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n la década de los afnos treinta se descubrieron los suelos supresivos, aquellos capaces de

evitar el establecimiento de enfermedades incluso en presencia de patégenos. No fue sino

hasta los anos ochenta cuando comenzamos a comprender que este fenémeno estaba
asociado a la actividad de comunidades microbianas. Desde entonces, los avances en el campo
de la microbiologia agricola han permitido identificar las funciones ecologicas de varios
microorganismos del suelo que pueden cultivarse con relativa facilidad en condiciones de
laboratorio. Esto ha contribuido no solo al conocimiento de las complejas interacciones vy
mecanismos moleculares que los microorganismos emplean para coexistir en un mismo nicho,
sino también a su aprovechamiento como bioinsumos agricolas. En la actualidad, se utilizan
distintos gremios microbianos del suelo con el fin de controlar patégenos flingicos y bacterianos,
asi como para mejorar la adquisicion de macronutrientes, contribuyendo tanto a la nutricién
vegetal como a la fertilidad del suelo.

En las dltimas dos décadas, y gracias a los avances en la generacion y andlisis de datos
genémicos, se ha logrado describir con mayor detalle la composicion y estructura de las
comunidades microbianas que habitan diferentes espacios de la planta: la rizésfera (asociada a la
raiz), la filosfera (superficies aéreas) y la endosfera (interior de los tejidos). La secuenciacion del
ADN de muestras provenientes de estos ambientes ha permitido conocer el repertorio génico de
los microorganismos sin necesidad de su cultivo en laboratorio. Este enfoque ha acelerado la
comprension de la ecologia microbiana, al revelar la composicion, estructura, interacciones y
posibles roles de la microbiota bajo diversos tipos de estrés bidtico y abiético.

Mas recientemente, el estudio de la microbiota tanto de la rizésfera como de la fil6sfera en
cultivos de interés agricola ha permitido identificar grupos taxonémicos clave que contribuyen a
la resiliencia de las plantas frente a altas temperaturas, sequias y condiciones de salinidad

* PhD., MSc., Profesora Asistente, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia, Carrera 30 No. 45
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elevada, entre otros factores. Por ello, ante las crecientes amenazas climaticas sobre los cultivos,
se hace imperativa la bisqueda de nuevas alternativas que mitiguen estas limitaciones y aseguren
la sostenibilidad de la produccion agricola.

Esta necesidad fue el punto de partida para la formulacién del curso tedrico-practico “Potencial
biotecnolégico del microbioma en la agricultura: hacia el diseno e implementacion de
comunidades sintéticas para mitigar los efectos del cambio climatico en cultivos” desarrollado del
8 al 19 de septiembre en la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. El curso fue
organizado y coordinado por el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia y conté con la participacion de diez docentes nacionales de la Sede Bogota, junto con
dos profesores invitados de la Universidad Nacional de La Plata (Argentina) y del INTA
(Argentina). Participaron dieciséis estudiantes provenientes de distintos paises latinoamericanos:
ocho de Colombia, dos de Brasil, dos de Argentina, dos de Uruguay, uno de Perd y una
estudiante de Paraguay. El curso, con una intensidad de 80 horas en modalidad presencial, tuvo
como proposito fortalecer las capacidades de jovenes investigadores y profesionales
latinoamericanos, brindandoles fundamentos tedricos y practicos para el estudio y la aplicacion
de tecnologias basadas en el potencial de los microbiomas con el fin de fortalecer la investigacion
y promover el desarrollo de sistemas agricolas mas sustentables frente a los efectos del cambio
climatico en la region.

W |
POTE

Con el propésito de alcanzar los objetivos del curso, se definieron cuatro resultados de
aprendizaje que guiaron el desarrollo de las actividades tedricas y practicas. El primero de ellos
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busc6 que los participantes reconocieran y aplicaran técnicas de aislamiento, cultivo,
caracterizacion funcional y edicion genética de inoculantes microbianos, incorporando ademas
los principios de bioseguridad necesarios para el trabajo con microorganismos del suelo y de la
rizosfera. Este componente incluyé aspectos fundamentales en microbiologia agricola como el
manejo microbiolégico basico, la caracterizacion de microorganismos del suelo, la produccion y
formulacion de bioinoculantes, su aplicacion en cultivos y las estrategias de edicion genética
aplicadas a estos. El desarrollo de este bloque estuvo a cargo de las profesoras Ibonne Garcia,
Nubia Moreno y Paula Diaz, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia, junto con los docentes invitados Antonio Lagares (Universidad Nacional de La Plata) y
Nicolas Ayub (INTA, Argentina).

El segundo resultado de aprendizaje estuvo enfocado en el andlisis de datos de metagendémica y
en la aplicacién de enfoques de redes metabdlicas para comprender la estructura, funcién y
complementariedad de las comunidades microbianas, con miras al disefio racional de consorcios
orientados a una agricultura mas sustentable. Durante este médulo, los estudiantes aprendieron a
extraer ADN metagenémico de rizosfera, construir librerias metataxonémicas y realizar la
identificacion taxonémica mediante el analisis del gen 16S rRNA. Posteriormente, abordaron el
andlisis de abundancia y diversidad bacteriana, el ensamblaje y binning de genomas a partir de
datos metagenomicos, asi como la asociacion de genes con rutas metabdlicas y su

ditonial

Editorial



representacion en redes metabdlicas de escala genémica. Finalmente, se introdujeron los
principios de la ingenieria de microbiomas y el diseno racional de consorcios microbianos como
herramientas para el aprovechamiento biotecnolégico de las comunidades microbianas del
suelo. Este bloque fue liderado por los profesores Ibonne Garcia, Johan Alcantara y Luis Miguel
Serrano, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, junto con
Maryam Chaib de Mares y Alejandro Caro, del Departamento de Biologia de la misma
institucion.

El tercer resultado de aprendizaje se centr6 en el diseno y la ejecuciéon de experimentos
orientados a evaluar el impacto de biofertilizantes y bioestimulantes microbianos sobre la
fisiologia vegetal y la respuesta de las plantas frente a condiciones de estrés, tanto en
invernadero como en campo. Durante este médulo, los participantes realizaron evaluaciones
fisiolégicas de plantas sometidas a estrés hidrico, mediante la medicion de variables
morfologicas y fisiologicas, y desarrollaron ensayos in vitro de biocontrol para analizar la
efectividad de microorganismos frente a patégenos flingicos y bacterianos. Asimismo, se
llevaron a cabo pruebas en condiciones de invernadero para evaluar el desempefio de
diferentes bioinoculantes y su potencial en la promocion del crecimiento vegetal y la mitigacion
del estrés. Este componente del curso fue liderado por las profesoras Paula Diaz y Luz Adriana
Pedraza, del Instituto de Biotecnologia, junto con la profesora Luz Marina Melgarejo, del
Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia.

El cuarto resultado de aprendizaje busco fortalecer la colaboracion cientifica entre los
participantes del curso, promoviendo la creacion de redes de trabajo internacionales orientadas
al desarrollo de proyectos conjuntos en microbiomas y agricultura sustentable. Para ello, se
organizaron sesiones de socializacion de los proyectos de investigacion de los participantes en
formato de poster, en las que se presentaron sus lineas de trabajo y discutieron posibles
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sinergias con colegas de otros paises. Estas actividades culminaron con un conversatorio en el
que se reflexion6 sobre los retos y oportunidades para impulsar investigaciones colaborativas
en América Latina, consolidando asi los primeros vinculos de una comunidad regional en
biotecnologia microbiana aplicada a la agricultura.

Invitamos a la comunidad cientifica latinoamericana a continuar fortaleciendo estos espacios de
formacion y colaboracion que nos permiten avanzar hacia desarrollos biotecnolégicos con
impacto regional. La realizacion de este curso fue posible gracias al apoyo de MinCiencias y
CABBIO (Centro Latinoamericano de Biotecnologia), cuyo respaldo reafirma la importancia de
invertir en la formacién de talento humano y en la cooperacién cientifica entre nuestros paises.
Desde el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, renovamos
nuestro compromiso con la generacion de conocimiento y con la construccion de una
agricultura mas sostenible, resiliente e inclusiva para América Latina.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

ISSR markers as a tool to differentiate
genotypes of Cinchona hybrids
propagated in vitro and ex vitro

Marcadores ISSR como herramienta
para distinguir genotipos de hibridos de
Cinchona propagados in vitro y ex vitro

Juan David Saavedra-Correa®; Ibonne Aydee Garcia-Romero™**; Robert Theiler***
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v27n2.119087

RESUMEN

La diferenciacion de genotipos hibridos de Cinchona spp. es un desafio debido a sus origenes compartidos y similitu-
des morfolégicas. En este estudio se utilizaron marcadores ISSR para distinguir entre los genotipos de Cinchona spp.:
LF40, LC29, LF74, LF74GB y LF211, mantenidos en condiciones in vitro y ex vitro en Colombia. Se extrajo ADN gené-
mico de los materiales vegetales y se utilizaron ocho cebadores ISSR para la amplificaciéon por PCR. En total, se ampli-
ficaron 61 loci, de los cuales 37 (60,92%) fueron polimoérficos. El ndmero total de loci por cebafdor varié de 5 a 12,
con un promedio de 7,62, y los loci polimérficos variaron de 3 a 6, con un promedio de 4,62 por cebador. El andlisis
de conglomerados basado en el método de grupos de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA) agrup6
los genotipos en distintos clusters, mostrando diferencias genéticas. El analisis de coordenadas principales (PCA) con-
firmo los patrones de agrupamiento, distinguiendo adn mas los genotipos a pesar de sus origenes compartidos. El ce-
bador ISSR4 fue el mas efectivo, con la mayor tasa de polimorfismo (75%) y valor PIC (0.473), seguido del ISSR6 que
tuvo una tasa de polimorfismo del 71% y un valor PIC de 0.426, ambos cebadores permitieron la identificacién de un
grupo de plantas en condiciones de campo a partir de cultivos in vitro, con origen genotipico desconocido. Como
resultado, fue posible confirmar un grupo de plantas pertenecientes al genotipo LF40 utilizando sélo dos cebadores.
Los resultados demuestran la distincién genética de los genotipos de Cinchona seleccionados y subrayan la utilidad de
los marcadores ISSR como una herramienta confiable para identificar diferencias genéticas de selecciones de plantas
de Cinchona in vitro y ex vitro.

Palabras clave: Cinchona, ISSR, Identificacién Molecular, Marcadores Moleculares.
ABSTRACT
The differentiation of Cinchona spp. hybrids genotypes are challenging due to their shared origins and mor-

phological similarities. This study utilized ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markers to distinguish be-
tween genotypes of Cinchona spp.: LF40, LC29, LF74, LF74GB, and LF211 maintained in vitro and ex vitro in
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Colombia. Genomic DNA was extracted from the plant materials, and eight ISSR primers were used for PCR
amplification. In total 61 loci were amplified, of which 37 (60.92%) were polymorphic. The total number of
loci per primer ranged from 5 to 12, with an average of 7.62, and polymorphic loci varied from 3 to 6, aver-
aging 4.62 per primer. Cluster analysis based on the unweighted pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) grouped the genotypes into distinct clusters, showing genetic differences. Principal coordinate
analysis (PCA) confirmed the clustering patterns, further distinguishing the genotypes despite their shared
origins. The primer ISSR4 was the most effective, with the highest polymorphism rate (75%) and PIC value
(0.473), followed by ISSR6 which had a polymorphism rate of 71% and a PIC value of 0.426, both primers
allowed the identification of a group of plants under field conditions from in vitro cultures, with unknown
genotype origin. As a result, it was possible to confirm a cluster of plants belonging to the LF40 genotype
using only two primers. The results demonstrate the genetic distinctiveness of the selected Cinchona geno-
types and underscore the utility of ISSR markers as a reliable tool for identifying genetic differences of in

vitro and ex vitro Cinchona plant selections.

Keywords: Cinchona, ISSR, Genotype differentiation, Molecular identification, Molecular markers.

Recibido: febrero 27 de 2025

INTRODUCTION

Plants of the genus Cinchona (family Rubiaceae) native
from South America, have been recognized for centuries
thanks to their therapeutic properties, particularly in the
treatment of malaria, which is related to different alka-
loids, including quinine, quinidine, cinchonine and cin-
chonidine, present in the bark of the tree (Andersson,
1998; Aslam et al., 2023; Jaramillo-Arango, 1949). The
use of cinchona bark began with indigenous Andean
people and was recognized and valued by Europeans in
the 16th century, driving global demand for cinchona
bark in the following centuries and the subsequent es-
tablishment of plantations in European colonies located
in South Asia and Africa (Jaramillo-Arango, 1949;
Schaepmeester, 2021). In addition, cinchona alkaloids
are used today in the food and beverage industry, repre-
senting about 40% of global alkaloid production, while
the remaining 60% are used for medicinal purposes
(Schaepmeester, 2021). The most commonly cultivated
species are Cinchona ledgeriana, Cinchona pubescens
and Cinchona calisaya, each known for their high qui-
nine content, growth characteristics and environmental
adaptability. These species exhibit variable ploidy levels,
with diploid forms common in wild populations, and
polyploid forms found among cultivated hybrids and
selections (Aslam et al., 2023; Canales et al., 2020; Hol-
land, 1932; Taylor, 1943). Hybrids between these spe-
cies were selected to combine the desirable traits of
different parent plants, resulting in plant selections with
greater disease resistance, faster growth rates, and high-
er alkaloid production (de Swiet, 2023; Ku, 2016;
Steere, 1945; Theiler, 2014; Veale, 2010).

Aprobado: 15 de septiembre de 2025

However, in the last 50 years Cinchona plantations in
the Kivu area of the Democratic Republic of the Congo
in Africa, were affected by the soil-borne plant pathogen
Phytophthora cinnamomi, which causes severe losses in
the productivity of plantations. Therefore, efforts were
undertaken to select P. cinnamomi tolerant genotypes,
in order to reduce the impact of the disease and were
propagated through in vitro culture and established ex
vitro for propagation purposes (Theiler, 2014). Subse-
quently, the identification of the genetic stability of the
selected genotypes is necessary to ensure that they re-
tain the desired characteristics over generations.

Tools for the identification of variations in the genotype of
plants include molecular markers, which are DNA se-
quences used to detect and select specific traits in the
plant genome (Amom & Nongdam, 2017; Hussain &
Nisar, 2020). For Cinchona spp. different molecular mark-
ers have been used to assess their genetic diversity, in-
cluding RAPD markers, nuclear microsatellite loci, the
chloroplast rps16 intron, along with studies using or rbcL,
ITS and matK genes (Perez Ocampo, 2021; Sasongko et
al., 2021). Additionally, ISSR (Inter Simple Sequence Re-
peat) markers have been used to evaluate somaclonal
variation in Cinchona officinalis regenerated through dif-
ferent in vitro protocols, together, these approaches pro-
vided valuable insights into the genetic variability and
stability of cinchona species, supporting conservation,
breeding, and propagation efforts by enabling precise
monitoring of genetic fidelity and diversity (Cueva-Agila et
al.,, 2019; Armijos-Gonzélez et al., 2021) Furthermore, the
use of codominant SSR markers—transferred from related
species such as Coffea arabica, Psychotria tenuinervis, Gali-
um catalinense, and Antirhea borbonica has provided valu-
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able information on genetic variability within the genus
(Aranha Trelles & Le6n Piedra, 2013).

Additionally, genomic resources for Cinchona genus are
limited, as only partially complete genomes of C. calisaya
and C. pubescens have been published (Arbizu et al.,
2021; Canales et al., 2022; Du et al., 2025). Given this,
alternative molecular markers are ISSR, which are 100-
3000 bp DNA sequences amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using a single primer made from genomic
microsatellite sequences, generating multilocus markers
that are highly polymorphic and informative for various
genetic studies (Zietkiewicz et al., 1994). ISSR markers
have been broadly used due to their costeffectiveness
characteristics, reproducibility, and capacity to identify
polymorphisms throughout the genome in plant popula-
tions (Arya et al., 2022; Godwin et al., 1997).

While ISSR have been extensively applied to various
plant species (Amruthakumar et al, 2024; Arya et al,
2022; Raji & Siril, 2021), their use in Cinchona hybrids
remains underexplored, offering an opportunity to apply
ISSR markers to Cinchona plant selections, which can
provide a powerful tool to evaluate genetic differences
and confirm the distinctiveness of selected genotypes.
The main objective of this study was to assess the poten-
tial of ISSR markers for identifying four genotypes of
Cinchona spp. maintained in vitro and grown ex vitro
under field conditions, due to the difficulty of distinguish-
ing phenotypic differences among them, for the accu-
rate maintenance of these genotypes in the establish-
ment of a Cinchona plantation in Colombia.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

Four different genotypes of Cinchona spp. seedlings
were selected based on their tolerance against P. cin-
namomi, derived from hybrids between Cinchona calisa-
ya (formerly known as C. ledgeriana) and Cinchona pu-
bescens (formerly known as C. succirubra) (Theiler,
2014). These genotypes were labeled as LC29, LF211,
LF40, LF74, and LF74GB (in vitro selection of LF74 char-
acterized by larger leaf blades). The LC29 genotype
shares phenotype traits with C. pubescens, while LF211,
LF40, LF74 and LF74GB exhibit morphological charac-
teristics resembling C. calisaya.

Through multiple in vitro subcultures spanning decades,
the selected cinchona genotypes were initially estab-
lished in vitro at Agroscope Changins-Wadenswil ACW
(Switzerland), and subsequently transferred to the Plant
Tissue Culture laboratory at the Instituto de Bio-
tecnologia de la Universidad Nacional de Colombia

(Theiler, 2014; Saavedra, et al., 2025), where they have
been maintained and propagated in vitro, then trans-
ferred to soil and planted in the field (ex vitro), providing
a reliable source of plant material for genetic analysis
and stock for plantation development. For the ISSR anal-
ysis, a total of fourteen samples were taken from geno-
types grown in vitro and ex vitro, including the genotype
$29, obtained from seed progeny derived from a LC29
ex vitro plant under field conditions (Table 1). A plant of
Coffea sp. (a related genus to Cinchona within the Rubia-
ceae family), was added as a control as it differs taxo-
nomically with Cinchona species. Additionally, a group
of plants (10 samples) under field conditions derived
from in vitro plants of unknown in vitro genotype origin
was included, as we aimed to confirm their genotype.
The experimental design consisted of three main groups:
(i) in vitro maintained genotypes, (ii) ex vitro genotypes
propagated from known in vitro lines, and (iii) ex vitro
plants of unknown genotype. For the ISSR analysis, leaf
samples were collected from each genotype, with each
sample representing an experimental unit and analyzed
in triplicate.

Table 1. Plant samples of Cinchona hybrids under in vitro and ex
vitro conditions, and the plant sample used as a control.

Genotype Name In vitro / Ex vitro

LC29_IV In vitro

LF74_IV In vitro

LF74GB_IV In vitro

LF211_IV In vitro

LF40_IV In vitro

S29 EV Ex vitro

LC29_EV Ex vitro

LF74_EV Ex vitro

LF74GB_EV Ex vitro

LF211_EV Ex vitro

LF40_EV Ex vitro

Coffea_Control Elant of Coffea sp from field condi-
tions used as a control.

Group of plants with unknown | Ex vitro

genotype origin

DNA Extraction

For genomic DNA extraction of the cinchona genotypes,
100 mg of fresh leaves from in vitro and ex vitro plants of
each genotype was placedinto a 2 mL extraction tube

ISSR markers and Cinchona hybrids
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Table 2. List of used inter simple sequence repeat (ISSR) primers, their sequence and annealing temperature.

Reference

Primer Name  Primer Sequence 5°-3” Annealing
Temperature (°C)

ISSR1 AGAGAGAGAGAGAGAGT 52°C
ISSR2 AGAGAGAGAGAGAGAGC 54 °C
ISSR3 AGAGAGAGAGAGAGAGG 56 °C
ISSR4 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 56 °C
ISSR5 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 54 °C
ISSR6 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 51°C
ISSR7 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52°C
ISSR8 ACACACACACACACACG 51°C

Armijos-Gonzdlez, R., Espinosa-Delgado, L., § Cueva-Agila, A.
(2021)

Yan L., Ogutu, C., Huang, L. et al., 2019

containing eight zirconia beads (0.5 mm), the tissue was
ground and homogenize at 5.000 rpm for 2 minutes in a
lab-built bead beater. Then total DNA was isolated using
the modified CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide)
protocol defined by Inglis et al. (2018), with the inclusion
of proteinase K (0.2 mg) during the initial incubation step.
DNA integrity was assessed by electrophoresis on a 1%
agarose gel, run at 100V/cm for 20 minutes. In addition,
quality was checked with a Nanodrop 2000 spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific). All DNA samples were
diluted to a final concentration of 20 ng/uL and stored at -
20°C until further ISSR PCR amplification.

ISSR molecular markers and analysis

A total of 10 ISSR primers were chosen based on previ-
ous reports of ISSR profiling in Rubiaceae family plants,
however only 8 of them showed polymorphism (Table
2). The PCR amplification reactions were performed in a
volume of 10 ul, which contained 1X PCR buffer, 0.5
mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 0.4 uM of each primer, 1 U
of Tag DNA polymerase and 40 ng of genomic DNA.
The conditions for PCR amplification was 94 °C for 4
min (Initial denaturation), followed by 35 cycles of 94 °C
for 1 min (Denaturation), 51-56 °C for 1 min
(Annealing), 72 °C for 2 min (Extension) and 72 °C for 7
min (Final extension), for each primer PCR conditions
were standardized, and the corresponding annealing
temperatures are shown in Table 2. Amplified DNA
samples with all the 8 ISSR primers were run in 1.5%
agarose gel at 80 V/cm for 60 min, and ISSR fragments
generated in this experiment were documented using
gel documentation (Bio-Rad, USA), molecular weights of
the DNA fragments were determined using a DNA lad-
der between 500 and 5000 bp (Bioline - HyperLadder™
500bp) (Supplementary Material).

For data analysis, reproducible clear amplified bands in
the gel profiles were recorded as present (1) and absent
(0), resulting in a binary matrix. Each primer was evaluat-
ed with regard to the total number amplified loci (NAL),
total number of polymorphic loci (NPL), rate of polymor-
phism (RP) (RP) = (NPL / NAL) x 100 and the value of
the content of polymorphic information (PIC) according
to the equation proposed by (Roldan-Ruiz et al., 2000):
PICi=2fi(1—fi)

where PICi is PIC for primer i, fi is the frequency of am-
plified fragments and 1 - fi is the frequency of non am-
plified fragments. A dendrogram indicating the associa-
tion between the genotypes was created by using the
unweighted pair group method with arithmetic average
(UPGMA) based on Jaccard's similarity coefficients
(Sneath & Sokal, 1973). Besides, principal component
analysis (PCA) was conducted to examine the existing
genetic variation between cinchona hybrid genotypes,
all of the analysis were performed in the software R Lan-
guage V4.4.2 (R Core Team, 2021).

RESULTS AND DISCUSSION

A total of ten ISSR primers were used to reveal genetic
polymorphism in different genotypes of cinchona grown
in vitro and ex vitro. Among these, eight primers success-
fully amplified reproducible DNA band profiles. A total
of 61 loci were amplified, of which 37 loci (60.92%)
were polymorphic (Table 3). The total number of ampli-
fied loci (NAL) per primer ranged from 5 (ISSR5) to 12
(ISSR3), with an average of 7.62 loci per primer. The
total number of polymorphic loci (NPL) varied from 3
(ISSR2 and ISSR5) to 6 (ISSR3, ISSR4, and ISSR6), with
an average of 4.625 polymorphic loci per primer. The
rate of polymorphism (RP%) ranged from 50.0% (ISSR2)

12 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 2 Julio - Diciembre 2025, 9-17



Table 3. Total number of loci, number of polymorphic loci, rate of polymorphism and value of the polymorphic information content of

eight ISSR primers in the Cinchona hybrids individuals.

