entre los diferentes tejidos
de macrofitas evaluados con un p-valor>0.05. (Ver
tabla 1)

El Anova indica que existen diferencia estadisticas
significativas entre los tipos de metales pesados, las
concentraciones evaluadas y entre las bacterias en
estudio. La prueba de Tukey arrojé una media alta
para niquel, lo que muestra que mayores bacterias
toleraron este metal pesado, caso contrario ocurrié
con mercurio donde su promedio fue bajo, es decir,
pocas bacterias toleraron las concentraciones de
este téxico metal. Ademas, la bacteria 19(PT2)
mostré diferencias estadisticas significativas con
respecto al resto de bacterias evaluadas, puesto
que resistio hasta 200 ppm de cloruro de niquel y
cloruro de mercurio. (Ver tabla 2)

La mayoria de las bacterias endoéfitas aisladas
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bacterias mostraron resistencia al menos a una
Sc‘fg‘grggo g:‘;?fdo [eenss | elenid s concentracion de este toxico metal. Siendo las
bacterias mas resistentes la 19 (PH2) a 200 ppm

de cloruro de mercurio y la misma concentracién
de cloruro de niquel, sequida de 36 (BT1 y 37
(BT2) a 150 ppm de mercurio cada una y con
respecto a niquel toleraron 100 ppm y 50 ppm
respectivamente. Ademas, las bacterias 7(XH3),
23(PR2), 33(BH6), 34(BH7), 40(BT5) y 43(BT8)
toleraron concentraciones de 100 ppm de cloruro
de mercurio respectivamente.

EFECTOS PRINCIPALES

3. Conclusiones y Recomendaciones

Tabla 1. Andlisis de Varianza para Densidad Poblacional. . . .
Con el finde mitigarelimpacto ambiental causado

por los metales pesados en los cuerpos de agua, las
o~ | .. macrofitas acuaticas se constituyen como fuente
importante de materia prima para los procesos de

biorremediacion. Por lo cual, se deben establecer
las estrategias de biorremediacién in situ desde
las fuentes industriales de contaminacion
que permitan la efectiva recuperacién de los
ecosistemas acuaticos, ademas de la recuperacién
de dichos metales minimizando los costos de
produccién que involucren a los mismo.
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Grafica 1. Interacciones metales pesados de bacterias enddfitas aisladas de tejidos de macrofitas acudticas colectadas de la ciénaga de
Ayapel, Cérdoba, Colombia.
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