ISSR PRIMER | Total number amplified loci | Total number of poly- | Rate of Polymorphism | Content of polymorphic infor-
(NAL) morphic loci (NPL) (RP %) mation (PIC)

ISSR1 7 4 57,1 0,229
ISSR2 6 3 50,0 0,369
ISSR3 12 6 50,0 0,399
ISSR4 8 6 75,0 0,473
ISSR5 5 3 60,0 0,142
ISSR6 7 5 714 0,426
ISSR7 9 6 66,7 0,260
ISSR8 7 4 57,1 0,408
Average 7,62 4,62 60,92 0,338
Total 61 37 NA

NA: Not Applicable

to 75.0% (ISSR4), with an overall average of 60.92%.
The polymorphic information content (PIC), a measure
of primer informativeness that takes into account the
relative frequency of the allele, ranged from 0.142
(ISSR5) to 0.473 (ISSR4), with an average PIC value of
0.338.

The moderate level of polymorphism detected is con-
sistent with the expectations for hybrids genotypes,
which typically exhibit intermediate variability due to
their mixed parental origin and the monophyletic nature
of the genus confirmed using molecular markers
(Andersson & Antonelli, 2005). Notably, the primers
ISSR4 followed by ISSR6 emerged as most informative,
with the highest RP% and PIC values, making them use-
ful for detecting genetic differences in cinchona geno-
types. High polymorphism rates and PIC values mean
that these primers can detect subtle genetic differences
between closely related genotypes. This is consistent
with studies in Coffea species (Kumar et al., 2023; Mish-
ra et al., 2022), which demonstrated that certain primers
can differentiate hybrids even when morphological dif-
ferences are minimal.

In this study, it was included a plant of coffee as a con-
trol, which allowed for a comparative analysis with the
Cinchona genotypes, offering a baseline to evaluate the
genetic profiles of Cinchona samples in relation to a re-
lated genus within the Rubiaceae family. The results
showed a clear difference in the DNA profile between
the genus Coffea and Cinchona. Besides, the Cluster

analysis using the UPGMA method and Jaccard coeffi-
cient, placed the 11 cinchona hybrid genotypes in two
groups (Figure 1). The first group includes a cluster con-
sisting of genotypes LC29_IV, S29_EV and LC29_EV.
Group two consists of three sub-clusters: the first con-
taining LF211_EV, LF211_IV, the second with LF40_lV,
LF40_EV, and the third consisting of LF74EV,
LF74GB_EV, LF74_IV and LF74GB_IV (Figure 1).

The PCA results revealed that the first two principal
components (PC1 and PC2) explained a substantial pro-
portion of the total variance, with PC1 accounting for
56.87% and PC2 contributing 23.26% (Fig. 2). Together,
these two components explained 80.13% of the total
variance in the dataset, suggesting that they capture the
majority of the genetic variation among the genotypes.
Specifically, the cinchona hybrids (LC29_IV, S29_EV,
and LC29_EV) were grouped in the PCA plot, indicating
their genetic similarity and reflecting their shared ances-
try. It is important to note that the S29_EV genotype,
which was derived from seeds produced by an LC29_EV
under field conditions, was grouped in the same group.

In contrast, the separation of the remaining genotypes
into three distinct sub-clusters indicates a greater degree
of genetic differentiation compared to the LC29 hybrid
group. Within this group, the first sub-cluster (LF211_EV,
LF211_IV) represents a set of genotypes with closer ge-
netic similarity. The second sub-cluster (LF40_EV,
LF40_IV) and the third sub-cluster (LF74_EV,
LF74GB_EV, LF74_IV, LF74GB_IV) are positioned closer

ISSR markers and Cinchona hybrids



0.6

0.3 04

0.2

0.1

0.0
LC29 IV

Coffea_Control

-
3
1
|

S29 EV
LC29 EV
LF211_IV
LF211_EV

LF40_IV
LF40_EV |
LF74_EV

LF74GB_EV

LF74_IV
LF74GB_IV

Figure 1. UPGMA Dendrogram of Cinchona genotypes in vitro and ex vitro based on jaccard similarity

index.
6_
LF211_EV
®
4l LF21 v
=
(1]
N
Lag]
o
& 2T
I=
©
[l
[#]
(=8
&
Q 0- LF40_EV
= LF40_IV
_g_ LC29 IV a
[&]
c &
E .SZQ_EV ° LF74_IV
L 099 E‘, LF74_EV ' LF74GB_IV
24 N LF74GB_EV
-4 4
4 0 4

Principal Component 1 (56.87%)

Figure 2. Principal component analysis (PCA) of Cinchona hybrids ISSR data, PC1 accounted for 53.43%

and PC2 for 31.29% of variance.

14

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 2 Julio - Diciembre 2025, 9-17



0.6

0.4

0.2
|

0.0

LF211_EV
LF40_IV
LF40_Field8

LF74GB_EV
LF40_Field9

LF40_Field7

LF40 Field5
LF40 Field4

LF40 Field3
LF40 Field1
LF40 Field2

LF40_Field6

Figure 3. UPGMA Dendrogram of Cinchona genotypes from field based on Jaccard similarity index,

using only the primers ISSR4 and ISSR6.

to each other, suggesting that these genotypes share a
distinct genetic profile with only minor differences. Fur-
thermore, the grouping of LF74 and LF74GB under-
scores the particularly close genetic relationship be-
tween these genotypes, reflecting their shared genetic
origin. The overall clustering patterns confirm that the
genotypes within each node or sub-cluster share a com-
mon ancestry and maintain a high level of genetic con-
sistency under in vitro and ex vitro conditions.

The clustering pattern among the clones may reflect the
morphological characteristics of the genotypes, and their
genetic relation with C. calisaya and C. pubescens. Moreo-
ver, a previous study using RAPD markers found that C.
calisaya is the most genetically distinct species among a
collection of Cinchona accessions including C. pubescens,
and Cinchona sp. from the Junghuhn Nature Reserve in
Indonesia, detecting polymorphism levels as high as 75%
(Sasongko et al., 2021) Similarly, in this study ISSR markers
revealed a separation between the genotype LC29 geno-
type which shares phenotypic traits with C. pubescens, and
the LF211, LF40, LF74, and LF74GB genotypes related with
C. calisaya, which could explain the genetic divergence
found between the evaluated genotypes.

Furthermore, we selected the ISSR4 and ISSR6 primers
based on their high level of polymorphism, to identify 9
field-grown plants (6-12 years old) derived from in vitro
cultures of unknown genotype origin, since it was unclear
whether they belonged to the genotypes LF40, LF211, or
LF74. Using these primers, it was possible to classify all
field plants belonging to the LF40 genotype and therefore
labeled as LF40_Field (Fig. 3). Moreover, based on their
genetic profiles, a clear genetic distinction from the LF211
and LF74 genotypes was observed. The ISSR markers
evaluated in this study provide a useful tool for assessing
the genetic diversity of native tree species Cinchona cali-
saya and C. pubescens, both distributed across different
regions of Colombia (Aymard, 2019). Additionally, these
markers could facilitate the development of genetic im-
provement programs involving these two species, given
their ability to discriminate hybrids, this also opens the
possibility of using them to certify plant material intended
for propagation in commercial plantations.

Finally, the overall similarities found between the different
cinchona genotypes under in vitro and ex vitro conditions,
demonstrates a genetic consistency through the plant
acclimatization process. Which is important for detecting
the desirable traits of the genotypes. However, the detec-
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tion of minor genetic differences between clones of the
same genotypes, might potentially be attributable to
somaclonal variation (Armijos-Gonzélez et al., 2021),
caused by spontaneous and uncontrolled genetic chang-
es in plants during long-term in vitro propagation and dif-
ferent factors such as the exposure to plant growth regula-
tors, and the stress associated with in vitro, manifesting
changes as small polymorphisms, chromosomal rear-
rangements, alterations in gene expression or epigenetic
changes (Armijos-Gonzalez et al., 2021; Duta-Cornescu et
al., 2023). However, to conclusively confirm the presence
of somaclonal variation in the genotypes evaluated in this
study, further research is required.

CONCLUSIONS

This study demonstrates the utility of ISSR markers to
identify and differentiate Cinchona spp. genotypes under
in vitro and ex vitro conditions. The ISSR analysis re-
vealed moderate genetic polymorphism and allowed the
identification of the different genotypes: LC29, LF211,
LF40, and LF74. The primers ISSR4 and ISSR6 with the
highest rate of polymorphisms are capable of detecting
subtle genetic differences between closely related geno-
types, identifying a group of field-grown plants of un-
known genotype origin, within the LF40 genotype
group. In addition, minor genetic variations within
clones of the same genotype are likely attributable to
somaclonal variation due to the longterm in vitro sub-
culturing practices, however further investigation is
needed to assess the genetic stability of Cinchona spp.
genotypes. The findings presented here enable more
accurate genetic verification of Cinchona genotypes,
facilitating improved quality assurance, certification, also
contributing to the management and conservation of
Cinchona spp. genetic resources through accurate gen-
otype identification
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Stress responses induced by pre-germination
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on seed germination patterns
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ABSTRACT

Tomato is an important vegetable crop in the world and the fruit is widely known as food and as a protector of health.
Seed priming improves its germination potential, better seedling establishment, and vigorous growth. Seed priming in
water or chemical solutions is a pre-germination treatment that induces mild or stressful stress during the early phases of
germination. The primed seed builds a ‘priming memory’ necessary to configure an "acquired stress response" and upon
subsequent stress exposures, they respond more quickly and robustly. The tomato seeds were primed in water (20 h at
20-21 °C) and in 200 mM NaCl and KNOs solutions (10 days at 28-29 °C) (stressful condition) to induce stress responses
which were characterized in terms of their patterns of germination and velocity of germination, expressed as the time
(hours) to 50 per cent germination (Tsy), when primed seeds were set to germinate in water and wastewater (stressful
conditions). Four replicates of 25 seeds on sheets of filter paper in Petri dishes were moistened with 4 mL of distilled wa-
ter or wastewater and set to germinate (28-29 °C). KNOj; induced the fastest and strongest stress response. The Ts, of
germination in water (15 h) and wastewater (27 h) and the patterns of germination were different from those induced by
the NaCl solution. Tsoof seeds germinated in water (41 h) and wastewater (39 h) required more time for the seeds
primed in the NaCl solution The induced stress responses did not affect the total germination.

Keywords: Germination kinetics, germination speed, induced stress memory, mild stress.
RESUMEN

El jitomate, hortaliza importante en el mundo como fruto ampliamente conocido como alimento y protector de la sa-
lud. Mediante el remojo de semillas su potencial de germinacién y su establecimiento se mejoran y las plantulas creci-
miento vigorosamente. El remojo de semillas en agua o soluciones quimicas es un tratamiento previo a la germinacién
que induce un estrés leve o estresante durante las primeras fases de la germinacion. La semilla tratada construye una
"memoria" necesaria para configurar una "respuesta de estrés adquirida" y, ante exposiciones de estrés posteriores,
responde mas rapidamente y contundente. Las semillas se trataron en agua (20 h a 20-21 °C) y en soluciones 200 mM
de NaCl y KNO; (10 dias a 28-29 °C) (condicion estresante) para inducir respuestas de estrés que se caracterizaron
por sus patrones y velocidad de germinacién, expresada como el tiempo (horas) requerido para el 50% de germina-
cion (Tsp), al germinar las semillas en agua y aguas residuales (condicion estresante). Muestras de 25 semillas (4/
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condicion experimental) sobre papel filtro en cajas Petri, humedecidas con 4 mL de agua o agua residual y germinadas
a 28-29 °C. KNOs indujo la respuesta de estrés mas rapida y fuerte. El T5, de germinacion en agua (15 h) y aguas resi-
duales (27 h) y los patrones de germinacion fueron diferentes a los inducidos por la solucién de NaCl. El Ts, de semi-
llas germinadas en agua (41 h) y aguas residuales (39 h) requiri6 mds tiempo para estas semillas. Las respuestas de
estrés inducidas no afectaron sensiblemente la germinacion total.

Palabras clave: Cinética de germinacion, estrés leve, memoria de estrés inducida, velocidad de germinacion.

Recibido: diciembre 12 de 2024

INTRODUCTION

Tomato crop, cultivated in almost every country of the
world is quite important regarding both income and nu-
trition (Quinet et al., 2019). Tomato is used for the fresh
market and tomatoes are grown outdoors and mechani-
cally harvested for the canning industry. The fruit is wide-
ly known as food and as a protector of health due to its
content and outstanding nutritional value (it is an excel-
lent source of organic acids, essential amino acids, vita-
mins A and C, minerals such as iron, phosphorus, lyco-
pene, beta-carotene pigments, and dietary fiber) (Shi and
Le Maguer, 2010; Kheyrodin, et al., 2017). Tomato has
been bred to improve yield, fruit quality, and resistance
to biotic and abiotic stresses and the most common
strategy widely applied to improve this crop is the tradi-
tional plant breeding procedures (Moose and Mumm,
2008). Due to its agronomical and fruitimportant fea-
tures, tomato is becoming a model organism for devel-
opmental and stress biology and food science issues
(Kimura and Sinha, 2008; Quinet et al., 2019; Liu et al.,
2022a). Plants have always coped with changing abiotic
conditions. Their subsistence, growth, and productivity
have been disturbed by environmental abiotic stresses
throughout their approximately 500 million years of evo-
lution, but they have generated and diversified defense
response strategies to the different types of environmen-
tal stresses (Chen and Soltis, 2020). Seeds and plants
have evolved multiple mechanisms to perceive environ-
mental threats and make, in response, suitable adjust-
ments to improve their physiologic and biochemical
functions to survive, germinate and grow, known as a
"molecular stress memory" (Yuan et al, 2024). The mo-
lecular stress memory is used to develop the "acquired
stress response" based on strategies that have been de-
veloped throughout their evolutionary process (Sani et
al., 2013; Hilker et al., 2016). Such response is based on
a set of epigenetic adjustments, regulated through sig-
naling pathways and modulated by DNA methylation,
histone modification, and alterations of the chromatin
structure and regulation of physiological, metabolic, de-
velopmental, cellular, and molecular processes in re-
sponse to future reoccurring environmental stress events

Aprobado: 15 de octubre de 2025

(Lamers et al., 2020; Zhang et al., 2022; Zhang et al.,
2023). As plants quickly respond forcefully, consequent-
ly, they have a better chance of surviving (Hilker et al.,
2016). For example, a treatment that causes a non-lethal
heat stress condition directs the processing of the prima-
ry transcription unit of the mRNA (preemRNA), whose
products are expressed and act as an acquired stress
response, upon a second exposure to heat stress
(Mauch-Mani et al., 2017).

Seed priming is a practical and secure approach to im-
prove seed germination potential (Ramirez et al., 2022),
better seedling establishment, vigorous growth, and high
yields (Adhikari et al., 2022; Granata et al., 2024). This pro-
cess activates the metabolism that occurs along the phases
of germination before the root emergence, followed by
drying near the original moisture content. Seed priming in
water or chemical solutions is a pre-germination treatment
that induces mild or stressful stress during the early phases
of germination (Borromeo et al., 2025).

The positive impacts of pre-germination treatments also
play a critical role in boosting tolerance to environmen-
tal stress conditions. This ultimately results in improved
crop quality and yield. Seed priming is a practical but
powerful treatment to improve seed germination poten-
tial (Ramirez, et al, 2022) and according to several au-
thors (McDonald, 1999; Farooq et al., 2019; Sen and
Puthur, 2020) "it consists of soaking the seeds in water
or a solution of any agent, followed by drying the seeds,
that have started the processes related to germination,
but without the appearance of the radicles". Several au-
thors (Powell and Matthews, 1978; Chen and Arora,
2013; Srivastava et al, 2021; Liu et al.,, 2022: Noble et
al., 2023) indicate that this procedure “imparts a moder-
ate abiotic stress to seeds while soaking during the early
phases of germination and, depending upon the priming
agent, stress effects occur in seeds and finally stimulate
stress responses”. The primed seed develops more or-
chestrated the last remaining physiological events for
germination to occur and thus is capable of a) greater
germination capacity and in a more synchronized man-
ner (Harris and Jones, 1997; Reed et al., 2022; Adhikari
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et al., 2022), b) better seedling establishment, c) vigor-
ous growth (Omidi, et al, 2009; Shabbir et al., 2013;
Sofo et al,, 2014; O'Callaghan, 2016; Liu et al., 2022).
Secondly, priming establishes improved abiotic stress
responses in seeds, they respond quickly and forcefully
and therefore, exhibit greater stress tolerance (Chen and
Arora, 2013; Sher et al.,, 2019; Marthandan et al., 2020;
Arun et al.,, 2022; Louis et al., 2023). Authors (Liu et al.,
2022b; Kambona et al., 2023) indicate that “Stress
memory responses and seed priming correlate with
drought tolerance in plants”. Farooq et al., (2019) indi-
cated, that “Seed priming represents a versatile ap-
proach for mitigating stress-induced damage in widely
cultivated local crop varieties”. In the imbibition of water
by seeds, fast water uptake occurs in phase |, phase of
great metabolic activity in phase I, and uptake of water
and germination in phase Ill (Bewley and Black, 1978;
Heydecker and Gibbins, 1978). Water uptake triggers
the “germinative metabolism” (e. g. respiration, tranla-
tion of RNAs and synthesis of germination-associated
early proteins, mitochondrial, cell membranes and DNA
repair, the breakdown of storage reserves, endosperm
weakening, etc.) which takes place from the beginning
and along phase Il of the imbibition process (Forti et al.,
2021; Diya et al., 2024). The objective of this work has
been to study the impact of mild (seeds exposed to pre-
germination treatments in water) and severe stress con-
ditions (seeds exposed to pre-germination treatments in
salty solutions) on the expression of stress responses.
The differentiation of the seed responses was based on
the speed of germination (Tso) and patterns of germina-
tion when seeds were set to germinate in water and
under stressful conditions (wastewater). The second ob-
jective was to identify the pre-germination treatment that
ensures the fastest stress response.

It is considered that seeds acquire molecular stress
memory through an initial pre-germination treatment of
mild stress. The objective of this research is to investi-
gate the variations in the expression of molecular stress
memory when it is induced in seeds by the application
of pre-germination stress treatments. After soaking-
drying the seeds, determine the acquired stress response
by comparing the patterns of germination kinetics and
speed of germination as criteria when germinating the
seeds in water and under stressful conditions.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Solanum lycopersicum L. (Tomato) seeds
variety Rio Grande from Hortaflor stored for 6 years
(aged seed) and 2 years (unaged seeds), at room tem-
perature. Residual sludge resulting from the treatment
and cleaning of wastewater station located in the munic-

ipality of Atlacomulco, State of Mexico. Determination
of the weight of absorbed water by 1.5 g of seed soaked
in water at 21-22 °C throughout the 54-hour period.
Two samples of 1.5 g of seed were placed inside a plas-
tic cloth bag, soaked for 1 sec in the water, shaken vig-
orously to determine its wet weight at T, and immedi-
ately submerged into 1000 mL of water at 21-22 °C.
Every hour, the two samples of seed were weighed to
determine the weight of water absorbed by them. The
results presented were the average of the two samples.
Preparation of a wastewater mud sample. 100 grams of
sludge were mixed with 100 mL of sterile distilled water
and, after shaking very well for 5 min, it was settled for
half an hour to recover the supernatant. The supernatant
was mixed 1:1 with sterile distilled water and sterilized
in an autoclave at 1.02 kg/cm? for 18 min. Pre-
germination treatments. Seed imbibition in static distilled
water. The seed was imbibed for 20 h in 1000 mL of
static distilled water at 20-21 °C. Seed imbibition in aer-
ated distilled water. Seed was imbibed for 20 h in 1000
mL of aerated distilled water using a fish tank pump and
a Biozon Fragor diffuser stone, at 19-20 °C. Then, all the
seed was dried (75 min) in front of a fan. The dried seed
was kept in the dark. Seed imbibition in 200 mM of
KNO; and NaCl solutions was carried out by dispersing
the seed on 3 sheets of sterile paper towels, in Petri dish-
es, moistened with 5 mL of the KNO; or NaCl solution.
The dishes were placed in a germination chamber (28-
29 °C) in the dark for 10 days. Then, the seed was
washed with running tap water (30 seconds) and placed
in Petri dishes to dry (75 min) in front of a fan. The dry
seed was kept in the dark. The control seed did not re-
ceive pre-germination treatment.

Seed germination. Samples of 25 seeds (4 per experi-
mental condition) were dispersed on triple sheets of
sterile filter paper into Petri dishes, the paper was mois-
tened with 4 mL of sterile distilled water or wastewater,
as the case may be. The seeds were placed in a germina-
tion chamber (28-29 °C) in the dark. The quantification
of the germinated seed was carried out on the indicated
days (Coolbear et al., 1984).

Statistical analysis. The experiments were laid out in a
completely randomized block design.

RESULTS AND DISCUSSION

Seed vigor is a trait that involves: seed dormancy, high
viability, fast and synchronized germination, tolerance to
aging, and optimal seedling establishment, particularly
under stressful conditions. As seeds age, they progres-
sively lose their vigor condition, and they become in-
creasingly sensitive to priming stress that occurs be-
tween the start of priming and radicle emergence

Stress responses induced by pre-germination treatments
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(Bewley et al., 2013). Priming is a transient environmen-
tal cue condition, that induces a process to generate
adaptive responses expressed usually more rapidly and
stronger when exposed to subsequent stress events
(Sharma et al., 2022). Since imbibition of seeds in water
is @ method commonly used to improve their functions
(Artola et al., 2003), it was relevant to define the pattern
of water absorption by tomato seeds until the moment
of germination. The hygroscopic properties of seeds are
associated with their seed coat and internal structure
and constitution (Miano and Augusto, 2018; Saleh et al.,
2018). The water absorption rate can be understood as
moisture diffusion, and as the seed absorbs water, in-
creases its moisture content, a rate that decreases as the
process progresses. The tomato seeds (1.5 g) after 8, 24,
and 54 h of imbibition in water absorbed 36, 55, and
61% respectively of their original dry weight (Figure 1).
After 54 h of imbibition, ~1% of the seeds had already
germinated. After 54 hours of imbibition, the seed
should have carried out phases | and Il of the pre-
germination processes. The degree of hydration of the
seed is an important requirement that is combined with
time for the seed to reach germination capacity. The
critical moisture content has been examined by several
researchers (Chachalis et al., 2008; Singh et al., 2013;
Asomaning and Sacandé, 2019) and also by studying
soil moisture (Hou et al., 2022).

Seeds, after a few minutes of hydration, reestablish respi-
ration (oxygen consumption and CO, release) to gener-

ate energy to carry out metabolic activity before germi-
nation. For this reason, providing O, to the imbibition
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medium should cause a considerable increase in germi-
nation (Al-Ani and Pradet, 1985; Al-Ani et al., 1995; Bew-
ley et al., 2013). Oxygen is also a key signaling factor in
the control of seed germination and dormancy
(Corbineau, 2022), and with it, the reactivation and es-
tablishment of metabolism during seed imbibition, which
leads to the production of reduction power and energy
(ATP). Liu et al, 2012 demonstrated that oxygen im-
proved the metabolism of seeds, and high oxygen availa-
bility in the medium increased the vigor and germination
of stored tomato seeds, since the presence of 0.15%
H,O, caused the best seed germination. Yasin and An-
dreasen, 2016 demonstrated that reduced oxygen con-
centrations can change both the proportion of seeds
that germinate and the germination speed (Tso). The ger-
mination rate of S. lycopersicum seeds decreased if the
O, concentration was below 10%. Seeds of most spe-
cies fail to germinate with restriction or lack of oxygen.
Tomato seeds germinate 50% in 7 days in water at 25 °
C with around 5% oxygen (Corbineau, 2022). The sensi-
tivity to lack of oxygen decreases with decreasing tem-
perature, probably because the solubility of oxygen in
water increases with decreasing temperature (Smok et
al., 1993). Artola et al., (2003, 2003a) demonstrated that,
by imbibing the seed in water, it is possible to increase
the vigor condition of the Lotus corniculatus L. seed and
developed a vigor test based on the reduction of O, in
the germination medium (Artola et al, 2004). Vidal-
Lezama et al., (2018) found differences in daily germina-
tion due to the effect of O, and the average germination
speed (Ts) was much shorter when the seed was
soaked in water with high oxygenation. Based on this

30 35 40 45 50 55 60

Time (h)

Figure 1. The weight of absorbed water by 1.5 g of seed soaked in water at 21-22 °C throughout 54 hours.
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Figure 2. Patterns of germination exhibited by tomato aged seeds (A) and unaged seeds (B) Rio Grande variety, which
had previously received a pre-germination treatment of imbibition in water for 20 h at 21-22 °C with aeration (A-water)

and in static water without aeration (S-water).

information, it was pertinent to determine how this phe-
nomenon is expressed in aged and unaged seeds of the
Rio Grande variety. It can be seen (Figure 2A) that the
degree of synchronization exhibited by aged seeds treat-
ed with high oxygen content was higher because of the
moment at which the maximum frequency of germina-
tion was reached at 48 h and the degree of synchroniza-
tion of the seed keeping in static water was 30% less.
Unaged seeds under the three conditions show a high
degree of synchrony (Figure 2B). These results have
shown that the pattern and degree of synchronization
depend on the physiological condition and potentiality
of seeds to germinate earlier. The procedure applied in
this work to considerably increase the synchronization
of the seed was practical, fast, and safe and was only
based on the oxygenation of the water. Other methods
that have been described to improve seed synchroniza-
tion are time-consuming and labor-intensive (Heydecker
and Beryl, 1978). For example, increases in the synchro-
nization of germination of celery seeds were obtained
by treating the seeds with a solution of the salt mixture
of c.-10 bar potential at 15 °C for 21 days. This treat-
ment resulted in 50% germination of viable seeds in 1 to
4 days at 20 °C, compared to 13 to 7 days for untreated
seeds (Salter and Darby, 1976). Another developed
method consists of subjecting a seed population to a
complex plurality of hydration and dehydration periods
(Berrie and Drennan, 1971).

In the next part of this work, the response of seeds was
determined when they were subjected to pre-
germination treatments during 1, 5, and 10 days of imbi-
bition in 200 mM solutions of KNOs or NaCl. After prim-
ing treatment, seeds were germinated in water to ana-

lyze their germination patterns. The impact of the dura-
tion of imbibition in water on the emergence (Ghassemi-
Golezani et al, 2016), the development of the crop
(Ghassemi-Golezani et al., 2010) and, in yield (Ghassemi
-Golezani et al, 2010a) has been studied. The seed
primed in the KNO; by 10 days exhibited the fastest
germination and the final germination was 89% (Figure
3A) followed by the seed treated 5 days; however, the
seed primed 5 days in the NaCl solution germinated at
the second day 75.9% and the final germination was
86.6%, while the seed primed for 10 days germinated
64% and the final germination was 81.3% (Figure 3B).

According to several researchers, the intensity and dura-
tion of environmental stimuli influence the acquired stress
response of the plant, mediated by stress-associated mole-
cules and metabolites, including phytohormones (Hilker
et al, 2016) and molecular stress memory remains as a
somatic memory for the long term (Ling et al., 2018; Sri-
vastava et al., 2021; Nair et al., 2022).

Patterns of germination of seeds that did not receive pre
-germination treatment, which were germinated in mild
(water) and stressful (wastewater) conditions.

The seed, that did not receive priming treatment, man-
aged to germinate in water after 4 days, 56 % (Figure
4A), and in wastewater (a stressful condition), only 13 %
(Figure 4B).

These results give an idea of the time required for the
seed to germinate under stress conditions. The total ger-
mination registered on day 10 was similar in both kinds
of seeds, in water 75.3 and in wastewater at 72.0 %.
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Figure 4. Germination pattern of seeds in water (A) and in wastewater (a severe stressful condition) (B). Seeds did not receive

priming treatment.

Patterns of seed germination of seeds that were exposed
to a mild pre-germination treatment (imbibition for 20 h
in aerated distilled water) which were germinated in
mild (water) and stressful (wastewater) conditions.

Seeds that received pre-germination treatment in aerat-
ed water on day 4 germinated 80% in water (Figure 5A)
and 68% when germinated in the presence of
wastewater (Figure 5B). These results demonstrate the
effect of pre-germinative treatments on the expression of
the induced response, according to the germination pat-
terns of the seeds. The purpose was to test whether it is

possible to differentiate the expression of the induced
stress response in seeds when they germinate in water
and under stressful conditions. When comparing the
germination patterns of seeds that did not receive prim-
ing treatment shown in Figures 4A and 4B and the corre-
sponding patterns of seeds that were exposed to a mild
pre-germination treatment shown in Figures 5A and 5B,
great differences resulted, which demonstrate the posi-
tive effect of the pre-germinative treatment. It also posi-
tively affected total germination. Germination of seeds
under mild and stressful conditions was 86% and 80%,
respectively, which is higher compared to seeds that did
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Figure 6. Seed germination pattern in water (mild stress condition) (A) and in wastewater (stressful condition) (B). The seeds had
been previously exposed to a stressful pre-germinative treatment in 200 mM NaCl solution.

not receive pre-germination treatment. It is well-studied
that priming seeds in water improves germination under
stress (Khalequzzaman et al., 2023).

Patterns of seed germination of seeds that were exposed
to a pre-germinative treatment in NaCl 200 mM solution
which were germinated in mild (water) and stressful
(wastewater) conditions.

Seeds primed in the 200 mM solution of NaCl germinat-
ed much faster (Figures 6A and 6B) than seeds primed in
water. In 3 days, these seeds germinated in water 75 %
and under stressful conditions 78 %. The induced stress
response was expressed similarly by seeds germinated
under both conditions.

Patterns of seed germination of seeds that were exposed
to a pre-germinative treatment in KNO3; 200 mM solu-

tion which were germinated in mild (water) and stressful
(wastewater) conditions.

The primed seed in the 200 mM KNO:s solution (a stress-
ful condition) was able to germinate 70% in water after
24 hours, with a final germination rate of 84.6%. In
wastewater (a stressful condition), germination barely
reached 37%, and the final germination rate was 80.6%.
Again, the most important difference observed was the
germination kinetics. The induced stress response ex-
pressed by seeds primed with NaCl and KNOj; solutions
differed when seeds were germinated under stressful
conditions. This may be due to the chemical differences
between the compounds NaCl and KNOs, since the
concentration of both priming solutions was the same.
Several researchers have already demonstrated why
seeds that have received pre-germination treatments are
able to germinate in less time, and they explain that it is
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Figure 7. Seed germination pattern in water (mild stress condition) (A) and in wastewater (stressful condition) (B). The seeds had
been previously exposed to a stressful pre-germinative treatment in 200 mM KNOj solution.

Table 1. T5, and total germination values for seeds exposed to various pre-germination

treatments and germinated in different media.

. . . Germination
Pre-germination treatment | Germination media | T, (hours) % Standard
deviation
H,O 80 75.3 4.71
Untreated
Wastewater 125 72.0 432
H,O 50 86.0 1.63
Aerated water
Waste water 69 80.7 4.71
NaCl 200 mM solution H,0 41 80.7 4.71
Waste water 39 88.0 1.63
KNO; 200 mM solution H,0 15 84.7 6.80
Waste water 27 80.7 6.18

due to variations in the expression of the molecular
memory of stress. Sani et al., (2013) and Hilker et al.,
(2016) have shown that the seed before the second
stress event, the molecular stress memory was ready to
respond more quickly and forcefully. Mauch-Mani et al.
(2017) demonstrated that the responses, as well as the
level of tolerance expressed for the plants facing up to
the second and subsequent stress conditions, differed
between primed and unprepared plants. There are varia-
tions in the extent of the induced stress response. It is
possible to consider that these variations are due also to
the degree of the stress condition of the stimulus that
induces the molecular stress memory, so the stress re-
sponses may be less or more forceful. Sani et al. (2013),
also consider that the pre-germination treatment can
cause mild or severe stress and they indicate that "Plants
can acquire tolerance to lethal levels of stress, by estab-
lishing a memory of molecular stress induced by previ-
ous exposure to mild or severe transient stress”. Bruce et

al. (2007) have shown that, after brief exposure to the
stress condition, a new cellular state is established, differ-
ent from the state of the non-exposed plants. Rut
tanaruangboworn et al. (2017), investigated the effect of
priming seeds with different concentrations of potassium
nitrate on rice germination. They demonstrated that
priming with 1% KNO; showed greater seed germina-
tion than priming with 2%. Based on the germination
patterns, seeds expressed the fastest induced stress re-
sponse when germinated in water (Figures 6B and 7B).
Therefore, KNOs was responsible for the faster germina-
tion in seeds set to germinate in water and seeds primed
in the solution of NaCl germinated much faster under
stressful conditions. The induced stress response in-
duced in seeds by a stressful priming treatment is strong-
er than that induced by a mild stress priming treatment.
Higher germination was observed in treated seeds than
in control seeds (Table 1).
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It is proposed in this work to evaluate the stress re-
sponse exhibited by seeds in terms of the rapidity of
their expression. According to the data shown in Table
1, there are differences in the results of the Tso, between
the primed seed in water and germinated in stressful
conditions (wastewater), the time to 50% germination
was 69 h. When seeds are primed under stress condi-
tions (in NaCl or KNOs solutions), these events can be
recorded by the seeds and stored as "molecular stress
memory," which is necessary to configure stress respons-
es to future environmental challenges, which can be
rapid and intense. Therefore, under these conditions, the
time to 50% germination in wastewater was 39 and 27
h, when the induced stress response was induced by
NaCl and KNOs solutions, respectively. In this case, the
stress response induced by the NaCl solution caused
germination to be faster than that of the KNOs solution.

Alivia et al., (2025) indicate the advantages of treating
the seed with NaCl and textually indicate that “seed
priming with NaCl boosted the antioxidant responses in
primed chickpea seedlings to stabilize the PS-I function
and facilitates the flow of electrons for PS-ll, indispensa-
ble for energy generation, thus reducing the need of
starch degradation and maintaining better starch-sugar
equilibrium in primed seedlings”.

The benefits of treated seeds extend beyond the germi-
nation stage, since they generally generate plants with
optimal establishment in the field, with greater vigor and
growth. (Omidi et al., 2009; Shabbir et al., 2013; Sofo et
al, 2014; O'Callaghan, 2016; Fu et al., 2024; Hasanovi¢
et al.,, 2025; Habibi et al., 2025).

CONCLUSION

In conclusion, germination patterns and Tso are informa-
tive indicators of induced stress responses. Both NaCl and
KNO:s priming induced responses, with KNOs generally
producing the fastest kinetics. Germination of primed
seeds was faster and more uniform than that of unprimed
seeds, without compromising total germination.
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RESUMEN

Los humedales artificiales son ecotecnologias que se utilizan para la eliminacién de contaminantes de las aguas resi-
duales, lo cual permite mitigar el impacto ambiental de estas en los ecosistemas acuaticos, por ello, en este estudio
evaluamos la formacién de biopeliculas de tres materiales de soporte, resina epoxica catalizada (RE), concreto recicla-
do (GR) y grava natural (GN) y la remocién de contaminantes. Se construyeron seis humedales utilizando Heliconia
psittacorum como macrofita. Se evaldo remocién de turbidez, oxigeno disuelto, conductividad, potencial de 6xido
reduccién y bioindicadores de contaminacién fecal. El concreto reciclado presenté la mayor eficiencia en la remocién
de coliformes totales (99.9 %) y meséfilos (94.9 %), ademds de ser el dnico material donde todas las cepas identifica-
das formaron biopelicula. La grava natural, aunque tradicional, logré la mayor remocién de coliformes fecales (100 %)
y albergé la mayor diversidad microbiana. En contraste, la resina epdxica mostré baja eficiencia en la remocién micro-
biolégica, pero favorecioé condiciones fisicoquimicas estables y oxigenadas. Estos resultados evidencian la importancia
del material de soporte en los humedales artificiales, tanto en parametros microbiolégicos como fisicoquimicos.

Palabras claves: Humedales artificiales, biopeliculas, remocion de contaminantes y material de soporte.
ABSTRACT

Constructed wetlands are ecotechnologies used for the removal of pollutants from wastewater, helping to mitigate
their environmental impact on aquatic ecosystems. In this study, we evaluated biofilm formation on three support ma-
terials catalyzed epoxy resin (ER), recycled concrete (RC), and natural gravel (NG) as well as their effectiveness in con-
taminant removal. Six wetlands were constructed using Heliconia psittacorum as the macrophyte. We assessed the
removal of turbidity, dissolved oxygen, conductivity, oxidation-reduction potential, and fecal contamination bioindica-
tors. Recycled concrete showed the highest efficiency in removing total coliforms (99.9 %) and mesophilic bacteria
(94.9 %) and was the only material on which all identified strains formed biofilms. Although traditional, natural gravel
achieved the highest removal of fecal coliforms (100 %) and supported the greatest microbial diversity. In contrast,
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epoxy resin demonstrated low efficiency in microbiological removal but promoted stable and oxygenated physico-
chemical conditions. These results highlight the importance of the support material in constructed wetlands, influenc-

ing both microbiological and physicochemical parameters.

Key words: Constructed wetlands, biofilms, contaminant removal and support material.

Recibido: enero 4 de 2025

INTRODUCCION

A nivel mundial, aproximadamente el 70 % del agua
dulce extraida se destina a la agricultura, cerca del 20 %
se emplea en la industria y alrededor del 12 % al uso
doméstico o municipal. Lo cual evidencia como el creci-
miento en la demanda hidrica ha sido impulsado, princi-
palmente por el desarrollo socioeconémico y los cam-
bios en los patrones de consumo (UNESCO, 2024). Este
aumento en la demanda de recursos hidricos se concen-
tra especialmente en ciudades, paises y regiones con un
rapido crecimiento econémico, particularmente en eco-
nomias emergentes. En la gran mayoria de paises en
desarrollo, mas del 80 % del agua utilizada es vertida en
fuentes receptoras sin tratamiento previo, lo que conta-
mina las fuentes de agua dulce y representa una grave
amenaza para la salud pdblica (UNESCO, 2024).

Esta problematica demanda la busqueda de tecnologias
emergentes para el tratamiento de las aguas residuales, que
sean economicas y eficientes. En este contexto los humeda-
les artificiales, se han consolidado como una alternativa pro-
metedora especialmente en comunidades descentralizadas,
debido a su bajo costo de operacion vy alta eficiencia en la
remocion de contaminantes (Ross et al,, 2023).

En los humedales artificiales, la remocion de materia
organica e inorgdnica depende en gran medida de las
comunidades microbianas que colonizan el sistema.
Estas comunidades forman biopeliculas adheridas a los
materiales de soporte del humedal y a la rizosfera de las
plantas (Ji et al., 2022). Por tanto, la eficiencia de estos
sistemas esta estrechamente ligada con el tipo de mate-
rial de soporte, por cuanto este influye en la retencion
de contaminantes, la actividad microbiana y el desarro-
llo de la vegetacion, factores clave en el proceso de de-
puracion del agua residual (Cui et al., 2023).

Si bien, la grava y la arena son los materiales comdn-
mente utilizados, se han identificado limitaciones que
han motivado la busqueda de materiales alternativos y
mas eficientes. Actualmente se exploran materiales natu-
rales, residuos agricolas e industriales y materiales sinté-
ticos (Wang et al., 2020). La seleccién de materiales de
soporte para los humedales artificiales debe considerar

Aprobado: 12 de octubre de 2025

no solo la remocién de nutrientes y la formacién de bio-
peliculas, sino también su viabilidad econémica. Tenien-
do en cuenta los criterios de gasto de capital (CAPEX),
que contempla los costos de adquisicion, traslado, tritu-
rado y gastos operativos (OPEX), relacionados con el
mantenimiento del material en el humedal, reemplazo y
durabilidad (Rizzo et al., 2021).

En su trabajo Khalifa et al., (2020) evaluaron una mezcla
de grava, plastico y caucho con la adicion de espuma de
poliestireno como medio de soporte para un humedal
artificial, observando un aumento en la eficiencia de re-
mocién de demanda quimica de oxigeno (DQO) del 71
% al 88 % y de sélidos suspendidos totales (SST) del 83
% al 88 %. También se registraron mejoras en la remo-
cion de amoniaco del 66 % al 78 %, para fosfatos del 78
% al 85 % y para coliformes totales del 97 % al 99 %.

Por su parte Sandoval Herazo et al., (2023) encontraron
como el uso de tereftalato de polietileno (PET) como
medio de soporte en humedales artificiales; permite al-
canzar eficiencias de remocion para DQO del 87 %,
para demanda biolégica de oxigeno (DBO) del 81 %,
para SST del 65%, para fosforo total (PT) del 85 % vy
para nitrégeno total (NT) del 52 %.

Dado que los materiales convencionales presentan una
superficie limitada para la formacién de biopeliculas. Se
ha propuesto el uso de sustratos con mayor area superfi-
cial y propiedades hidrofilicas que mejoren la adhesion
de los microorganismos y, en consecuencia, mejorar la
eficiencia del tratamiento mediante el aumento de la
asimilacién de nutrientes (Zaboon et al., 2022).

En este contexto el presente estudio tuvo como objetivo eva-
luar la eficacia de tres tipos de materiales de soporte en hume-
dales artificiales de flujo subsuperficial (RE, GR y GN) en la for-
macién de biopeliculas y la remocién de contaminantes.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio.
El experimento se realizé en la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia, en Medellin, Colombia.
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Figura 1. Configuracién del sistema de humedales artificiales.

Caracteristicas del agua residual.

Los humedales artificiales fueron alimentados dos veces
por semana con aguas residuales domésticas, recolecta-
das de una caja de inspeccién conectada a los desagiies
de los banos de la zona administrativa y de la cafeteria
principal de la institucién. Las aguas residuales fueron
previamente tratadas mediante sedimentacién primaria,
posteriormente fueron diluidas, adicionando 10 % de
agua residual y 90 % de agua potable; esto con el fin de
simular bajas concentraciones de carga organica.

Para la caracterizacién del agua residual, se evaluaron
parametros fisico-quimicos y microbiolégicos como turbi-
dez (NTU), conductividad eléctrica (uS/cm), pH, poten-
cial redox (mV), oxigeno disuelto (mg/L), DQO (mg/L) y
bioindicadores de contaminacion fecal (NMP/100 mL).

Construccion del sistema de humedales.

Se construyeron humedales artificiales de flujo subsuper-
ficial horizontal, empleando estructuras de concreto con
dimensiones internas de 93 c¢cm de largo, 35 cm de an-
cho y 23 cm de alto (Figura 1). Cada humedal fue imper-
meabilizado adecuadamente para evitar filtraciones y
garantizar el control del flujo hidraulico (Figura 2a). El
volumen operativo del agua dentro de los humedales
fue ajustado a una altura de 18 cm.

El sistema fue disefado para operar con un caudal cons-
tante de 253 £ 5 mlL/min, equivalente a un volumen
diario de aproximadamente 364 L/dia. Este caudal fue
distribuido de forma controlada mediante un sistema de
tuberias de PVC conectado a un tanque de almacena-
miento de 500 L, el cual permiti6 el almacenamiento,
pretratamiento y distribucién del agua residual domésti-
ca, la cual habia pasado por procesos de sedimentacién
primaria. Para el ensayo, se utilizaron diluciones del

afluente para alcanzar una concentraciéon de DQO de
80 mg/L O, £ 5.

Se instalaron dos humedales por cada tipo de material
soporte, (GN, GR y RE). Desde el punto de vista hidrauli-
co, cada humedal presenté un volumen efectivo de tra-
tamiento de aproximadamente 59 L, lo que permitié
estimar un tiempo de retencién hidraulica (TRH) de 4
horas. Ademads, considerando una concentracion media
de DQO en el afluente de 80 mg/L O, = 5, se calculé
una carga organica superficial de aproximadamente 90
g DQO/m?/dia (Yu et al., 2022).

Como macrofita se utilizé en este experimento Heliconia
psittacorum, plantada en los humedales con una densidad
de 10 plantas en cada humedal, las plantas contaban con
20 cm £ 3 de alto. Durante la experimentacion, se realiza-
ron observaciones del buen estado de las plantas.

Formacion de Biopeliculas.

La capacidad de formacién de biopeliculas se evalué me-
diante dos métodos. El primer método evaluado fue la
adhesion a placas de poliestireno con cristal violeta y el
segundo fue el crecimiento en caldo de Papa Dextrosa
(PDC) (ver Figura 7 y Figura 8d). Se tomaron muestras de
la biopelicula formada directamente de cada soporte del
humedal con la ayuda de un hisopo de algodoén estéril y
se paso a un Erlenmeyer con 25 mL de solucién salina
estéril al 0.85 %. Se mezclé por 20 minutos a 80 rpm con
el fin de eliminar las células no adheridas; se descart6 el
sobrenadante y se procedié a la siembra de las muestras
realizando diluciones seriadas de las muestras en agua
destilada estéril desde 10" hasta 10° (esto depende de la
concentracion de la biopelicula en muestra), posterior-
mente se sembraron las diluciones en medios selectivos y
diferenciales; para realizar la caracterizacién fenotipica de
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Figura 2. Construccion de los humedales artificiales: a) Construcciéon de humedales en concreto e imper-
meabilizacion. b) Sistema de humedales con materiales de soporte.

las bacterias formadoras de biopelicula (Restrepo Sierra et
al.,, 2021).

Caracterizacion morfologica y bioquimica de los aisla-
mientos bacterianos.

La caracterizacion microbiolégica de los aislamientos bac-
terianos se realiz6 mediante analisis macroscopico de las
colonias, analisis microscopico, pruebas bioquimicas y
finalmente VITEK® 2. Para la caracterizacion macroscopi-
ca, se evaluaron aspectos como forma, tamano, eleva-
cion, superficie, textura y color de las colonias (Funari &
Shen, 2022). En el andlisis microscépico, se empled la
tincion de Gram para determinar la morfologia celular, su
agrupacién y la presencia de esporas; esta coloracion se
verific con la prueba de KOH al 3 %. Para determinar en
las colonias la relacién con el oxigeno, se realizé la incu-
bacién en agar sangre bajo condiciones aerobias y anae-
robias; para estas dltimas, se us6 una jarra de anaerobio-
sis con sobres generadores e indicadores de la ausencia
de oxigeno, manteniendo las muestras en incubacion
durante 8 dias (Yang et al., 2023).

La identificacién bioquimica incluyé pruebas enzimati-
cas para detectar catalasa y oxidasa, asi como andlisis
bioquimicos en medios selectivos y diferenciales: Sulfu-
ro-Indol-movilidad (SIM), tripe azdcar hierro (TSI), urea,
citrato Simmons y reduccion de nitratos a nitritos. Estas
pruebas fueron incubadas a 35 £ 2 °C, con lecturas a las
18, 48 y 72 horas. Finalmente, se empleé el sistema VI-
TEK® 2 para la identificacion de bacterias mediante tar-
jetas para cocos Gram positivos (GP), bacilos Gram ne-
gativos (GN) y bacilos Gram positivos esporulados (BCL)
(Tunlid & White, 2021).

Meétodos analiticos. El muestreo de la calidad del agua se
realizé de acuerdo con las instrucciones para el muestreo

de aguas residuales del Instituto de Hidrologia, Meteoro-
logia y Estudios Ambientales (IDEAM, 2007). Se realiza-
ron mediciones de parametros fisicoquimicos como turbi-
dez, medida con turbidimetro portatil HF Scientific Micro
Tpw, las mediciones de conductividad eléctrica (uS/cm),
pH, potencial redox (mV), oxigeno disuelto (mg/L) se
realizaron con multipardmetro HACH. Los anadlisis micro-
biol6gicos de indicadores de contaminacién fecal y de
proceso, se cuantificaron mediante el método de filtra-
cién por membrana y ndmero mas probable (NMP).

RESULTADOS Y DISCUSION

Turbidez.

En el humedal con grava natural (Figura 3), se observé
una disminucién de la turbidez desde 2.3 NTU en el
primer muestreo hasta 1.3 NTU en el segundo, lo que
sugiere una mejor estabilizacion del sistema con el paso
del tiempo. Aunque la grava es un material tradicional-
mente empleado en sistemas de tratamiento, puede
presentar limitaciones en su capacidad de adsorcién y
filtracion en comparacion con otros materiales (Rizzo et
al, 2021).

Por su parte, el humedal con resina epdxica catalizada
mostré una tendencia opuesta. La turbidez aumenté de
1.1 NTU en el primer muestreo a 5.0 NTU en el segun-
do, lo que indica una disminucién en la eficiencia del
sistema. Este comportamiento podria estar relacionado
con problemas operativos, como colmatacién, despren-
dimiento de biopelicula o alteraciones en el flujo hidrau-
lico, que afectaron el desempeio del humedal.

Con respecto al humedal con concreto reciclado, se obser-
vO una estabilidad en los niveles de turbidez en ambos
muestreos, con valores de aproximadamente 1.4 y 1.2
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Figura 3. Remocién de turbidez de los humedales artificiales con los diferentes materiales de

soporte en los dos muestreos realizados.

NTU, sin diferencias significativas. Este comportamiento
refleja un desempefio consistente del sistema, lo que posi-
ciona al concreto reciclado como una alternativa eficiente
y confiable para la remocién de turbidez en aguas residua-
les. Este material, proveniente de residuos de construccion,
puede ofrecer una mayor superficie especifica y caracteris-
ticas fisicoquimicas favorables que mejoran la adsorcion y
retencion de particulas. Su textura rugosa y porosa facilita
estos procesos, y ademads puede influir positivamente en
fenémenos como la coagulacion y floculacién, contribu-
yendo a una mayor eficiencia en la remocién de solidos
suspendidos (Fluet-Chouinard et al., 2023).

En general, todos los materiales evaluados lograron una
reduccién considerable de la turbidez en comparacion
con el afluente. Sin embargo, el andlisis comparativo de
medias (p < 0.05) muestra como los humedales con gra-
va natural y concreto reciclado presentaron mejores
resultados, a diferencia de la resina epodxica catalizada,
cuyo desempefio fue variable.

Parametros fisicoquimicos.

Los resultados de la Figura 4, muestran cémo los diferen-
tes materiales de soporte en los humedales artificiales in-
fluyen en los parametros fisicoquimicos del agua residual
tratada; en cuanto a la conductividad eléctrica (Figura 4a)
se muestra que el concreto reciclado presenta la mayor
conductividad eléctrica, especialmente en el muestreo 2,
superando los 22 puS/cm. Esto podria deberse a la posible
liberacion de sales u otros compuestos idnicos desde el
material hacia el agua.

En cambio, la resina epodxica catalizada mostré los valo-
res mas bajos de conductividad en ambos muestreos,
por debajo del valor del afluente, lo cual sugiere una
posible capacidad de retencion de iones o una menor
interaccion iénica con el agua. La grava natural tuvo un
comportamiento intermedio, con una ligera disminucién
respecto al afluente en el muestreo 1 y un leve aumento
en el muestreo 2.

Con respecto al potencial redox (Figura 4b), la resina
epoxica catalizada mantuvo el potencial redox mas alto
en ambos muestreos, incluso por encima del valor del
afluente, lo que indica un ambiente mas oxidante favora-
ble para ciertos procesos aerobios. La grava natural mos-
tr6 una reduccién del potencial redox en el muestreo 2
respecto al afluente, aunque en el muestreo 1 se mantu-
vo relativamente cerca del valor del afluente y el concre-
to reciclado exhibe una notable disminucién del poten-
cial redox en el muestreo 2, lo que puede indicar condi-
ciones mas reductoras, posiblemente asociadas a acu-
mulacién de materia orgdnica o menor oxigenacion.

En la Figura 4c se puede observar que todos los materiales
mostraron valores de pH ligeramente superiores al del
afluente en el muestreo 1. En el muestreo 2, el pH se man-
tuvo constante o ligeramente por debajo del valor del
afluente, especialmente en el caso de la grava natural y el
concreto reciclado. La resina epoxica mostré una mayor
estabilidad en los valores de pH entre los muestreos.

Con respecto al oxigeno disuelto (Figura 4d). Se observo
en el muestreo 2, en todos los casos un aumento res-
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Figura 4. Parametros fisicoquimicos evaluados en los humedales artificiales con los diferentes materiales de soportes: a) conduc-
tividad eléctrica, b) potencial de éxido reduccién, c) pH y d) oxigeno disuelto.

pecto al afluente, siendo el concreto reciclado el que
logré el mayor valor. En el muestreo 1, los valores de
oxigeno disuelto fueron menores en todos los materia-
les, lo que puede estar relacionado con la etapa de
adaptacién del sistema o menor actividad microbiana.
La resina epodxica catalizada y el concreto reciclado
mostraron una recuperacién importante del oxigeno
disuelto en el muestreo 2.

Estos resultados evidencian que el tipo de material de
soporte influye en los parametros fisicoquimicos del
agua tratada. La resina epodxica catalizada parece favore-
cer condiciones mas estables y oxigenadas, mientras
que el concreto reciclado aumenta significativamente la
conductividad eléctrica y reduce el potencial redox. La
grava natural, aunque es el material tradicional, mostré
un comportamiento intermedio en la mayoria de los
parametros.

Eficiencia de remocion de bioindicadores de contami-
nacion fecal y de proceso.

La mayor eficiencia de remocién para coliformes totales,
se observa en el humedal con concreto reciclado (99.9
%), seguido por el humedal con grava (99.7 %) y hume-
dal con resina epoéxica (56.9%). Los residuos de concre-
to reciclado parecen ser mas efectivos en la remocién
de coliformes totales comparados con la grava y los resi-
duos de resina epoxica.

En cuanto a la remocién de coliformes fecales (E. coli), los
humedales con resina epdxica y concreto reciclado pre-
sentaron una eficiencia de remocion igual del 98.3% vy el
humedal con grava natural logré remover el 100 % de
coliformes fecales, lo cual sugiere que la grava convencio-
nal es mas eficiente para los procesos de remocién de
coliformes fecales (Zhong et al., 2024). Para mesdfilos el
humedal con concreto reciclado remueve un 94.88 %
logrando las mayores eficiencias, seguido del humedal
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Figura 5. Eficiencia de remocion de bioindicadores en los humedales con los diferentes materiales de

soporte.

con grava natural con un 90 % vy por ultimo el humedal
con resina epdxica con un 34.6 %. Segun el andlisis esta-
distico de varianzas no hay diferencias significativas entre
la grava natural y el concreto reciclado para la remocién
de coliformes totales y aerobios mesdfilos.

La eleccion del material de soporte en humedales artifi-
ciales debe considerar el tipo especifico de microorga-
nismos que se desea remover; para remocién en general
de coliformes y mesdfilos, los residuos de concreto pue-
den ser la mejor opcién (Suarez et al., 2023).

Identificacion de microorganismos y formacion de bio-
peliculas. Durante el analisis microbiolégico de los hu-
medales con distintos materiales de soporte, se logré la
identificacién de un total de 21 cepas microbianas. La
distribucion de estas cepas mostré una variabilidad aso-
ciada al tipo de material utilizado en los humedales artifi-
ciales. El humedal con grava natural fue el que albergo
la mayor diversidad microbiana, con un 29 % de las ce-
pas identificadas; por su parte, la resina epoxica cataliza-
da present6 un 24 % de las cepas identificadas y el ma-
terial con menor cantidad de microorganismos identifi-
cados fue el concreto reciclado con un 14 % (Figura 7).

Estos resultados sugieren que la grava natural favorece
una mayor colonizacién microbiana, posiblemente debi-
do a su estructura porosa. La resina epoxica, a pesar de
ser un material sintético, también mostré una capacidad
intermedia para soportar crecimiento microbiano (Jiang

et al., 2024). En contraste, el concreto reciclado presen-
t6 una menor diversidad de cepas, lo que podria deber-
se a caracteristicas fisicoquimicas menos favorables para
la fijacion y desarrollo microbiano, como su alcalinidad
o textura superficial.

En la Tabla 1 se presentan las cepas microbianas aisladas
de los diferentes materiales de soporte utilizados en los
humedales artificiales. En el afluente se identificaron dos
cepas Klebsiella pneumoniae (algunas cepas no forman
biopelicula) y Acinetobacter radioresistens (formadora de
biopelicula). Esto muestra que ya existen bacterias con
potencial para colonizar los sistemas antes del ingreso al
humedal, algunas de las cuales pueden establecerse en
los materiales de soporte.

En el humedal que contiene concreto reciclado se iden-
tificaron seis cepas, entre las cuales destacan Bacillus
cereus, Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus y una
muestra sin identificacion (NO ID). Todas las cepas aisla-
das en este material mostraron capacidad para formar
biopelicula, lo que indica que el concreto reciclado pro-
porciona condiciones favorables para la adherencia y
crecimiento microbiano. Esta propiedad podria estar
asociada a su textura rugosa y porosidad, que favorecen
la colonizacion bacteriana.

En el humedal con grava natural, se aislaron siete cepas,
entre ellas Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumo-
niae, Aeromonas sobria, Pseudomonas mendocina,
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Figura 6. Porcentaje de microorganismos en los humedales con los diferentes materiales de soporte.

Tabla 1. Microorganismos identificados en los humedales artificiales con diferentes mate-
riales de soporte.

Muestra Microorganismo Formacién de biopelicula
Klebsiella pneumoniae -
Afluente
*Acinetobacter radioresistens +
*Bacillus cereus +
Concreto reciclado Bacillus anthracis +
Staphylococcus aureus +
Bacillus anthracis +
NO ID +
Bacillus cereus +
*Enterobacter aerogenes +

*Klebsiella pneumoniae -

Grava natural
*Aeromonas sobria -

*Rautella planticola -

*Pseudomonas mendocina -

NO ID N

*Raultella planticola -

*Klebsiella pneumoniae +

*Pantoea aglomerans -

Resina epéxica *Pseudomonas aeruginosa +
catalizada *Enterobacter asburrae +
*Rautella planticola +

*Pseudomonas putida +

* Microorganismos identificados mediante VITEK® 2.
+ Cepas formadoras de biopeliculas,
- Cepas que no tienen la capacidad de formacién de biopeliculas.
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Figura 7. Placa de poliestireno tefiida con cristal violeta al 0.25 %: a) aislados productores de biopeliculas, b) aislados no
productores de biopeliculas. Se sefiala con flecha de color negro en la imagen 7a la adhesién del colorante a las células for-

madoras de biopelicula.

Figura 8. Cepa de Pseudomonas putida aislada del humedal con concreto reciclado: a) Tincién de Gram, b) crecimiento en agar san-
gre, ¢) crecimiento en agar selectivo para Pseudomonas sp., (agar cetrimide) y d) formacién de biofilm en agar papa dextrosa.

Raoultella planticola y una muestra sin identificacion. A
diferencia del concreto reciclado, solo dos cepas forma-
ron biopelicula, mientras que cinco no lo hicieron (Tabla
1). Este resultado sugiere que, aunque la grava natural
permite la colonizacién por una diversidad de microor-
ganismos, no todos presentan capacidad para formar
estructuras adheridas en este sustrato, posiblemente
debido a caracteristicas superficiales menos propicias.

Del humedal que contenia como material de soporte
resina epoxica catalizada, se aislaron seis cepas, inclu-
yendo Pantoea aglomerans, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Raoultella planticola y Enterobacter
asburrae. De estas, cuatro cepas mostraron capacidad
de formar biopelicula. La resina epoxica, a pesar de ser
un material sintético, parece ofrecer una superficie ade-
cuada para la adhesién bacteriana, especialmente en los
géneros Pseudomonas y Raoultella.

El concreto reciclado fue el dnico material donde todas
las cepas aisladas formaron biopelicula, lo cual puede
representar una ventaja para procesos de tratamiento

biolégico. La grava natural, a pesar de presentar una
mayor diversidad de cepas, mostré la menor proporcion
de cepas formadoras de biopelicula y la resina epdxica
catalizada present6 un equilibrio entre diversidad micro-
biana y formacién de biopelicula, con una predominan-
cia de bacterias del género Pseudomonas, cominmente
asociadas a biofilms activos en ambientes acuaticos.

La presencia de cepas potencialmente patégenas, como
Klebsiella pneumoniae, S. aureus 'y Bacillus anthracis, resal-
ta la importancia de monitorear los riesgos microbiolégi-
cos en estos sistemas, especialmente si se busca una apli-
cacién en ambientes expuestos o reutilizacion del agua.

De las 21 cepas identificadas solo 14 mostraron capaci-
dad de formacion de biopelicula en laboratorio, para
esta identificacion, la micro titulacion con cristal violeta
demostré ser altamente efectiva en la deteccion de bio-
peliculas bacterianas (Figura 7). Mediante este método,
se observé una marcada formacién de biopeliculas, evi-
denciando la capacidad de ciertas cepas bacterianas
para desarrollar estas estructuras microbianas en condi-
ciones de laboratorio, este método se muestra eficiente
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Figura 9. Algas y protozoos identificados en los humedales artificiales mediante microscopia a 40x: a) Centro-
pyxis sp., b) Nematodo., c) Euglypha sp, d) algas y huevo de Ascaris lumbricoides y e) Algas.

debido a su simplicidad, bajo costo y alta reproducibili-
dad, proporcionando resultados consistentes en todas
las réplicas. El caldo papa dextrosa (Figura 8d) también
resulté ser un medio efectivo, econémico vy facil de usar,
mostrando una correlacion positiva con los resultados
obtenidos con cristal violeta.

Las biopeliculas proporcionan a las células microbianas
una mayor tolerancia contra condiciones ambientales
adversas, patdogenos y antimicrobianos, y productos qui-
micos dafinos. Las comunidades de biopeliculas bacte-
rianas son mds robustas y presentan mayor resistencia a
los contaminantes organicos, debido a la alta propor-
cién de biomasa microbiana y la capacidad de inmovili-
zacion (Mishra et al., 2022); por lo tanto, estas comuni-
dades de biopeliculas pueden participar en la sorcién y
metabolizacién de contaminantes organicos y metales
pesados, mediante la produccion de enzimas extracelu-
lares a través del patréon de expresion bien controlado
de genes gobernado por el sistema de senalizacion de
comunicacion celular, conocido como deteccion de
quérum sensing (Rizzo et al., 2021).

Identificacion de algas y protozoos.

En la Figura 9 se presentan una serie de imagenes captu-
radas al microscopio 6ptico de campo claro con aumen-
to de 40x, correspondientes a distintos microorganismos
observados en las muestras tomadas de los humedales
artificiales con diferentes materiales de soporte. Estos
organismos reflejan la diversidad biolégica del sistema y
su posible rol en los procesos de depuracion.

En la Figura 9a se identificé Centropyxis sp. un protozoo
ameboide con forma irregular y prolongaciones o pseu-
dopodos. Su presencia indica actividad microbiologica
asociada a la descomposicién de materia organica. En la
imagen 9b se observé un nematodo, organismos multi-
celular, alargado, de movimientos activos. Su presencia
sugiere un ecosistema maduro con niveles troficos mas
desarrollados, donde los nematodos participan en la
regulacion de poblaciones bacterianas.

En la Figura 9c se identificé a Fuglypha sp., ameba testa-
cea con una capsula silicea externa en forma de concha,
con aberturas terminales. Este organismo es bioindica-
dor de ambientes bien oxigenados y participa activa-
mente en el consumo de bacterias.

En la Figura 9d se aprecian estructuras algales, junto a
una forma ovalada compatible con un huevo del helmin-
to o Ascaris lumbricoides. La presencia de algas eviden-
cia actividad fotosintética dentro del sistema, mientras
que los huevos parasitarios sugieren contaminacion fe-
cal en el afluente. Y en la figura 6d se observan estructu-
ras consistentes con algas.

Estos microorganismos cumplen roles ecoldgicos clave
como la degradacién de materia organica, el reciclaje de
nutrientes y la regulacion de poblaciones microbianas.
Ademads, la presencia de huevos de helmintos resalta la
necesidad de un monitoreo continuo de contaminantes
biolégicos en aguas residuales.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio resaltan la importancia de
una adecuada seleccion del material de soporte en hu-
medales artificiales, ya que este factor influye significati-
vamente en la eficiencia de remocién de diversos conta-
minantes. En particular, el concreto reciclado mostro
mayores tasas de remocion de coliformes totales, aero-
bios mesdfilos y turbidez. De hecho, fue el Gnico mate-
rial donde todas las cepas aisladas presentaron capaci-
dad para formar biopelicula, lo que representa una ven-
taja potencial en sistemas de tratamiento biolégico.
Aunque la grava natural mostré una mayor diversidad
microbiana, su proporcién de cepas formadoras de bio-
pelicula fue menor. La resina epodxica, podria considerarse
una opcién viable en escenarios donde se priorice la re-
mocion de material particulado y contaminantes micro-
biolégicos especificos como los coliformes fecales. En
conjunto, estos hallazgos aportan informacion valiosa
para el disefio y la optimizacion de sistemas de tratamien-
to de aguas residuales mediante humedales construidos.

Se identifica la necesidad de profundizar en la caracteri-
zacion fisicoquimica de los materiales de soporte utiliza-
dos en humedales artificiales, enfocados en analizar pro-
piedades como la porosidad, rugosidad superficial, com-
posicién quimica y capacidad de intercambio iénico.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Electrobiorremediacion de suelos contaminados con HAP
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RESUMEN

El consumo de combustibles a nivel mundial ha provocado un aumento en los derrames de petréleo impactando ne-
gativamente el medio ambiente, especialmente en el suelo. La contaminacién por hidrocarburos, particularmente los
HAPs, es una preocupacion debido a su toxicidad. Este estudio se centr6é en evaluar la electrobiorremediacion combi-
nada con bioestimulacién para degradar HAPs en un suelo de la Patagonia cronicamente contaminado por una explo-
tacion petrolera convencional. La investigacion fue por un periodo de 60 dias, utilizando 600 g de suelo provenientes
de un sitio impactado con hidrocarburos, en cubas con y sin campo eléctrico constante (0,5 V/cm, con inversion de
polaridad cada 4 dias), y con o sin la adicion de nutrientes especificos (urea y fosfato monopotasico en una relacién
C:N:P de 100:10:1). Se monitoreé pH, la conductividad eléctrica, humedad, bacterias degradadoras de hidrocarburos
y concentracion de HAPs por HPLC y metales pesados. Los resultados mostraron que la aplicacion del campo eléctri-
co mejord la biodegradacion de HAPs, logrando hasta un 67,88% de reduccién en los sistemas sin nutrientes, en con-
traste con el 38,59% observado en los controles. La mayor degradacion se observé en HAPs de 2 y 3 anillos aromati-
cos, coincidiendo con un incremento en el nimero de bacterias en los sistemas electroestimulados. No obstante,
la adicion de nutrientes no generé el impacto positivo esperado, e incluso en ciertos casos, el aumento del pH por la
urea afecté negativamente la actividad microbiana. Esto destaca el potencial de esta técnica para la recuperacién de
ecosistemas de suelos contaminados con petréleo.

Palabras clave: campo eléctrico, bacterias, hidrocarburos poliaromaticos.
ABSTRACT

Global fuel consumption has led to an increase in oil spills, negatively impacting the environment, especially the soil.
Hydrocarbon contamination, particularly PAHSs, is a concern due to its toxicity. This study focused on evaluating elec-
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trobioremediation combined with biostimulation to degrade PAHSs in a Patagonian soil chronically contaminated by
conventional oil exploitation. Experiments lasted 60 days, using cubes with and without a constant electric field (0.5 V/
cm, with polarity reversal every 4 days), and with or without the addition of specific nutrients (urea and monopotassi-
um phosphate in a C:N:P ratio of 100:10:1). pH, electrical conductivity, humidity, hydrocarbon-degrading bacteria,
and PAH concentrations were monitored by HPLC and heavy metals. The results showed that the application of the
electric field enhanced PAH biodegradation, achieving up to 67.88% reduction in systems without nutrients, in con-
trast to the 38.59% observed in the control systems. The greatest degradation was observed in PAHs with two and
three aromatic rings, coinciding with an increase in the number of bacteria in the electrostimulated systems. However,
the addition of nutrients did not have the expected positive impact, and in some cases, the increased pH caused by
urea negatively affected microbial activity. This highlights the potential of this technique for the recovery of ecosystems

in oil-contaminated soils.

Key words: electric field, bacteria, polyaromatic hydrocarbons.

Recibido: febrero 10 de 2025

INTRODUCCION

Las necesidades de combustible debido a la expansion
demogréfica han provocado un aumento masivo de su
consumo en todo el mundo. El proceso de la extraccién
de petréleo y de su transporte tanto dentro como fuera
de los yacimientos, genera incidentes que tienen como
consecuencias un gran impacto en el ambiente, mas
precisamente en el suelo. Estos derrames de petréleo
tienen un impacto significativo en los elementos socio-
econémicos (Fu et al.,, 2021). Especificamente, la conta-
minaciéon por hidrocarburos de petréleo ha sido una
preocupaciéon ambiental crucial que contamina el suelo,
el agua y la atmésfera. Implementar métodos de control
adecuados es esencial para recuperar los recursos petro-
leros y también para cumplir con los estandares de pro-
teccion ambiental (Li et al., 2023; Jagaba et al., 2022).

El petréleo crudo es una mezcla heterogénea constitui-
da por diferentes componentes organicos de tipo alifati-
cos y aromadticos, cicloalcanos, asfaltenos y resinas, algu-
nos pueden contener también metales pesados (Sancho
et al., 2020). Los metales pesados, junto con los hidro-
carburos del petréleo crudo, generan contaminacién
(Karbassi et al, 2015). Una mezcla de hidrocarburos
aromaticos vy alifaticos procedentes de productos del
petroleo crudo se ha definido utilizando el término
“hidrocarburos totales del petréleo” (TPH), y ambos
pueden ser tdxicos para los microorganismos del suelo,
ademas de beneficiosos como fuente de carbono
(Maliszewska-Kordybach y Smreczak, 2013). Los hidro-
carburos aromaticos policiclicos (HAPs), el petroleo y
sus derivados representan las principales fuentes de con-
taminacion del suelo (Krzyszczak y Czech, 2021). Estos
grupos de contaminantes organicos figuran como priori-
tarios y reciben considerable atencién debido a sus pro-
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piedades téxicas, genotoxicas, mutagénicas y potencial-
mente cancerigenas (Aravind et al., 2022).

La contaminacion del suelo con petréleo crudo se ha
convertido en un grave problema para el ambiente. El
impacto de este genera un cambio en las comunidades
bacterias aumentado el nimero de las que pueden bio-
degradar los hidrocarburos en decrecimiento de las bac-
terias que no lo utilizan como fuente de carbono y ener-
gia. Siempre hay que considerar las interacciones que se
presentan, la actividad microbiana puede verse restringi-
da debido a tensiones abiéticas como la baja porosidad
de suelo, su elevada salinidad y la presencia de metales
e hidrocarburos téxicos (Abdul Rahman et al., 2021).

Las técnicas bioldgicas son un proceso de remediacion
eficaz, accesibles en costos y respetuoso con el ambien-
te que se han implementado ampliamente en areas con-
taminadas por petréleo. Existen muchas técnicas dispo-
nibles para remediar hidrocarburos, incluidos métodos
in situ y ex situ, como tratamientos biolégicos, quimicos
y electroquimicos (Widera et al., 2024).

En el proceso de biorremediacién, los microorganismos
utilizan naturalmente los hidrocarburos del petréleo co-
mo fuente de energia, convirtiéndolos asi en compues-
tos no peligrosos. La bioestimulacién implica la adicion
de sustancias estimulantes, como nutrientes o biopoli-
meros, que favorecen el crecimiento de microrganismos
y su naturaleza enzimatica en el ambiente contaminado.
Durante la técnica de bioestimulacién, se puede lograr
una composiciéon microbiana mas abundante que con-
duzca a una mejor remediacion (Behera et al., 2021).

La electrobiorremediacion surgié como una alternativa
prometedora hace varias décadas, que combina la capa-
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cidad de degradacién de las bacterias y los procesos
que tiene el campo eléctrico sobre los suelos y contami-
nantes, con el objeto de superar las limitaciones inheren-
tes de la biorremediacion. La aplicacién del campo eléc-
trico mejora la biodisponibilidad de los contaminantes
del suelo proporcionando las condiciones necesarias
para el desarrollo microbiano (Gill et al.,, 2014; Came-
selle & Reddy, 2022). El transporte electrocinético es
especialmente apropiado en suelos de baja permeabili-
dad como las arcillas, donde otros métodos para sumi-
nistrar oxigeno y nutrientes no son efectivos. La electro-
biorremediacion se fundamenta en tres procesos, elec-
tromigracion, electro6smosis y electroforesis. La electro-
o6smosis es el movimiento del agua a través del suelo
desde el dnodo hasta el catodo en una celda electroliti-
ca. Esto genera un movimiento de arrastre de los hidro-
carburos y una distribucién de la humedad. La electro-
migracion es el transporte de iones y complejos idnicos
al electrodo de carga opuesta. La concentracién de sales
tiene un impacto en el microbiota presente en el suelo.
La electroforesis es el transporte de particulas cargadas
o coloides bajo la influencia de un campo eléctrico. Di-
versos autores estan aplicando estos sistemas, pero ge-
neralmente los realizan sobre suelos saturados en agua,
elemento que es dificil en los suelos donde las precipita-
ciones anuales son muy bajas.

El objeto de este trabajo fue evaluar la técnica de elec-
trobiorremediacion y estimulacion por el agregados de
nutrientes para la degradacién de hidrocarburos poliaro-

Suelo sin Nutrientes
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maticos (HAPs), de un suelo proveniente de la explota-
cion hidrocarburifera convencional.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo. La muestra de suelo utilizada fue co-
lectada de un area de tratamiento de suelos contamina-
dos con hidrocarburos por la tecnologia de biopilas perte-
neciente a una empresa petrolera de la Region Patagoni-
ca Cuenca del Golfo San Jorge (CSJB). Las muestras fue-
ron tomadas a profundidades entre 10 y 30 cm tamizadas
previamente al armado de las experiencias.

Experiencia de electrobiorremediacion. Se llevaron a
cabo experimentos electrocinéticos a potencial constan-
te utilizando una cuba de vidrio para pruebas electroci-
néticas cuyas dimensiones fueron de 38 cm de largo, 15
cm de profundidad y 15 cm de ancho (Figura 1). Para
las pruebas con aplicacién de campo eléctrico se reali-
zaron dos sistemas denominados cuba A y cuba B, siny
con agregado de nutrientes para bioestimulacién, res-
pectivamente. En cada cuba se colocaron 600 g de sue-
lo con humedad del 12% y a la cuba B se fertiliz6 con
urea y fosfato monopotasico para lograr una relacién
C:N:P de 100:10:1. La experiencia fue realizada por
duplicado durante 60 dias, a 28°C, con aplicacion de un
campo eléctrico constante de 0,5 V/cm con inversién
de su polaridad cada 4 dias. Por otro lado, se confeccio-
naron dos sistemas control sin aplicacion de campo
eléctrico, uno fertilizado con nutrientes (SN) y otro sin la

F3 B BOWIR Sl h. ™

I _,.—\.\_\‘.'

f
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Figura 1. Celda de electrobiorremediacion utilizada para el desarrollo de las experiencias en las que se aplicé el campo eléctrico con

rotacién de la polaridad cada 4 dias.
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incorporacion de fertilizantes (SH). La humedad se con-
trolé semanalmente mediante un método gravimetro y
se mantuvo en aproximadamente el 12 %. El monitoreo
de los sistemas se realizé al comienzo vy final de la expe-
riencia, teniendo la precaucién de tomar muestras de
los sistemas con aplicacién de campo eléctrico (cuba A
y B) en los sitios del compartimento central denomina-
dos A1, A2 y A3 de la cuba sin nutrientes; y B1, B2 y B3
de las cubas con agregado de nutrientes como se mues-
tra en la Figura 1. En los sistemas sin aplicacion de cam-
po eléctrico solo fue tomada una muestra compuesta
para su andlisis en los tiempos antes descritos.

Conteo de bacterias. Se realizé una suspension de 10 g
de suelo en 90 mL de solucion fisiologica. Se homoge-
neizé durante 30 minutos en agitador orbital a 150 rpm.
A partir de alli, se realizaron diluciones decimales. Los
recuentos bacterianos se determinaron por disemina-
cién en superficie incubandose 20 dias a 28°C. Se utili-
z6 el medio R2A (Reasoner & Geldreich, 1985)
(extracto de levadura 0,5 g, peptona proteasa 0,5 g, ca-
samino acido 0,5 g, glucosa 0,5 g, almidén 0,5 g, piruva-
to de sodio 0,3 g, K,HPO, 0,3 g, MgS0O,.7H,O 0,05 g,
agar 15 g, agua destilada 1000 mL) para microorganis-
mos aerobios totales. El medio mineral MM-PGO (NaCl
5 12 K2P04H 0,5 8, NH4PO4H2 0,5 2 (NH4)2SO4 1 g, Mg
SO, 0,2 g, KNO; 3 g, FeSO, 0,05 g, SL 10 B (HCI (25 %)
7,7 mL, FeSO..7H,O 1,5 g, ZnCl, 0,07 g MnCl,..H,O
0,1 2, HgBO3 0,3 8, COCIz.(,HzO 0,19 12 CUClz.z Hzo
0,002 g, NiCly., H,O 0,024 g, Na,M0QO,.,H,O 0,036 g,
agua destilada 1000 mL) 10 mL, agaragar 15 g, agua
destilada 1000 mL suplementado con 0,1 % de una
mezcla de petréleo y gasoil 1:1) se utilizé para determi-
nar el nimero de microorganismos degradadores de
hidrocarburos (Pucci y Pucci, 2003).

Analisis fisicoquimico. Las determinaciones de aniones y
cationes solubles y pH fueron realizadas con un extracto
de suelo que se obtuvo a partir de 40 g de muestra sus-
pendida en 100 mL de agua destilada, que fue homogeni-
zada en un agitador orbital a 180 rpm durante 30 minu-
tos, que finalmente fue centrifugada a 3500 rpm. La deter-
minacién de pH fue realizada potenciométricamente con
electrodo de vidrio por la norma EPA 9040C (2004) vy el
contenido de agua fue medido gravimétricamente me-
diante desecacion a 105 °C. La determinacién de catio-
nes y aniones se realizé de acuerdo a los siguiente méto-
dos estandar: sulfato por la norma SM 4500-E (1992),
calcio y magnesio por la norma ASTM D-511 (2021),
amonio por la norma EPA 350.1 (1993), nitrato por la
norma EPA 352.1 (1971), nitrito por la norma SM 4500
NO,; (1992), fosfato por la norma SM 4500-C (1992) y
sodio y potasio por la norma ASTM D 1428 (1982).

Analisis de hidrocarburos poliaromaticos. La extrac-
cion de TPH se llevé a cabo en Soxhlet colocando las
muestras de suelo en dedales confeccionados de papel
de filtro de tipo Whatman No.1 y refluyéndolas con he-
xano durante 16 horas de acuerdo a lo propuesto por
la norma EPA 1664 (2010). Finalizada la extraccion, el
solvente se evapor6 hasta sequedad en rotavapor. Pos-
teriormente el TPH obtenido se fraccion6 mediante cro-
matografia en columna (Mishra et al, 2001) de gel de
silice pre-activado (24 horas a 100°C; columnas, 45 x 2
cm; tamano de malla, 60-120) eluyendo inicialmente
con 200 mL de n-hexano para separar la fraccion de
hidrocarburos alifaticos, seguido de 150 mL de benceno
para separar la fraccion de hidrocarburos aromaticos
utilizando una velocidad de flujo de 90 gotas por minu-
to. Finalmente se tomé la fraccién aromatica obtenida y
se concentré en rotavapor para ser sometida a la técni-
ca de HPLC para cuantificacién de los hidrocarburos
poliaromaticos. Para la identificaciéon y cuantificacion de
los HAPs, se utiliz6 un HPLC marca Shimadzu modelo
LCT10A VP utilizando la mezcla de referencia estandar
HAP M/S Dr. Ehrenstofer, Supelco, EE.UU, con un de-
tector UV-VIS a 254 nm y con una columna HAPs (4 um
250 x 3,0 mm) utilizando agua:acetonitrilo (50:50) co-
mo fase movil con un flujo de TmL/minuto.

Analisis de metales pesados totales. Con el fin de eva-
luar un posible desplazamiento de estos contaminantes
por la influencia del campo eléctrico, para la cuantifica-
cion de metales pesados en los sistemas con aplicacién
de corriente directa, 0,5 g de suelo fueron sometidos a
una extraccion con acido nitrico segun lo establecido en
la norma EPA 3050B. Los metales, arsénico, bario, cad-
mio, cinc, cobre, cromo, mercurio, niquel, plata, plomo
y selenio se cuantificaron por espectrometria de absor-
cién atémica segin la norma EPA 7000B (2007).

RESULTADOS

Los efectos de la electrobiorremediacion en las propie-
dades fisicoquimicas del suelo se observan en la Tabla 1.
Al comparar el comportamiento del pH vy la conductivi-
dad eléctrica en los sistemas sometidos al campo eléctri-
co (A y B), se pudo observar que en el sistema con in-
corporacién de nutrientes estos parametros aumenta-
ron. Tanto el pH como la conductividad eléctrica del
suelo sometido al campo eléctrico mostraron un aumen-
to en direccién al sitio BT en el sistema con incorpora-
cion de nutrientes, observandose que los compuestos
quimicos que mas se concentraron en este sitio de la
celda fueron fosfato, nitrito, amonio y sodio. Respecto
de los metales pesados determinados en ambos siste-
mas con aplicacion del campo eléctrico (Tabla 1), se
observé en el bario un aumento en sentido de los pun-
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Tabla 1. Analisis quimico inicial y final de las experiencias realizadas.

Inicial Al A2 A3 B1 B2 B3 SH SN
Humedad (%) 5,18 11,95 4,93 10,01 15,02 14,26 13,9 12,8 4,94
pH 7,45 7,23 7,29 7,65 9,45 8,89 7,39 7,38 9,18
Conductividad (uS/cm) 1371 2660 2780 2740 4700 4610 3470 3150 2410
Sulfato (ppm) 1193 743 480 419 380 692 549 580 790
Fosfato (ppm) 230 269 183 29,9 12,5 1031 101,2 581 285
Nitrito (ppm) 3,7 1,9 0,3 0,6 41,5 27,6 16,6 1,9 2,5
Nitrato (ppm) 13,5 9,1 9,1 8,9 98,6 36,5 1104 11,7 46,7
Amonio (ppm) 1,11 22,62 22,32 8,92 564,91 804 37591 11,70 628,90
Sodio (ppm) 460 595 330 414 486 428 169 488 104
Potasio (ppm) 13,10 11,47 11,57 13,33 25,89 24,49 33,68 5,75 5,26
Arsénico 2,1 3 3,2 2,2 2,7 2,6 2,2
Bario 1157,6 359,2 4956 632,2 632,2 695 7354
Cadmio <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Cinc 38,8 40,8 42 42 39 41,6 40,4
Cobre <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Cromo <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Mercurio <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Niquel 6,2 5,6 5,6 6,2 5,6 6,2 8,2
Plata <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Plomo <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Selenio <0,8 <0,8 <0,8 <0,8 <0,8 <0,8 <0,8

Cuba de electrobiorremedacion sin nutrientes (A) sitio 1, 2 y 3. Cuba de electrobiorremedacién con nutrientes (B) sitio de muestreo 1, 2 y 3.

Suelo con humedad (SH). Suelo con nutrientes (SN).

tos A3 y B3. El arsénico, que es propio de los suelos
patagonicos, se mantuvo sin modificaciones y el cinc, en
las cubas sin nutrientes agregados, presentd la misma
tendencia que el bario, pero en las celdas con incorpo-
raciéon de nutrientes la mayor concentracién de cinc se
observé en el centro de esta.

La urea adicionada como fuente de nitrégeno produjo un
aumento del amonio en los sistemas fertilizados (SN),
posiblemente por desdoblamiento microbiano, lo que
pudo haber impactado en el aumento del pH del suelo
de los mismos que puede afectar a la poblacién microbia-
na presente disminuyendo su ndmero. El fosfato afadido

como fertilizante, como el que ya contenia el suelo natu-
ralmente (0,13 ppm), se concentr6 en cercania de los
electrodos en los sistemas con aplicacion del campo eléc-
trico con una tendencia mayor en el sitio B1 en el sistema
con agregados de nutrientes. El nitrato se consumié en
1,8 ppm en el sistema SH, observandose que en el siste-
ma A su utilizacion como nutriente fue de 4,4 ppm. El
nitrito se utilizé el 50% del presente inicialmente en los
sistemas sin incorporacion de nutrientes (A y SH).

Los cambios en el contenido de humedad del suelo a lo
largo del tiempo fueron diferentes de acuerdo al trata-
miento aplicado. Los valores medios de los contenidos
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Tabla 2. Valores de los hidrocarburos poliaromdticos en el inicio al final de las experiencias realizadas.

Inicial Al A2 A3 B1 B2 B3 SH SN
1-Metil naftaleno (ppm) 6,60 2,10 8,70 3,10 2,70 2,50 1,90 6,80 2,80
2-Metil naftaleno (ppm) 2,70 <0,1 <0,1 3,30 1,00 0,30 0,30 2,60 0,30
Acenafteno (ppm) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Fluoreno (ppm) 70,60 7,10 38,90 6,80 11,40 5,60 5,50 38,60 7,30
Fenantreno (ppm) 7,20 5,60 10,90 5,00 5,90 1,80 1,90 7,10 2,20
Antraceno (ppm) 133,00 81,50 103,00 74,30 73,10 52,50 40,80 32,10 65,20
Fluorantreno (ppm) 272,80 77,70 93,30 94,40 280,50 227,10 169,20 276,40 226,10
Pireno (ppm) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Benzo(a)antraceno (ppm) 158,90 92,50 6820 97,40 106,90 146,50 190,50 143,90 141,10
Criseno (ppm) 390,80 173,40 126,20 145,10 340,60 462,80 377,70 121,30 366,50
Benzo(b)fluorantreno (ppm) 490,40 193,40 464,70 63,90 289,10 310,90 141,30 249,60 172,00
Benzo(k)fluorantreno (ppm) 248,80 80,90 182,20 82,10 136,80 136,20 73,00 173,80 159,60
Benzo(a)pireno (ppm) 198,10 104,50 187,40 75,20 <0,1 29,40 0,80 168,50 113,70
Dibenzo(a.h)antraceno (ppm) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Benzo(ghi)pireno (ppm) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Indol(1.2.3.cd)pireno (ppm) 52,80 <0,1 <0,1 <0,1 39,20 84,70 31,50 21,10 35,40
HAPs total (ppm) 2032,70 818,70 1283,50 650,60 1287,20 1460,30 1034,40 1241,80 1292,20
% Biodegradacién - 59,60 36,70 67,90 36,50 27,90 48,90 38,60 36,20

Cuba de electrobiorremedacion sin nutrientes (A) sitio 1, 2 y 3. Cuba de electrobiorremedacién con nutrientes (B) sitio de muestreo 1, 2 y 3.

Suelo con humedad (SH). Suelo con nutrientes (SN).

de humedad del suelo en experimentos con un campo
eléctrico fueron mas altos que los del experimento sin
campo eléctrico (Tabla 1), principalmente en los siste-
mas fertilizados. Los resultados muestran que la intensi-
dad del campo eléctrico influy6é en el contenido de hu-
medad del suelo dado que se observaron mayores con-
tenidos de agua en cercanias de los electrodos. El cam-
po eléctrico afecté la distribucion espacial del contenido
de humedad por influencia de la electroésmosis
(Virkutyte et al., 2002), observandose luego de 60 dias
un 4,93 % en el centro de la celda del sistema sin fertili-
zacion, valor inferior a lo observado en cercanias de los
electrodos (entre 10 y 12%). Por otro lado, en el sistema
con aplicacion de campo eléctrico y de nutrientes el
contenido de humedad fue similar en los tres puntos
evaluados, con una tendencia a aumentar hacia el sitio
B1. Estos hallazgos respaldan los estudios realizados por
Hamed y Bhadra (1997), que demostraron que la aplica-
ciéon de un campo eléctrico en un suelo produce a un
mayor flujo de agua por electro6smosis entre sus poros
(Li et al, 2020).

En la Tabla 2 y la Figura 2 se presentan los resultados de
la degradacion de los HAPs. Independientemente de la
incorporacion de nutrientes o no al suelo, la aplicacion
del campo eléctrico mejoré el porcentaje de biodegra-
dacién de este tipo de contaminantes. Esto pudo obser-
varse de forma mas marcada en los sistemas sin fertiliza-
cién, ya que en el sistema con aplicacion de campo
eléctrico (A) se evidencié un porcentaje de biodegrada-
cion de HAPs, maximo de 67,88% en el sitio A3 y solo
del 38,59% en el sistema SH. En los sistemas fertilizados
esta diferencia no fue tan marcada, observandose un
porcentaje de biodegradacion de HAPs maximo de
48,97% en el sitio B3, mientras que en el sistema SN fue
de 36,25%, encontrandose que en los sistemas sin fertili-
zacion la biodegradacion fue mejor independientemen-
te de la aplicacion del campo eléctrico.

Los HAPs poseen una estructura de anillo estabilizada
por resonancia que influye directamente en la capacidad
de degradacion por parte de los microorganismos debi-
do a su naturaleza compleja. La Figura 2 muestra el gra-
do de degradaciéon acumulada de los HAPs durante el
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Figura 2 . Porcentaje de degradacidn de hidrocarburos poliaromaticos discriminados por
cantidad de anillos en su estructura quimica a los 60 dias del proceso estudiado.

Cuba de electrobiorremedacion sin nutrientes (A) sitio 1, 2 y 3. Cuba de electrobiorremedacién con
nutrientes (B) sitio de muestreo 1, 2 y 3. Suelo con humedad (SH). Suelo con nutrientes (SN).

periodo experimental en funciéon de su ndmero de ani-
llos aromaticos y al tratamiento aplicado. La mayor de-
gradacion ocurrié con los HAPs que poseen 2 o 3 ani-
llos aromaticos, los que fueron mas biodegradados en
los sistemas con aplicacién del campo eléctrico compa-
rados con sus respectivos controles sin aplicacién de
corriente continua. Este proceso de biodegradacion fue
acompanado por un aumento en el nimero de bacterias
de los suelos (Figura 3) que presentaron su mayor ndme-
ro en los sistemas con aplicacion de campo eléctrico.

DISCUSION

En los casos de los suelos contaminados crénicamente,
como en este estudio que se trabajé con muestras
reales de campo, las interacciones entre los hidrocarbu-
ros y las particulas de suelo disminuyen la biodisponibili-
dad de estos para las bacterias (Chen et al, 2019). Su
contaminacién se derivé de un derrame de petréleo
accidental lo que presumiblemente condujo al envejeci-
miento de los contaminantes y adsorciones de estos por
parte de las particulas del suelo. El suelo en estudio esta-
ba contaminado por todas las fracciones del petrdleo
estudiadas (hidrocarburos alifaticos e  hidrocarburos
aromaticos policiclicos) y presenté una alta abundancia
bacteriana con microorganismos hidrocarburoclasticos
(Figura 3) con valores 6ptimos para el desarrollo de pro-
cesos de biorremediacion que se mantuvieron durante
el tiempo de estudio. La electrobiorremediaciéon es una
tecnologia emergente utilizada para remediar suelos
contaminados con hidrocarburos por aplicacion de un
campo eléctrico (Ambaye et al, 2023). La aplicacion de
un campo eléctrico de forma directa al suelo puede in-
fluir indirectamente en la actividad y composicién micro-
biana al cambiar las condiciones ambientales del mismo,

siendo el pH, el contenido de humedad, la conductivi-
dad eléctrica y la temperatura del suelo los principales
factores que determinan su composicion y actividad
microbiana (Xue et al., 2018). Los resultados muestran a
la electrobiorremedacion favorecié la disminucién de
hidrocarburos por la movilizacién y aumento de la bio-
disponibilidad de estos. La aplicacion del campo eléctri-
co evidencié mejores resultados en la biodegradacién
de los HAPs, el equilibrio del pH se mantuvo por las
rotaciones cada 4 dias de los polos, como la adopcion
de condiciones de tratamiento mas suaves sin las modifi-
caciones drasticas que produce la electrobiorremedia-
cion cuando estos se mantienen constantes en el tiem-
po (Gidudu, 2022).

Los sistemas controles presentaron una degradacién de
38,6% en comparacién de las cubas sin nutrientes que
fue segln el sitio entre 36,7 hasta 67,9%. La biorreme-
diacién de los HAPs suele estar limitada por su alta sor-
cién en las particulas del suelo generando una elevada
persistencia de estos compuestos en esta matriz am-
biental. En este sentido, el proceso de electroésmosis
generado por la electrobiorremediacion favorece la
desorcion de los HAPs para que estén biodisponibles
para ser degradados (Li et al, 2020). Ademas, cuando se
aplicé el campo eléctrico, en aquellos sistemas sin agre-
gado de nutrientes se observé una mejor biodegrada-
cion de los HAPs. Esto pudo estar asociado a que el
desdoblamiento microbiano de la urea en el suelo
(Tabla 1) pudo ser responsable del aumento de pH en el
sistema B. En el sitio B3 de este sistema se observo el
mayor porcentaje de biodegradacién cuando la fertiliza-
cion fue aplicada, lo que se correlaciona con el sitio de
la celda con mayor nimero de microorganismos, menor
conductividad eléctrica y valores cercanos a la neutrali-
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Figura 3. Desarrollo bacteriano en las placas de R2A y Medio mineral con Petréleo (MBM-PGO) al inicio

y final de la experiencias.

Cuba de electrobiorremedacion sin nutrientes (A) sitio 1, 2 y 3. Cuba de electrobiorremedacién con nutrientes
(B) sitio de muestreo 1, 2 'y 3. Suelo con humedad (SH). Suelo con nutrientes (SN).

dad del pH. Aunque resultados similares sin la aplica-
cién de campo eléctrico pero en sistemas deficientes de
nitrégeno Acufa et al. (2012) y también Soghandi et al.
(2024) obtuvieron también una mejor degradacion de
hidrocarburos aromaéticos. Estos resultados fueron con-
cordantes con lo propuesto por Haritash y Kaushik
(2009), que demostraron que la degradacién de los
HAPs en suelos contaminados depende de las condicio-
nes ambientales, la cantidad y el tipo de microorganis-
mos y la naturaleza y estructura quimica del contami-
nante presente. De esta forma, la eficiencia de la elec-
trobiorremediacion prolonga la supervivencia de los
microorganismos o mejora la actividad microbiana en
suelos contaminados, lo que se logra realizando un co-
rrecto manejo de estas variables ambientales en la ma-
triz contaminada (Locatelli et al.,, 2013).

Si bien en general los HAPs de dos anillos fueron los
mas degradados en los sistemas con aplicacion de cam-
po eléctrico, esto pudo deberse a que estos hidrocarbu-
ros son los que mas facilmente pueden volatilizarse de
los sistemas. Por otro lado, en estos sistemas sin fertiliza-
cion se observé que la mayor degradacion de los HAPs
fue a expensas de los compuestos constituidos por 2 y 3
anillos bencénicos en todos los sitios de la celda estudia-
dos. Estos resultados obtenidos son concordantes con lo
observado por Budiyanto et al. (2018) cuando demostra-
ron que los HAPs de bajo peso molecular que contie-
nen menos de cuatro anillos de benceno son facilmente
biodegradables. En este sentido Han et al. (2017) investi-

garon la aplicacion de diferentes desechos agricolas en
la bioestimulacion de la biodegradacion de HAPs en
microcosmos de suelo durante 90 dias. La concentra-
cién inicial de HAPs totales en el suelo fue de 36,1 mg/
kg, donde los HAPs de cuatro anillos comprendieron el
41,7 % del total de los HAPs. Los resultados que obtu-
vieron demostraron tasas de degradacion mas altas y
comprendidas entre el 40 y 60 % para los HAPs con
bajo peso molecular respecto de los de mayor peso mo-
lecular. De manera similar, Luki¢ et al. (2016) demostra-
ron, en experiencias en suelos contaminados con hidro-
carburos, una mayor resistencia a la degradacion para
los HAPs de alto peso molecular.

CONCLUSION

En el presente estudio, se observé que la aplicacién de
un campo eléctrico fue beneficioso para la obtencion de
mejores resultados en la eliminacién de los hidrocarbu-
ros poliaromaticos, y la presencia de nutrientes en la
relacion C:N:P 100:10:1, no tuvo el impacto esperado
de mejora en los resultados.
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RESUMEN

El mercurio es un contaminante altamente téxico, su dispersion afecta la salud humana, animal y el equilibrio ambien-
tal, debido a los diferentes derivados que produce y su alta biodisponibilidad. El mercurio organico, particularmente el
metilmercurio (MeHg), se acumula en alimentos como el pescado, mientras que el etilmercurio puede ingresar al
cuerpo humano por medio de conservantes de vacunas y algunos antisépticos. De esta manera, se evidencia la impor-
tancia de encontrar mecanismos eficaces que permitan minimizar la presencia de iones metalicos del mercurio, siendo
la biorremediaciéon un mecanismo alterno. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de Trametes sp. para la
remocién del mercurio en medio acuoso. El material fingico recolectado cumplié con caracteristicas morfolégicas
macroscopicas y microscépicas para el género Trametes sp. Cuatro hongos fueron seleccionados para continuar con
el ensayo de tolerancia al metal, el cual se analizé a partir del crecimiento radial en medio sélido. Para el ensayo de
remocién de mercurio en solucién acuosa, los hongos se expusieron en una concentraciéon de 15 mg/L de mercurio,
para lo cual se logré una remocion de 2.40 mg/L del metal. La secuenciacion de la region ITS del material fdngico,
confirma la identidad (99.13 %) de un hongo correspondiente a Trametes sp. Se propone al hongo Trametes sp. como
material fungico promisorio en el proceso de remocién de mercurio, teniendo en cuenta que es indispensable profun-
dizar en el mecanismo que esta emplea, con la finalidad de optimizar su aplicacién en procesos de biorremediacion.

Palabras clave: metal pesado, biorremediacion, biosorcion, biomasa flingica, tolerancia al mercurio.
ABSTRACT

Mercury is a highly toxic pollutant. Its dispersion affects human and animal health and environmental balance due to
the different derivatives it produces and its high bioavailability. Organic mercury, particularly methylmercury (MeHg),
accumulates in foods such as fish, while ethylmercury can enter the human body through vaccine preservatives and
some antiseptics. This highlights the importance of finding effective mechanisms to minimize the presence of mercury
metal ions, with bioremediation being an alternative mechanism. The objective of this study was to evaluate the capac-
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ity of Trametes sp. to remove mercury in an aqueous medium. The fungal material collected had the macroscopic and
microscopic morphological characteristics for the genus Trametes sp. Four fungi were selected to continue with the
metal tolerance test, which was analyzed based on radial growth in solid medium. For the mercury removal test in
aqueous solution, the fungi were exposed to a concentration of 15 mg/L of mercury solution, achieving a removal of
2.40 mg/L of the metal. Sequencing of the ITS region of a fungal material confirms the identity (99.13%) of the fungus
corresponding to Trametes sp. The fungus Trametes sp. is proposed as a promising fungal material in the mercury re-
moval process, bearing in mind that it is essential to further investigate the mechanism it uses in order to optimize its

application in bioremediation process.

Key words: heavy metal, bioremediation, biosorption, fungi biomass, mercury tolerant.

Recibido: septiembre 25 de 2024

INTRODUCCION

Actualmente, los metales pesados no esenciales constitu-
yen un problema importante a nivel de diferentes ecosis-
temas. El agua potable y otros efluentes de agua natural,
aguas residuales y el suelo, son espacios donde los meta-
les pesados tienen un impacto negativo (Upadhyay et al.,
2023). Los metales pesados son altamente venenosos,
cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos para los hu-
manos, animales, plantas y su entorno (Londofio, 2020).
Uno de los problemas mas graves asociados a la persis-
tencia de estos elementos en el ambiente, es la bioacu-
mulacién y la biomagnificacion en la cadena trofica, resul-
tando asi en problemas para la salud, aumentando el da-
fo en los ecosistemas (Lizarazo et al., 2020). Los metales
pesados se dispersan en el medio ambiente a través
de efluentes industriales, desechos organicos, quema de
basura, transporte, generacion de energia, explotacion
minera; pueden ser transportados a kilémetros de distan-
cia desde la fuente a través del viento, la tierra o por la
superficie, y/o vias fluviales (Molina et al., 2021).

El término metal pesado aplica a un grupo de metales
y metaloides con una densidad atémica superior a 4 g/
ml, o al menos 5 veces mayor que la densidad del
agua. La exposicion humana a metales pesados como el
arsénico puede ser a través del agua potable, cultivos,
alimentos procesados, verduras, hongos y productos
animales (Lizarazo et al., 2020). Se han identificado altas
concentraciones de metales pesados y metaloides, co-
mo  mercurio (Hg), arsénico (As), plomo
(Pb), cadmio (Cd), zinc (Zn), niquel (Ni) y cromo (Cr) en
diferentes fuentes alimentarias (L. Chen et al., 2022),
siendo la causa principal el uso de agua contaminada
con metales, para su riego (Lucero Rincén et al., 2023).
Por ejemplo, la acumulacién excesiva de metales pesa-
dos en cuerpos de agua puede causar daino oxidativo en
plantas acuaticas, reducir la absorcién de nutrientes y
afectar el desarrollo de los animales acuaticos (L. Chen
et al., 2022). La acumulacion de metales pesados en los
animales terrestres puede reducir su competitividad,

Aprobado: 20 de octubre de 2025

viabilidad y el tamano de las poblaciones, resultando en
un desequilibrio ecolégico (Molina et al., 2021). Los me-
tales pesados pueden ingresar a los tejidos vivos a través
de la exposicion a la contaminacion atmosférica o del
agua, y la biomagpnificacién, a través de la cadena ali-
mentaria, lo que lleva al desarrollo de una serie de enfer-
medades como: defectos neurolégicos y efectos derma-
tolégicos, dafo renal, tumores y canceres, en diferentes
organismos vivos (Lizarazo et al., 2020).

Dentro de estos metales pesados, se encuentra el mer-
curio, el cual puede ser identificado en el ambiente en
diferentes formas, incluyendo el mercurio metalico (Hg),
el mercurio inorganico, al que las personas pueden estar
expuestas de acuerdo a su actividad laboral, asi como el
mercurio organico, en forma de metilmercurio (Me-Hg),
que puede ingresar al cuerpo humano a través de los
alimentos como el pescado, y el etilmercurio (Et-Hg) que
puede ingresar al cuerpo por medio de conservantes de
vacunas y algunos antisépticos (Londofo, 2020). Segtin
los registros histéricos de contaminacién por metales
pesados, Colombia es el tercer consumidor de mercurio
a nivel mundial con fines de mineria artesanal para la
extraccion de oro lo cual facilita procesos de amalgama-
cion (L. Chen et al., 2022). Esta actividad se ha converti-
do en la principal fuente de exposicién a este metal, a
nivel global y nacional (Sarria-Villa et al., 2020). También
es usado para la liberacién de otros metales del material
madre por diferentes procesos fisicos y quimicos lleva-
dos a cabo durante la extraccion.

Por otro lado, la remediacién ambiental de metales pesa-
dos, implementa estrategias de caracter fisico, quimico y/
o biolégico. La remediacién fisica incluye principalmente
métodos como el uso de resinas de intercambio i6ni-
co, separacion por membranas y extraccion con fluidos
supercriticos (Kumar et al., 2021). La remediacion quimica
incluye procesos como la precipitaciéon quimica, coagula-
cién, oxidacion, redox quimico y electrdlisis (N. Chen et
al., 2023). Generalmente, los enfoques fisicos y quimicos
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son capaces de eliminar un amplio espectro de contami-
nantes, pero las desventajas de estos métodos radican en
alto consumo de energia, escalado del tratamiento, la
necesidad de productos quimicos adicionales y la conta-
minacion secundaria (Londono, 2020).

Dentro de los métodos de origen biolégico para remo-
ver metales pesados en el ambiente, ha sido reportado
el uso de las plantas (fitorremediacion) y la biorremedia-
cion utilizando bacterias, hongos (micorremediacion),
algas (ficorremediacién), entre otros microorganismos
(Upadhyay et al., 2023). Estos métodos, han resultado
ser estrategias eficientes y amigables con el medio am-
biente. La micorremediacion es una estrategia econémi-
ca, eficiente y ecolégicamente sélida para contrarrestar
la creciente crisis de contaminacién acudtica y terrestre
(Kumar et al., 2021). Las ventajas de usar hongos en
procesos de biorremediacion se deben principalmente a
las caracteristicas que presenta el material fngico como
biomasa (viva o muerta), la inmensa red de hifas, ade-
mas de la basta produccion de enzimas extracelulares
multipropésito. Su principal efecto ha sido reportado
alrededor de la relacion entre el area de superficie que
pueden colonizar sus hifas, y el volumen en masa que
pueden generar su micelio, para la interaccién con con-
taminantes complejos. La adaptacién de este material
biolégico a diferentes condiciones ecoldgicas, entre
ellas la fluctuacién del pH y la temperatura en ambiente,
permite la expresion de proteinas que intervienen en
procesos de unidon a metales de manera eficiente
(Firinca et al., 2024). Los hongos pueden bioacumular
metales toxicos de aguas y suelos contaminados de ma-
nera estable y eficiente (Meyer et al., 2023).

El hongo Trametes sp. ha sido contemplado como una
alternativa para procesos de biorremediacion de metales
pesados. Trametes versicolor es uno de los hongos basi-
diomicetos mas conocidos, apreciados y utilizados tanto
en medicina tradicional como en prdcticas clinicas mo-
dernas (principalmente en paises asiaticos (Torreggiani
et al., 2023). Este hongo se encuentra ampliamente dis-
tribuido en toda la geografia global, ya que crece sobre
troncos secos y arboles débiles o muertos (Tisma et al.,
2021). Se ha documentado que este hongo posee un
potencial biorremediador especialmente en medios
acuosos, principalmente con capacidad para adsorber
iones metdlicos de cadmio (Arica et al., 2003). De esta
manera, este estudio se enfoca en evaluar la tolerancia
del hongo Trametes sp. para crecer en presencia de mer-
curio, y posteriormente analizar la capacidad para remo-
ver el mercurio en soluciones acuosas, utilizando la bio-
masa del hongo, con la finalidad de contemplar el uso
promisorio de esta estructura flngica como alternativa
que asistir procesos de biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras e identificacion morfologica
La recoleccion de las muestras de cada hongo se realizé
en Medellin - Antioquia (6°16'03.1"N 75°36'02.1"W),
San Pablo adentro - Chocé (5°11'48.7"'N 76°39'58.3"W)
y Rio claro- Antioquia (5°35'20.8” N 75°51’55.9” W). El
muestreo se llevé a cabo bajo el permiso marco para la
recoleccion de material biolégico de la Institucion Uni-
versitaria Colegio Mayor de Antioquia (IUCMA). Los
puntos de muestreo se caracterizaron por ser himedos,
de temperatura templada, y contar con estructuras que
sostenian el material fingico asociado a troncos de ma-
dera, o troncos de arbol secos, sustrato especifico para
su desarrollo (Tisma et al, 2021). Posteriormente, se
procedié a secar y guardar de manera independiente
para su transporte al laboratorio de Institucion Universi-
taria Colegio Mayor de Antioquia (IUCMA). Una vez en
el laboratorio, el material fiingico se almacené a 4°C,
hasta su procesamiento. El material fingico se encuentra
depositado en el cepario CEMBIO, Reg.291 - IUCMA.

Identificacion morfologica macroscopica y microscopica
La identificacion morfolégica del carpéforo se compard
con la descripciéon encontrada en la literatura para el
género Trametes sp.: cuerpo fructifero que generalmente
es de forma semicircular, disposicién en abanico, con
una superficie porosa y de textura coridcea. Las especies
de este género tienden a tener colores como blanco,
beige, diferentes tonalidades de café y marron, segin el
sustrato se reconocen colores vibrantes como verde o
rojo por la presencia de microalgas (Tisma et al., 2021).
Para todos los casos, cada material fingico se lavé y
desinfecté. En primera instancia, todos los especimenes
se lavaron con agua jabonosa (jab6n de pH neutro) para
quitar restos de tierra, luego se procedié a obtener frag-
mentos de carpéforos con una dimensién de 1T mm?
Para la desinfeccion, los trozos cortados se sometieron
en soluciones desinfectantes en el siguiente orden, apli-
cando los respectivos tiempos: alcohol al 70% (1 min),
glutaraldehido al 5% (30 seg) e hipoclorito al 5% (30
seg). Al final, los trozos se sumergieron en agua destila-
da durante 1 min para posteriormente secarlos con toa-
llas estériles y proseguir a sembrar en tres medios de
cultivo sélido de sustrato definido: papa-zanahoria-
panela (PDZPA), agar ogy (Oxoid ®), y agar papa
(Merck®) para observar en cudl de los tres se evidencia-
ba mayor crecimiento radial (Krupodorova et al., 2021).

Ensayo en medio sélido con diferentes concentracio-
nes de mercurio

La exposicion al mercurio en medio sélido se realizé
siguiendo la metodologia de (Krupodorova et al., 2021)
con algunas modificaciones. Se tomé una muestra de
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cada hongo de 0.5 mm de didmetro de cada medio séli-
do previamente incubado 15 dias en agar papa. La ino-
culacién se realizé6 en el medio sélido seleccionado,
suplementado con diferentes concentraciones de mer-
curio (15 mg/L, 50mg/L, T00mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L,
500 mg/L). Se incluyé un medio sin adicion de metal,
como control de crecimiento normal para cada hongo.
Posterior a 15 dias de exposicién, se tomé la medida del
crecimiento radial en caja petri. A partir de este ensayo
se seleccionaron los hongos que presentaron mayor
crecimiento radial durante el tiempo de exposicion en
las diferentes concentraciones del metal.

Preparacion de inoculo y ensayo de remocion de mer-
curio en solucién acuosa

Los hongos aislados que presentaron mayor tolerancia al
mercurio en medio solido, se utilizaron para determinar la
cantidad de remocién del mercurio, a partir de un ensayo
en medio liquido, descrito por (Hernanandez-Saenz et al.,
2020), con algunas modificaciones. La produccion de
biomasa de cada hongo se obtuvo a partir de un cultivo
previo del hongo en medio sélido (15 dias de incubacion,
a temperatura ambiente), en el cual se realizé un raspado
de conidias las cuales se suspendieron en 10 ml de agua
destilada estéril con tween 80 para obtener una concen-
tracién de 3*10° conidias/ml. Se transfirieron 250 pl de la
suspension de conidias al medio de cultivo liquido papa-
zanahoria-panela (PDZPL) suplementado con 15 mg/L de
mercurio (Hg*), se incub6 en una temperatura de 37°C,
a una velocidad de agitacion de 150 rpm, durante 14 dias
(Z. Wu et al., 2015). Se tuvo en cuenta un control negati-
vo del medio sin hongo y sin metal, otro control del me-
dio solo con hongo sin metal, y un control del medio solo
con metal sin in6culo. Todos los ensayos se llevaron a
cabo por triplicado.

Deteccion de mercurio (Hg**) en medio liquido

Posterior al tiempo de incubacion, se midié la cantidad
de metal removido por el hongo a partir de la técnica
espectrofotométrica UV/VIS utilizando ditizona como
como agente de color, descrita por (Z. Wu et al., 2015)
con algunas modificaciones. Se elaboré una curva de
calibracién utilizando diferentes concentraciones de
Hg?*(0.2 mg/L a 1.2 mg/L), la cual se utiliz6 como refe-
rencia para la deteccién del metal en cada muestra trata-
da. Brevemente, se centrifugé 1 ml de la muestra acuosa
que contenia Hg?', tratada y no tratada, se le adiciona-
ron 7 ml de una solucién saturada de ditizona solubiliza-
da en el surfactante Tritén x-100 al 5%, amortiguada en
un buffer de fosfato (pH 2). Posteriormente, se aforé a
10 ml con la solucién surfactante, se agité suavemente
para facilitar la reaccion y se midié la absorbancia por
espectrofotometria UV/VIS en una longitud de onda de

502 nm. La deteccién de mercurio (Hg?*) se interpreté
mediante el cambio de color que se evidencio en cada
muestra al adicionar la ditizona, ya que esta reacciona
con los iones metélicos, generando un color rojizo cuan-
do esta acomplejada con el Hg?",

Identificacion molecular

Para lograr una aproximacion a la identidad del material
fungico, se llevé a cabo una identificacion por métodos
moleculares. El material fdngico fue entregado a un labo-
ratorio externo, quienes realizaron la extraccion de ADN,
verificaron la calidad del material extraido, y posterior-
mente, realizaron un envio a Macrogen (Korea) para se-
cuenciar los fragmentos que codifica para las regiones
ITST (5“TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC3') previamente reportadas
por (Lucero Rincén et al., 2023) y facilitar el analisis de la
identidad de los hongos. Los datos de las secuencias se
analizaron con la herramienta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). Las secuencias fueron sometidas y
depositadas en el Banco de secuencias (GenBank, Natio-
nal Center for Biotechnology Information - NCBI).

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de la morfologia de los
hongos recolectados, con el fin de buscar la mayor apro-
ximacién descrita para el género de Trametes sp. Poste-
riormente, en el ensayo para determinar la capacidad de
los hongos recolectados, para tolerar diferentes concen-
traciones de mercurio en medio sdlido, se realizdé un
andlisis ANOVA de una sola via (nivel de confianza del
95%) para identificar el efecto en el crecimiento del
hongo por cada concentracién del metal en un tiempo
determinado. Posteriormente, un andlisis de medias
(Prueba Tukey) entre los valores registrados del creci-
miento micelial, permitié determinar el efecto de la con-
centracion del metal sobre el desarrollo de cada hongo,
y cual de las concentraciones del metal tuvo menor
afectacion sobre el desarrollo del micelio, determinando
asi su tolerancia. A partir de este ensayo se seleccion6 el
o los hongos mas tolerantes para el siguiente experimen-
to. Por dltimo, para el ensayo de remocion del metal en
medio acuoso, se utilizaron los hongos mas tolerantes,
se analizaron diferentes puntos en el tiempo, para deter-
minar la cantidad de mercurio en el medio, y en el pun-
to final, se realiz6 un andlisis ANOVA de una sola via
(nivel de confianza del 95%), con la finalidad de deter-
minar cual de los hongos presenté una mayor remocion
de Hg?**, posterior a 14 dias de exposicién. Para todos
los casos, el cumplimiento de los supuestos de homoce-
dasticidad y normalidad confirmaron el andlisis de los
datos por pruebas paramétricas. Los datos fueron anali-
zados con Python 3.10 (Garrote, 2020).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion de muestras e identificacion morfologica
Ocho hongos fueron recolectados en campo, los cuales
fueron seleccionados de acuerdo con la morfologia des-
crita y compatible con las principales caracteristicas mor-
fologicas seleccionadas por revision tedrica (ver Tabla 1),
lo cual permitié agrupar los hongos de acuerdo a la forma
de su cuerpo fructifero: forma semicircular o en abanico,
con una superficie porosa y de textura coridcea; algunas
especies pueden presentar colores brillantes como el
blanco, beige, café, marrén y café claro como lo describe
(Tisma et al., 2021) (ver Figura 1). A nivel de laboratorio,
el analisis morfolégico en diferentes medios de cultivo,
permitio identificar al sustrato papa - zanahoria - aztcar
morena como el mejor medio donde se observé el desa-
rrollo miceliar caracteristico del género Trametes descrito
por (Torreggiani et al.,, 2023), el cual se caracteriza por
poseer en principio un crecimiento circular, micelio algo-
donoso y de color blanco a beige. Este medio permitié la
obtencién de los resultados ya descritos debido a la alta
carga de carbohidratos, minerales, y otros nutrientes que
posee, permitiendo el desarrollo de micelio algodonoso
de manera mas rapida y efectiva. De acuerdo con los
hallazgos, los aislamientos C, D, G y H fueron selecciona-
dos por presentar similitudes con las caracteristicas descri-
tas para el hongo del género Trametes sp., descritas ante-
riormente (ver Figura 1y Tabla 1). En el caso del hongo
H, posterior a 8 dias de incubacién, el micelio presenté
un cambio en la coloracién, con una tonalidad grisacea
mas pronunciada. Todos los ensayos a partir de este mo-
mento, fueron realizados con el sustrato sustrato papa -
zanahoria - panela (PDZPA).

Estudios previos han determinado que los hongos perte-
necientes al género Trametes crecen satisfactoriamente
en muchos tipos de habitats en el mundo, pero se obser-
va una mayor proliferacion de este hongo en zonas arbé-
reas, templadas y himedas debido a su abundancia en
todo tipo de sustratos como madera, la cual le permite un
mejor crecimiento (Torreggiani et al., 2023). Los lugares
de muestreo, cumplieron con la caracteristica de ser hu-
medos, y poseer ramas de arboles viejas, lo cual ayudaria
en gran manera su proliferacion (TiSma et al., 2021). Los
diferentes hongos fueron sometidos a claves dicotémicas
para poder seleccionar los hongos que cumplieran con
las caracteristicas asociadas al género Trametes, donde se
incluyé el andlisis del carpoéforo, el desarrollo de micelio
en medio sélido in vitro, y también, se observaron diferen-
tes estructuras en el microscopio (Arce-torres et al., 2020).
A partir de lo anterior, cuatro hongos C, D, G y H presen-
taron las caracteristicas del género Trametes sp., en los
cuales se logré evidenciar que su sistema hifal es trimitico,
con hifas generativas hialinas y fibuladas; las hifas esquelé-
ticas identificadas se describieron rectas, de pared gruesa,
pudiéndose observar claramente las fibulas desarrolladas,
caracteristicas  relacionadas al género de estudio
(Habtemariam, 2020).

Ensayo en medio s6lido con diferentes concentracio-
nes de mercurio

De los cuatro aislamientos expuestos en las diferentes
concentraciones (desde 15 hasta 500 mg/L), ninguno
desarroll6 micelio en los medios suplementados con
300 mg/L y 500 mg/L de mercurio, por lo tanto, solo se
analizaron los resultados obtenidos en las concentracio-
nes 15, 50, 100 y 200 mg/L. Cabe resaltar que el aisla-
miento D, aunque crecio, presento mayor inhibicién a
medida que la cantidad de mercurio aumento en el me-

Figura 1. Representacion gréfica de hongos recolectados en campo. (A, B, Cy D) Colecta en Rio claro- Antioquia (5°
35'20.8"N 75°51'55.9"W); (E y F) Colecta de San Pablo adentro - Choc6 (5°11'48.7"N 76°39'58.3"W); (G y H) Colecta en
Medellin- Antioquia (6°16'03.1"N 75°36'02.1"W). Fuente: Elaboraci6n propia.
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Tabla 1. Descripcién de las caracteristicas morfolégicas para hongos recolectados, relacionadas a las reportadas para el género

Trametes sp.

Cédigo Hongo Crecimiento radial
A -
B -
C +
D +
E +
F +
G +
H +

Caracteristicas descriptivas del hongo Trametes sp.

Micelio blanco
y algodonoso

+

Esporas ovaladas Hifas trimiticas con

y transparentes presencia de fibulas

+ +
+ +
+ +
+ +

dio, en comparaciéon con los demas aislamientos. Se
identificé una diferencia estadisticamente significativa en
cada concentracién del metal al que fueron expuestos
los hongos, con relacion al desarrollo del micelio en el
medio. El andlisis de diferencia de medias, por el Test de
Tukey, permitié identificar que los aislamientos C, G y H
fueron los que presentaron mayor tolerancia a las dife-
rentes concentraciones del metal, los aislamientos desa-
rrollaron micelio en todas las concentraciones, siendo la

concentracion de 200 mg/L en la que se presenté ma-
yor inhibicion en el desarrollo del micelio (ver figura 2).
Cabe resaltar que el desarrollo del micelio en caja de los
hongos G y H, presentaron mayor abundancia y homo-
geneidad a medida que la concentracién del metal au-
mento en el medio.

Adicionalmente, la prueba de Tukey (nivel de confianza
del 95%), determin6 que el crecimiento radial mas esta-

Crecimiento en cm de los hongos agrupados por concentracion

15 50

a a a a a
— — — — Hongo
. C
b == D
4 - G
b H
b
3 c
= b
5 b
2 b b
]
£ °
o
<
(@] c
1
c
0 ——

100 200

Concentracion (mg/L)

Figura 2. Comportamiento de cuatro hongos seleccionados, en medio PDZPA suplementado con diferentes concentraciones de mercurio.
Las letras diferentes en cada concentracién, se refieren al efecto de la concentracién del metal sobre el desarrollo del micelio.
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ble para todos los hongos se presenté en la concentra-
cién de 15 mg/L para todos los aislamientos, por lo tan-
to, el siguiente ensayo se realizé en esa concentracion.

La concentracion de 15 mg/L fue la que promovié el ma-
yor desarrollo miceliar. Sin embargo, en la mayoria de los
hongos, a medida que la concentracion del metal aumen-
t6, el desarrollo del micelio disminuyd. Este fenémeno
podria estar relacionado con la alta toxicidad del mercu-
rio en los organismos vivos, siendo uno de los efectos
mas notables la peroxidacion lipidica, que induce trastor-
nos metabdlicos, lo cual, a su vez, reduce la produccién
de biomasa y afecta negativamente al desarrollo y creci-
miento miceliar (Ghosh et al., 2023) .Ademas, se observé
desde el inicio un desarrollo miceliar ralentizado, seguido
de un crecimiento normal a medida que transcurrian los
dias. Este comportamiento podria explicarse como un
proceso de adaptacion a la presencia del mercurio en el
medio, lo que demuestra la capacidad de los hongos para
tolerar la presencia de este metal.

Los hongos de la podredumbre blanca poseen una nota-
ble capacidad para tolerar la toxicidad de iones metali-
cos, incluso después de haberlos asimilado en su siste-
ma. Esta adaptacion ha sido documentada por estudios
como el de Priyadarshini y colaboradores (Priyadarshini
et al., 2021), donde se demostré que Pleurotus ostreatus
y Ganoderma lucidum toleraron concentraciones de 20
a 50 mg/L. Dicho estudio también reporté desarrollo

micelial en una concentracién superior de 330 mg/L
durante 20 dias, subrayando asi el potencial de este gru-
po de hongos. Enayatizamir y colaboradores también
identificaron que hongos del genero Trametes en con-
centraciones por encima de 200 mg/L de metales como
Niquel (Ni) y plomo (Pb), inhiben el crecimiento de este
material fangico (Enayatizamir et al., 2020).

Ensayo para el analisis de la remocion de mercurio en
solucion acuosa

La figura 3 muestra el comportamiento de la cantidad
de metal detectada en medio liquido contaminado con
mercurio (15 mg/L), tratado con los hongos G y H du-
rante 14 dias. En el caso del hongo G, se puede obser-
var que posterior a 48 horas de exposicion del hongo en
el medio, se detecté una disminucién media de 0.63
mg/L de mercurio. Al término del tratamiento, el medio
expuesto con el hongo G, disminuyé hasta 2.40 mg/L la
cantidad de mercurio en el medio, con relacién a su
concentracion inicial. Respecto al hongo H, se puede
observar que posterior a 48 horas de exposicion del
hongo en el medio, hubo una disminucion media de
1.35 mg/L de la concentracién de mercurio. Al finalizar
el ensayo, se evidencié una disminucién media final de
2.54 mg/L a los 14 dias de tratamiento. No se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas en la dis-
minucién de la concentracién de mercurio entre los dos
hongos utilizados (p > 0.05), durante el tiempo final de
exposicion, por tanto, se identifica que ambos hongos
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Figura 3. Comportamiento de la cantidad de mercurio en medios acuosos tratados con hongos H y G, para determinar la

capacidad de remocién.
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poseen la una capacidad media para remover aproxima-
damente un 17% el mercurio en medio acuoso. Cabe
resaltar que en el medio de cultivo donde se adicion¢ el
mercurio, sin adicién de material fingico, la cantidad del
metal no se modificé durante el tiempo de incubacion.

Las directrices de la OMS recomiendan una concentra-
ciéon maxima de Hg inorganico de 6 ug/L en agua pota-
ble y establecen una ingesta diaria tolerable de Hg inor-
ganico de 2 pg/kg de peso corporal (OMS, 2017), valo-
res que se encuentran por encima de las antes mencio-
nadas, y se consideran toxicos para un organismo vivo.
Para el caso de los hongos, se ha evidenciado que estos
tienen suficientes estrategias para sobrevivir en presen-
cia de metales pesados, entre ellas se describen meca-
nismos tales como: la unién de iones metalicos a grupos
funcionales de alta afinidad presentes en el hongo, acu-
mulacion de metales en la biomasa, complejaciéon con
diferentes biomoléculas microbianas y eflujo activo o
exclusiéon de metales (Beltran-Flores et al., 2022). Por
ejemplo, Penicillium spp. DC-F11, una cepa de hongo
aislada de un area minera, mostré un potencial de bio-
rremediacion en suelos contaminados con mercurio
mediante volatilizacién, disminuyendo este metal hasta
en un 85% (Chang et al., 2020).

Por otro lado, especies como Penicillium spp. han de-
mostrado la capacidad de remover hasta 60 mg/L de
mercurio (Hg) en medio sdlido. Asimismo, se ha reporta-
do un alto potencial de biosorcion en especies como
Fusarium oxysporum, Sarocladium kiliense, Didymella
glomerata, Phoma costaricensis y Cladosporium sp., las
cuales han alcanzado valores de remocion de hasta 54,9
mg/g (Vacar et al., 2021).

Para el caso especifico de hongos basidiomicetos, particu-
larmente los que causan la podredumbre blanca, exhiben
una notable capacidad para la remocion de metales pesa-
dos. Este proceso se atribuye principalmente a la compo-
sicién proteica de su pared celular, la cual facilita que los
iones metdlicos se adhieran a la superficie fingica me-
diante diversas uniones moleculares (L. Chen et al., 2022).

Entre los mecanismos mas reportados para proceso de
remocion de metales, la biosorcién es uno de ellos, con-
siderado tanto mecanismo de tolerancia, como de remo-
cién, empleado por una amplia diversidad de hongos.
Particularmente, el género Trametes spp., perteneciente
a los hongos basidiomicetos, ha sido ampliamente docu-
mentado en la literatura cientifica por su destacada ca-
pacidad en procesos de biorremediacion. Su sistema
enzimatico ligninolitico, especialmente el uso de lacasas
y peroxidasas, le confiere un alto potencial para la de-
gradacion de compuestos recalcitrantes y la inmoviliza-

cion o transformacion de contaminantes inorganicos,
posicionandolo como un agente flngico eficaz en la
mitigacion de diversos contaminantes ambientales
(Beltran-Flores et al., 2022; TiSma et al., 2021). Estudios
reportan la remocion de hasta 400 mg/L de Cu utilizan-
do Trametes versicolor (Upadhyay et al., 2023). Por otro
lado, la investigacion de Bayramoglu y colaboradores
(Bayramoglu et al., 2003) demostré que Trametes versi-
color posee la habilidad de remover hasta el 73% del
metal respecto a la cantidad del compuesto inicial, resul-
tado que dependié de la inmovilizacién del material
fingico desactivado por calor, y de esta manera se de-
mostré la eficiencia en el proceso de biorremediacién
del metal. De acuerdo a estos hallazgos, se resalta que
un pretratamiento de la masa flingica, tanto si es obte-
ner biomasa inactiva e inmovilizada, podria favorecer
los tratamientos de remocién de metales en medios
acuosos. Es importante resaltar que en otros estudios
como los reportados por Tang y colaboradores, identifi-
caron que, a la hora de evaluar la remocion de metales
en medios acuosos, procesos como la inmovilizacion en
perlas de carboximetilcelulosa, la inactivacion por calor,
entre otros (Tang et al., 2024; Mathur & Gehlot, 2021),
son diferentes metodologias que favorecen una mayor
efectividad, en especial, para la remociéon de mercurio
(Hg). En este estudio, se encontré que hongos basidio-
micetos, entre ellos, el género Trametes sp., tiene la ca-
pacidad para remover mercurio en medios acuosos,
utilizando biomasa viva sin pretratamiento del micelio,
logrando una remocién del 17%. Cabe resaltar que los
hongos provienen de ambientes sin antecedentes de
contaminacion con metales pesados, razén por la cual,
se evidencia un alto potencial para proyectar la activi-
dad del hongo y optimizar su capacidad como material
promisorio dentro del grupo de basidiomicetos para la
biorremediacién de metales pesados.

Identificacion molecular

El andlisis de las regiones ITS de los hongos G y H permi-
ti6 establecer su identidad taxonémica. El hongo G mos-
tré un 99,66 % de similitud con especies del género Tra-
metes sp., mientras que el hongo H presenté un 99,13 %
de similitud con Endomelanconiopsis sp. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas en este estudio fueron deposita-
das en el GenBank del NCBI, bajo los codigos de acceso
PQ221215 y PQ252684, respectivamente.

Durante el ensayo de biorremediacion, ambos aislados
fingicos demostraron una capacidad relevante para
remover mercurio del medio liquido. Material flingico
asociado al género Trametes spp. ha sido reportado en
estudios para la remocién de diferentes metales metales,
entre ellos cadmio (Cd), plomo (Pb), Niquel (Ni), entre
otros. Por ejemplo, Enayatizamir y colaboradores repor-
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tan a Trametes pubescence con capacidad para crecer y
remover Pb y Ni, tanto por mecanismos de biosorcién
con biomasa viva y muerta, removiendo mas del 90%
con biomasa seca durante 14 dias de exposicion
(Enayatizamir et al.,, 2020); su estudio resalta la capaci-
dad de los grupos funcionales intracelulares para la re-
mocién de metales pesados, sin alterar su capacidad
para la sintesis de enzimas como la lacasa. Por su parte,
no se encontraron estudios donde utilicen aislamientos
de Endomelanconiopsis en procesos de biorremedia-
cion, pero si para aprovechar la produccién de enzimas
como las lipasas, y posterior uso para la produccion de
biodisel a partir de aceites de desechos (Rodrigues et al.,
2024), lo que permite identificar la capacidad metabdli-
ca de este aislamiento y su respuesta a diferentes am-
bientes. Para ninguno de los hongos se encontraron
estudios donde analicen el comportamiento de estos en
presencia de mercurio y su potencial uso en proceso de
bioremocion. Estos hallazgos se alinean con reportes
recientes en la literatura que evidencian la eficacia de
ciertos hongos utilizados para la eliminacion de com-
puestos mercuriales. Por ejemplo, Metarhizium spp. lo-
gré remover eficientemente MeHg y Hg?* (0,5 mg/L) en
agua dulce en tan solo 48 horas (C. Wu et al., 2022),
mientras que Mucor hiemalis alcanzé tasas de remocién
superiores al 81 % y hasta el 99 % (Ghosh et al., 2023).
En este contexto, los aislamientos nativos estudiados
podrian representar una alternativa biotecnolégica pro-
metedora para la remediacién de ambientes contamina-
dos con mercurio.

CONCLUSION

La recoleccion del material biolégico correspondiente a
hongos basidiomicetos, permitié identificar diferencias
entre ellos, los cuales presentaron una capacidad de
respuesta diferente en exposicién a mercurio hasta en
concentraciones cercanas a 200 mg/L en medios soli-
dos. Un hongo identificado dentro del género Trametes
crecié en un medio acuoso contaminado con mercurio,
y removié hasta el 17%, utilizando biomasa viva. Se re-
quieren mas estudios que permitan precisar el mecanis-
mo por el cual este hongo, como biomasa viva, interac-
tda con el mercurio para disminuir su cantidad en me-
dios acuosos, y definir la cantidad que puede llegar a
remover en diferentes condiciones ambientales, inclusi-
ve si esta biomasa fuera pretratada. De esta manera, se
establece que el hongo tiene capacidad para remover
mercurio, y que este podria ser utilizado como parte del
mecanismo que asiste la remocion de metales pesados,
mejorar el rendimiento, por medio de su inmovilizacién.
Este estudio aporta conocimientos iniciales para utilizar
una alternativa de origen biolégico en la remocion de
mercurio, un metal altamente téxico, utilizando el hongo

Trametes sp. que crece facilmente en sustratos de bajo
costo, considerando este una alternativa sustentable,
amigable para el ambiente, y de alto impacto para dismi-
nuir la diseminacion ambiental del metal. Se cuentan
con reportes de alto valor relacionados al género Trame-
tes sp., que ha sido objeto de estudio en diferentes ensa-
yos utilizando biomasa viva o muerta en procesos asisti-
dos para la remocién de metales pesados como el cad-
mio, niquel, plomo, y este estudio demuestra que el
mercurio es uno mas de los metales pesados que puede
biorremediar.

AGRADECIMIENTOS

Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia,
financiador del proyecto por Convocatoria Interna
2020, Grupo de investigacién Biociencias y semillero
SIFACS de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de
Antioquia, y al Programa de Estudio y Control de Enfer-
medades Tropicales (PECET), UdeA.

REFERENCIAS

Arce-torres, L. F.,, Gomez-diaz, I., Monge-artavia, M., &
Prado-cordero, J. (2020). Metabolitos secundarios con
actividad medicinal extraidos de hongos provenientes
de Centroamérica Secondary metabolites with medici-
nal activity extracted from fungi found in Central Ame-
rica. 33, 80-89.

Arica, M. Y., Arpa, C., Kaya, B., Bektas, S., Denizli, A., &
Geng, O. (2003). Comparative biosorption of mercu-
ric ions from aquatic systems by immobilized live and
heat-inactivated Trametes versicolor and Pleurotus
sajur-caju. Bioresource Technology, 89(2), 145-154.
https://doi.org/10.1016/50960-8524(03)00042-7

Bayramoglu, G., Bektas, S., & Arica, M. Y. (2003). Bio-
sorption of heavy metal ions on immobilized white-rot
fungus Trametes versicolor. Journal of Hazardous Mate-
rials. https://doi.org/10.1016/50304-3894(03)00178-X

Beltran-Flores, E., Pla-Ferriol, M., Martinez-Alonso, M.,
Gaju, N., Blanquez, P., & Sarra, M. (2022). Fungal
bioremediation of agricultural wastewater in a long-
term treatment: biomass stabilization by immobilizati-
on strategy. Journal of Hazardous Materials, 439.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2022.129614

Chang, J., Shi, Y., Si, G., Yang, Q., Dong, J., & Chen, J.
(2020). The bioremediation potentials and mercury
(I)-resistant mechanisms of a novel fungus Penici-
llium spp. DC-F11 isolated from contaminated soil.
Journal of Hazardous Materials, 396. https://
doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.122638

Chen, L., Zhang, X., Zhang, M., Zhu, Y., & Zhuo, R.
(2022). Removal of heavy-metal pollutants by white
rot fungi: Mechanisms, achievements, and perspecti-

Remocién de mercurio utilizando Trametes sp.

60



ves. Journal of Cleaner Production, 354, 131681.
https://doi.org/10.1016/).JCLEPRO.2022.131681
Chen, N., Chen, S. W., Qiu, S. Y., Lu, S. M., Wei, J. R,,
Yang, F. W., Geng, H. C., & Zhou, M. (2023). Gano-
dermasides E-H, four new ergosterol derivatives from
the endophytic fungus Epicoccum poae DJ-F associa-
ted with Euphorbia royleana. Fitoterapia, 168. https://

doi.org/10.1016/j.fitote.2023.105562

Enayatizamir, N., Liu, J.,, Wang, L., Lin, X., & Fu, P. (2020).
Coupling Laccase production from Trametes pubes-
cence with heavy metal removal for Economic Waste
Water Treatment. Journal of Water Process Engineering,
37. https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2020.101357

Firinca, C., Zamfir, L. G., Constantin, M., Raut, 1., Capra,
L., Popa, D., Jinga, M. L., Baroi, A. M., Fierascu, R. C,,
Corneli, N. O., Postolache, C., Doni, M., Gurban, A.
M., Jecu, L., & Sesan, T. E. (2024). Microbial Removal
of Heavy Metals from Contaminated Environments
Using Metal-Resistant Indigenous Strains. Journal of
Xenobiotics, 14(1), 51-78. https://doi.org/10.3390/
jox14010004

Garrote, M. F. (2020). Use of microorganisms as biore-
mediators of textile effluents contaminated by azo
dyes. Universidade Da Coruia, 1-17.

Ghosh, S., Rusyn, 1., Dmytruk, O. V., Dmytruk, K. V., On-
yeaka, H., Gryzenhout, M., & Gafforov, Y. (2023).
Filamentous fungi for sustainable remediation of
pharmaceutical compounds, heavy metal and oil
hydrocarbons. Frontiers in Bioengineering and Bio-
technology, 11.  https://doi.org/10.3389/
FBIOE.2023.1106973/FULL

Habtemariam, S. (2020). Trametes versicolor (Synn. Co-
riolus versicolor) polysaccharides in cancer therapy:
Targets and efficacy. In Biomedicines (Vol. 8, Issue 5).
MDPI AG. https://doi.org/10.3390/
BIOMEDICINES8050135

Hernandez-Sdenz, D., Puentes-Morales, C. S. Mateus-
Maldonado, J. F., Pedroza-Camacho, L. D., Ramirez-
Rodriguez, )., Rivera-Hoyos, C. M. & Pedroza-
Rodriguez, A. M. (2020). Evaluacion del consorcio en-
tre Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y bacterias
aerodbicas para remocién de colorantes sintéticos. Revis-
ta Colombiana de Biotecnologia, 22(1), 45-59. https://
doi.org/10.15446/rev.colomb.biote.v22n1.82735

Krupodorova, T. A., Barshteyn, V. Y. & Sekan, A. S.
(2021). Review of the basic cultivation conditions
influence on the growth of basidiomycetes. Current
Research in Environmental and Applied Mycology, 11,
494-531. https://doi.org/10.5943/CREAM/11/1/34

Kumar, A., Yadav, A. N., Mondal, R., Kour, D., Subrahman-
yam, G., Shabnam, A. A, Khan, S. A., Yadav, K. K,
Sharma, G. K., Cabral-Pinto, M., Fagodiya, R. K., Gupta,
D. K, Hota, S, & Malyan, S. K. (2021). Myco-
remediation: A mechanistic understanding of contami-

nants alleviation from natural environment and future
prospect. In Chemosphere, Vol. 284. Elsevier Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.131325

Lizarazo, M. F., Herrera, C. D., Celis, C. A., Pombo, L.
M., Teheran, A. A., Pineros, L. G., Forero, S. P., Velan-
dia, J. R.,, Diaz, F. E., Andrade, W. A., & Rodriguez, O.
E. (2020). Contamination of staple crops by heavy
metals in Sibaté, Colombia. Heliyon, 6(7). https://
doi.org/10.1016/).HELIYON.2020.E04212

Londofo, P. (2020). Biorremediacion como estrategia
para la recuperacién de suelos mineros contamina-
dos con mercurio,cadmio y plomo (Hg,Cd,Pb). In
Universidad de Cérdoba, Facultad de ciencias basicas,
Departamento de quimica, programa de quimica.

Lucero Rincén, C. H., Pena Salamanca, E. J.,, Cantera
Kintz, J. R., Lizcano, O. V., Cruz-Quintana, Y., & Nei-
ra, R. (2023). Assessment of mercury and lead conta-
mination using the bivalve Anadara tuberculosa
(Arcidae) in an estuary of the Colombian Pacific. Ma-
rine Pollution Bulletin, 187. https://doi.org/10.1016/
J.MARPOLBUL.2022.114519

Mathur, M., & Gehlot, P. (2021). Mechanistic evaluation of
bioremediation properties of fungi. New and Future
Developments in Microbial Biotechnology and Bioengi-
neering: Recent Advances in Application of Fungi and
Fungal Metabolites: Current Aspects, 267-286. https://
doi.org/10.1016/B978-0-12-821005-5.00020-X

Meyer, L., Guyot, S., Chalot, M., & Capelli, N. (2023).
The potential of microorganisms as biomonitoring
and bioremediation tools for mercury-contaminated
soils. Ecotoxicology and Environmental Safety, 262.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2023.115185

Molina, D. A. R., Vargas, J. H. L., Gutierrez, J. A. B., Gallo
-Ortiz, A., & Duarte-Correa, Y. (2021). Residues of
veterinary drugs and heavy metals in bovine meat
from Uraba (Antioquia, Colombia), a promising step
forward towards international commercialization.
Veterinary and Animal  Science, 13. https://
doi.org/10.1016/j.vas.2021.100192

Priyadarshini, E., Priyadarshini, S. S., Cousins, B. G., &
Pradhan, N. (2021). Metal-Fungus interaction: Re-
view on cellular processes underlying heavy metal
detoxification and synthesis of metal nanoparticles. In
Chemosphere (Vol. 274). Elsevier Ltd. https://
doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.129976

Rodrigues, J. G. C., Cardoso, F. V., Duvoisin Junior, S.,
Machado, N. T., & Albuquerque, P. M. (2024). Endo-
melanconiopsis endophytica Lipase Immobilized in
Calcium Alginate for Production of Biodiesel from
Waste Cooking Oil. Energies, 17(22). https://
doi.org/10.3390/en17225520

Sarria-Villa, R. A., Gallo-Corredor, j. s., & Benitez-Benitez,
R. (2020). Tecnologias para remover metales pesa-
dos presentes en aguas. Caso Cromo y Mercurio.

61 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 2 Julio - Diciembre 2025, 52 - 62



Journal de Ciencia e Ingenieria, 12(1), 94-109.
https://doi.org/10.46571/JCI.2020.1.8

Tang, H., Xiang, G., Xiao, W., Yang, Z., & Zhao, B.

(2024). Microbial mediated remediation of heavy
metals toxicity: mechanisms and future prospects. In
Frontiers in Plant Science (Vol. 15). Frontiers Media
SA. https://doi.org/10.3389/fpls.2024.1420408

Tidma, M., Znidarsi¢-Plazl, P., Selo, G., Tolj, 1., Speranda,
M., Bucié-Koji¢, A., & Planini¢, M. (2021). Trametes
versicolor in lignocellulose-based bioeconomy: State
of the art, challenges and opportunities. Bioresource
Technology, 330. https://doi.org/10.1016/
J.BIORTECH.2021.124997

Torreggiani, A., Beccaccioli, M., Verni, M., Cecchetti, V.,
Minisci, A., Reverberi, M., Pontonio, E., & Rizzello, C.
G. (2023). Combined use of Trametes versicolor ex-
tract and sourdough fermentation to extend the mi-
crobiological shelf-life of baked goods. LWT, 189.
https://doi.org/10.1016/).LWT.2023.115467

Upadhyay, S. K., Rani, N., Kumar, V., Mythili, R., & Jain,
D. (2023). A review on simultaneous heavy metal
removal and organo-contaminants degradation by

potential microbes: Current findings and future
outlook. In Microbiological Research (Vol. 273). Else-
vier GmbH. https://doi.org/10.1016/
j.micres.2023.127419

Vdcar, C. L., Covaci, E., Chakraborty, S., Li, B., Weindorf,
D. C., Frentiu, T., Parvu, M., & Podar, D. (2021).
Heavy metal-resistant filamentous fungi as potential
mercury bioremediators. Journal of Fungi, 7(5).
https://doi.org/10.3390/jof7050386

Wu, C,, Tang, D., Dai, J., Tang, X., Bao, Y., Ning, J., Zhen,
Q., Song, H., St. Leger, R. J., & Fang, W. (2022). Bio-
remediation of mercury-polluted soil and water by
the plant symbiotic fungus Metarhizium robertsii.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
119(47). https://doi.org/10.1073/PNAS.2214513119

Wu, Z.,, Sun, M., & Zou, L. (2015). Colorimetric Detec-
tion of Mercury in Aqueous Media Based on Reaction
with Dithizone. 111-116. https://
doi.org/10.1007/978-3-319-48354-2_11i

Remocién de mercurio utilizando Trametes sp.

62



ARTICULO DE INVESTIGACION

Desescalado del proceso de fermentacion
de la proteina recombinante sL22 a un biorreactor de 50 L
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RESUMEN

Los estudios de un proceso a escala de produccién no son econémicamente factibles, por tanto, el desarrollo de mo-
delos a pequefa escala que representen el desempefo del proceso de la escala comercial es esencial para lograr una
caracterizacion robusta y un mejor entendimiento de este. En el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) se obtiene
la proteina recombinante sL.22 a partir del cultivo a escala comercial de la linea celular NSO. Con el objetivo de eva-
luar nuevas condiciones en el proceso para su optimizacion, en la presente investigacion se desarrolla un modelo de
desescalado de un biorreactor de 50 L que opera en modo continuo desde un biorreactor comercial de 2 000 L que
opera en modo perfusion. Se seleccionan como criterios mantener constante el tiempo de mezclado y el coeficiente
de transferencia de masa entre ambas escalas. Se realizan tres corridas experimentales y se evalia el desempefio del
cultivo celular a partir de los parametros cinéticos y del estrés hidrodinamico aportado por las condiciones operacio-
nales propuestas de velocidad de agitacién de 100 min" y un flujo de aire por unidad de volumen de 0,0017 min™;
que implicé operar una potencia por unidad de volumen inferior de los valores que provocan dano celular. El tamafio
de los remolinos que genera esta condicién de agitacion es superior al diametro de las células de mamiferos, condi-
cién que no tiene impacto en el dafo celular. La zona de operacién permitié una alta viabilidad celular y parametros
cinéticos tipicos de las células de mamiferos.

Palabras claves: cultivos celulares; reactor bioldgico; hidrodinamica; escalado.
ABSTRACT
Studies of a production-scale process are not economically feasible; therefore, the development of small-scale models

that represent the performance of the commercial-scale process is essential to achieve a robust characterization and a
better understanding of it. At the Center for Molecular Immunology (CIM), recombinant sL22 protein is obtained from
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commercial-scale culture of the NSO cell line. In order to evaluate new conditions in the process for its optimization, a
model of scale down of a 50 L bioreactor operating in continuous mode from a commercial 2 000 L bioreactor operat-
ing in perfusion mode is developed in the present investigation. The mixing time and mass transfer coefficient between
the two scales are selected as criteria to be kept constant. Three experimental runs were performed, and the perfor-
mance of the cell culture was evaluated from the kinetic parameters and the hydrodynamic stress provided by the pro-
posed operational conditions of agitation speed of 100 min-1 and an air flow per unit volume of 0.0017 min'. These
implied operating a power per unit volume lower than the values that cause cell damage. The size of the eddies gener-
ated by this agitation condition is larger than the diameter of mammalian cells, a condition that has no impact on cell
damage. The zone of operation allowed for a high level of cell viability and kinetic parameters that are typical of mam-
malian cells. It was found that the operational zone facilitated elevated levels of cell viability and kinetic parameters

that are characteristic of mammalian cells.

Keywords: cell culture; biological reactor; hydrodynamics; scaling.

Recibido: noviembre 23 de 2024

INTRODUCCION

El cultivo de células animales constituye una de las ra-
mas de la biotecnologia de gran interés en los dltimos
anos; originalmente se desarrollé para la produccion de
vacunas virales y un ndmero limitado de proteinas natu-
rales. Este tipo de cultivo es una tecnologia cara, pero
dnica en el sentido que las proteinas que se obtienen a
partir de ella no pueden ser sintetizadas por otros orga-
nismos mas simples, debido a los requerimientos de
glicosilaciéon que necesitan muchas proteinas para ser
biol6gicamente activas (Zhang, 2020). Las células de
animales son los hospederos por excelencia para mas
del 70 % de los productos farmacéuticos en el mercado.

El desarrollo de un proceso productivo implica varias eta-
pas que van desde la identificacion de la cepa productora
del producto de interés, su mejora, la optimizacién del
proceso y el escalado del mismo. Una vez establecido a
escala comercial, continda la caracterizacion del mismo
para comprenderlo en detalle, estudiar la relacion entre
los pardmetros claves de operacion y el rendimiento, asi
como los atributos de calidad del producto final.

Uno de los aspectos mas dificiles de caracterizar es la
hidrodindmica de los sistemas y la interaccion de esta
con los mecanismos de transferencia en la escala de
produccion. Existen dos maneras de resolver los proble-
mas que surgen durante los procesos de escalado:

¢ Adquirir mas conocimientos sobre la hidrodindmica y
la interaccién con otros mecanismos para obtener
una descripcion completa de lo que ocurre en el
interior de los biorreactores a gran escala.

e Desarrollar procedimientos de escalado que propor-
cionen una estimacién adecuada del rendimiento de
los biorreactores a escala de produccion basandose
en investigaciones a pequena escala.

Aprobado: 25 de octubre de 2025

El primero de estos métodos no es factible en la practica
debido a los elevados costos operacionales y la limitada
disponibilidad de biorreactores a gran escala para la
experimentacion; por esta razon se utilizan por lo gene-
ral los modelos de desescalado. Existen diversos méto-
dos para realizar estos estudios, cada uno con sus venta-
jas y desventajas; entre los que se pueden destacar: Re-
gla del pulgar, tanteo y error y a partir de la modelacion
matematica (Hall, 2017).

El modo de operacién continuo es ampliamente utiliza-
do para la caracterizacion de cultivos celulares (Tang et
al., 2020; Castilho et al.,, 2008), en la determinacion e
identificacién de variables cinéticas y estequiométricas.
En este modo no se alcanzan altas concentraciones ce-
lulares como en la perfusion, y no se puede operar a
velocidades de dilucién por encima de la velocidad es-
pecifica de crecimiento. Es de gran utilidad en el estudio
de factores ambientales y fisicos en el desempefio del
cultivo celular, debido a la capacidad de establecer esta-
dos estacionarios por tiempos elevados de operacion, a
diferencia de los cultivos discontinuos. La influencia de
estos factores puede ser facilmente estudiada en estos
sistemas (Gonzélez Alvarez, 2024; Castilho et al., 2008).
En algunos casos se ha empleado como modelo para el
estudio de fermentaciones a escala industrial en modo
perfusién. Gonzalez Alvarez (2024), obtuvo un modelo
matematico a partir de una relacién lineal entre la velo-
cidad especifica de perfusién por célula (CSPR) y la velo-
cidad especifica de crecimiento (u) en el estado pseud-
oestacionario (ee) para determinar la zona de operacién
estable y condiciones de mayor productividad en los
cultivos de las lineas celulares NSO y CHO en un bio-
rreactor de 1 500 L que opera en modo perfusion. Para
ello desarroll6 corridas a escala de 80 L en modo conti-
nuo y obtuvo que, al operar al mismo valor de velocidad
especifica de crecimiento en el estado pseudoestaciona-
rio, obtiene el mismo valor de velocidad especifica de
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perfusion por célula que en el biorreactor de 1 500 L,
con un error inferior al 20 %. El autor usé el modelo de
80 L para determinar el valor de CSPR minimo que pue-
de mantenerse en el cultivo en el estado estacionario
con un valor de alta viabilidad para lograr el mismo re-
sultado en el biorreactor de la escala comercial.

En Cuba, la dnica institucion que realiza el cultivo de
células animales a escala industrial es el Centro de Inmu-
nologia Molecular, dirigido principalmente a la investiga-
cion basica, desarrollo y fabricacién de productos nove-
dosos para el tratamiento del cancer y otras enfermeda-
des autoinmunes. En un biorreactor tipo tanque agitado
a escala comercial se obtienen dos proteinas recombi-
nantes, la sL22 empleada en la formulacién de un Ingre-
diente Farmacéutico Activo contra diferentes tipos de
cancer y la proteina recombinante rC21, materia prima
biolégica empleada en la formulacién de una vacuna
viral_(Quesada-Rodriguez et al., 2025). Ambos productos
se obtienen a partir del cultivo de las lineas celulares
NSO y CHO-KT1, respectivamente, bajo similares condi-
ciones de operacion. En los dltimos afos se ha hecho
necesario la evaluacién de nuevas condiciones en el
proceso de fermentacion para el desarrollo y optimiza-
cion del mismo. Para ello es preciso realizar diferentes
experimentos de forma tal que se reproduzca el proceso
con la mayor similitud posible. Es importante tener en
cuenta aspectos como la transferencia de oxigeno, el
dafo por estrés, asi como otros factores hidrodinamicos.
Por ello el objetivo de la presente investigacion es obte-
ner un modelo de desescalado, tomando como referen-
cia el proceso de fermentacion de la proteina recombi-
nante sL22. Los resultados de la presente investigacion
constituirian una valiosa herramienta para la optimiza-
cién de ambos procesos.

MATERIALES Y METODOS

Linea celular

La linea celular empleada fue NSO, un mieloma murino
transfectado con el gen que codifica para la proteina
recombinante sL22. Se emple6 el medio de cultivo co-
mercial libre de proteinas y de suero animal, M1 similar
al utilizado por (Boggiano-Ayo et al., 2023).

Biorreactores

La experimentacién se desarrollé en un biorreactor de
produccion comercial, que tiene un volumen de trabajo
de 2 000 L (Bioengineering AG; Suiza), cuyo didmetro
(D1) es de 1,28 m y la altura del liquido (H,) es de 1,66
m. Este cuenta con dos impelentes acoplados al mismo
eje, una turbina Rushton de seis paletas (impelente infe-
rior) y una propela marina con tres aspas (impelente
superior) ambos con un diametro (Di) de 0,45 m. Ade-

mas, se emple6 un biorreactor de 50 L de volumen efec-
tivo (Bioengineering AG; Suiza) con igual cantidad y dis-
posicion de los impelentes y cuyas dimensiones son: Dy
=0,39m; Di=0,15myH=0,44 m.

En ambos biorreactores la temperatura se controlé en
36,50 £ 0,50 °C, mediante un sistema de dos intercambia-
dores de calor de placas que enfrian o calientan el volu-
men de agua contenido en la chaqueta. Ademas, se ali-
mentd una corriente de aire para mantener una presion
constante en los biorreactores. Los niveles de oxigeno
disuelto en los cultivos celulares por lo general se contro-
lan entre el 20 y 100 % de saturacién de aire; en particu-
lar en las corridas en cuestion se alimenté una mezcla de
oxigeno vy aire a través del distribuidor de gases para que
este valor se mantuviera alrededor del 50 %. El biorreac-
tor de 2 000 L presenta un distribuidor de gases con dia-
metro de orificio de 2,0 mm, mientras el de 50 L tiene un
micro burbujeador tipo tubo perforado con didmetro de
orificio de 20,0 um. El biorreactor de 2 000 L se oper6 en
modo continuo con recirculacién de biomasa, con una
velocidad de agitacion de 80 min y un flujo total a través
del distribuidor de gases de 7,0 L/min.

Criterios para el desescalado del proceso de fermentacion

Existen varios métodos para el escalado de un proceso
productivo, en este caso se empled la regla del pulgar por
su amplia utilizacion en la practica (Halls, S., 2017). En
este las variables del proceso se concentran en tres gru-
pos: variables quimico-fisicas, variables geométricas y
variables de operacién. Las primeras se mantuvieron
constantes en todas las escalas, como las propiedades del
medio de cultivo, la temperatura de operacion, el pH,
entre otras. En el grupo de las variables geométricas se
tienen las dimensiones de los biorreactores, en forma de
diferentes relaciones. Las variables de operacion se deter-
minaron a partir de aplicar los diferentes criterios de esca-
lado (Aiba et al.,, 1973).

Se aplicé la siguiente metodologia para realizar el deses-

calado del proceso de fermentacion:

1. Seleccion de la variable objetivo;

2. Seleccién de la combinacién de criterios de escalado
a probar;

3. Célculo de las variables de operacion velocidad de
agitacion (N) y flujo total de gases (QQ) en la escala
de 50 L, partiendo de los valores que tienen en la
escala de referencia;

4. Estudio del proceso en la nueva escala con la aplica-
cion de los criterios seleccionados;

5. Comprobacion de la validez del procedimiento apli-
cado.

Para la aplicacion de esta metodologia se comprobé si

existe similitud geométrica entre las escalas, mediante el
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célculo de diferentes relaciones: Dy/Di, H,/D+ y el factor
geométrico (f) de acuerdo a la ecuacion 1.

S

Una vez calculado el factor geométrico se analizaron dife-
rentes criterios para determinar la velocidad de agitacion
(N) en el biorreactor de 50 L, a partir de conocer la veloci-
dad de agitacion en el biorreactor 2 000 Ly el factor lineal
de escala (relacién entre los diametros de impelentes)
(Quintero, 1990). Los criterios analizados fueron:

Ndmero de Reynolds (Re) constante (ecuacion 2)
Velocidad tangencial (vy,) constante (ecuacion 3)
Tiempo de mezclado (t,,) constante (ecuacién 4)
Potencia por unidad de volumen (P/V) constante
(ecuacion 5).

N2 .
N; Di N; Di
N2 = (D'z) 2 N2 = D'1 3
1 i1 1 iz
i \1/4 i\ 2/3
N: Di N: Di
2 - (Z2) 4 2 (Z2) 5
N1 Diq N1 Dig

donde: el subindice 1 se refiere a la escala de 50 Ly el
subindice 2 a la escala de 2 000 L.

La seleccién de la velocidad de agitacion, mediante los
criterios estudiados se realiz6 a partir de evaluar algunas
de las caracteristicas hidrodindmicas en el biorreactor,
ecuaciones 6-8.

‘N-Di2
Re =2
n
Viijp = T-N-Di 7
153
P NppDi®N
P _ Npp 8

A% \

donde:

p- densidad de liquido

Np- nimero de potencia, es funcién del tipo de impelen-
te y del régimen de trabajo

n- viscosidad dinamica.

El flujo de aire Q se calculé mediante el criterio reco-
mendado por (Aiba et al, 1973) basado en mantener
constante el coeficiente de transferencia de masa
(ecuacion 9). Aunque este método fue desarrollado ini-
cialmente para los casos en que no existe agitacion me-
cdnica y por tanto la transferencia de masa se produce

por la accién de las burbujas de aire que salen del distri-
buidor de gases, también se ha utilizado como una bue-
na aproximaciéon para el escalado en los biorreactores
del tipo tanque agitado, con resultados superiores a los
que se alcanzan con los métodos de mantener constan-
te el flujo de aire por unidad de volumen (vwvm) o la ve-
locidad superficial (Aiba et al., 1973).

vmg _ Q1/Vi _ (m)—Z/:%
vwmz  Q2/V2 Hp1

donde:
vvm- flujo de aire por unidad de volumen
Q- flujo de gases al distribuidor de gases.

Este parametro se evalud a partir de observar el compor-
tamiento del oxigeno disuelto en el cultivo para el flujo
de gases determinado por la ecuacion 9.

Las condiciones hidrodinamicas influyen directamente en
el desempefio de las células, pues se pueden generar efec-
tos de cizallamiento en los cultivos celulares. Un indicador
potencial del dafo celular es la microescala de turbulencia
o ndmero de Kolmogorov (Nienow, 2021; GarciaOchoa
et al, 2020). Este identifica al remolino mas pequefo o
“eddie” en funcion de la velocidad de disipacion de ener-
gia y de la viscosidad del fluido. Se determiné el tamano de
los remolinos mediante la ecuacién 10.

1/4
1= (#:V)) 10

donde:
I- tamano de los remolinos.

Condiciones experimentales

Se desarrollaron tres corridas experimentales a partir de
las condiciones de agitacion y aireacion, seleccionadas
para estudiar el proceso en la escala de 50 L. Los para-
metros cinéticos que, constituyen las variables objetivos
del desescalado se compararon con los de una corrida
tipica de la escala de 2 000 L en modo continuo con
recirculacion celular y una corriente de purga. En la fer-
mentacion en la escala de 50 L se empled el modo de
operacion continuo, utilizado por lo general en las acti-
vidades de investigaciéon y desarrollo, y en la caracteriza-
cion del cultivo celular (Castilho et al., 2008).
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En cada corrida el biorreactor fue muestreado con una
frecuencia no superior a 4 dias. La concentraciéon celular
(Xy) y la viabilidad celular fueron determinadas por ob-
servacion al microscopio mediante el método de exclu-
sion con tripan azul (Sutedjo, 2022). La concentracién
de producto extracelular P se determiné mediante el
ensayo inmunoenzimatico ligado a enzima ELISA
(Hayrapetyan et al., 2023).

Se determinaron los pardmetros cinéticos velocidad es-
pecifica de crecimiento celular (u) y velocidad especifica
de produccién del anticuerpo (q,). Para ello se aplicaron
los balances de biomasa y producto, teniendo en cuenta
el modo de operacion y la etapa de crecimiento del cul-
tivo celular.

El célculo de la velocidad especifica de crecimiento en
el cultivo por lote incrementado qued6 expresado me-
diante la ecuacion 11.

X tF
In(3) = p- (t—to) - [} Tdt

Vo

11

donde:

F- flujo de adicién de medio de cultivo durante el incre-
mento

V- volumen del biorreactor

Xvg y to- concentracion de células vivas y tiempo de co-
rrida, al inicio del cultivo por lote incrementado.

En el estado pseudoestacionario se determinaron p vy q,
a partir de las ecuaciones de balances de masa para la
biomasa y el producto en modo continuo y en modo
continuo con recirculacién celular (ecuaciones 12 y 13).

p=a-Dp+D 12
P-Dt
qp = X, 13

donde:

D- velocidad de dilucion en cultivo continuo

D,- velocidad de dilucién de perfusion

D¢ velocidad de dilucion total

a- factor de pase del dispositivo de retencién celular.

En el caso del cultivo continuo sin retencién de biomasa
en la ecuacién 12 el término a-Dp se anula y en el
célculo de q, la velocidad de dilucién total es D.

La velocidad especifica de dilucién por célula en el culti-
vo de 50 L (CSDR, por sus siglas en inglés) se determino

mediante la ecuacion 14. Esta representa el volumen de
medio de cultivo empleado diariamente para sostener
cada célula en el cultivo celular, y da una medida de la
profundidad nutricional del medio de cultivo para la
linea celular en las condiciones de cultivo; provee un
microambiente consistente para las células en el cultivo.

CSDR = 2 14
X

v

Esta ecuacion se empled también para determinar la
velocidad especifica de perfusion por célula (CSPR, por
sus siglas en inglés), sustituyendo la D por la velocidad
de dilucién total en el cultivo de 2 000 L.

Procesamiento estadistico de los datos

Se realiz6 la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-
Wallis para medianas con el objetivo de determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre
los valores calculados de los pardmetros cinéticos que
caracterizan la linea celular NSO productora de la
proteina recombinante sL22 en ambas escalas. La
prueba se llevé a cabo en el programa Minitab 18,
donde se tuvo en cuenta que para todo valor p mayor
que el nivel de significancia de 0,05 no existian
diferencias estadisticas significativas entre las medianas.

RESULTADOS

Proceso de fermentacion a gran escala

La figura 1 muestra el comportamiento de la concentracion
celular, la viabilidad, la velocidad de dilucion total y la con-
centracion de producto en una corrida desarrollada en el
biorreactor de 2 000 L, que es representativa de esta esca-
la de trabajo, donde en el cultivo de la linea celular NSO en
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Figura 1. Concentracién celular, viabilidad, velocidad de diluciéon y
concentracion de producto en el medio de cultivo M1, en el bio-
rreactor de 2 000 L; temperatura 36,50 £ 0,50 °C, velocidad de
agitacion 80 min”, vwm de 0,004 min”, pH 6,85 £ 0,10.
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la obtencién de proteinas recombinantes y anticuerpos
monoclonales se obtienen concentraciones celulares en el
orden de 2,00-107 cel/mL para velocidades de dilucién
hasta 1,20 d' (Ndfez Ortiz et al., 2023).

La corrida se inoculé a una concentracién de células
vivas de 3,05-10° cel/mL y una viabilidad celular de
99,20 % vy presenté una fase de adaptacién corta. La
adicion de medio de cultivo para completar el volumen
de trabajo ocurrié entre el segundo y quinto dia de fer-
mentacion, a un flujo de 20 L/h. Al finalizar el cultivo
incrementado se inici6 la perfusion, con una concentra-
cién celular de 2,00-10° cel/mL a una velocidad de dilu-
cion de 0,35 d7, la cual aumenté en funcién del incre-
mento de la concentracion celular, para mantener una
CSPR alrededor de 0,08 nL/cel/d. El dia 12 de corrida se
alcanz6 un estado pseudoestacionario con Xv de
1,70-107 cel/mL, la cual se mantuvo hasta el final de la
corrida. La concentracion del producto present6é un in-
cremento y alcanzé los valores maximos en el estado
pseudoestacionario en el orden de 100 pg/mL.

La velocidad especifica de crecimiento en el cultivo por
lote incrementado fue 0,035 h' y en el estado pseudoes-
tacionario 0,010 h' y la velocidad especifica de forma-
cion de producto fue 6,50 pg/cel/d. Estos se encuentran
en el intervalo informado para el cultivo de células de
mamiferos (Quesada-Rodriguez et al., 2025; Gonzélez
Alvarez, 2024; Castilho et al., 2008).

Desescalado del proceso de fermentacion a 50 L

Se determiné el factor geométrico de acuerdo a la ecua-
cion 1; esta relacion entre ambos biorreactores fue 0,88
y evidencia que existe un 88 % de similitud geométrica
entre los biorreactores de 50 L y 2 000 L. De acuerdo a
Aiba et al.(1973) cuando el factor es superior a 0,80 se
puede afirmar que los biorreactores son geométricamen-
te similares.

Quintero (1990) planteé que cuando existe similitud
geométrica se pueden emplear diferentes criterios para
el cambio de escala. En este trabajo se analizaron los
criterios de velocidad de agitacion, Re, velocidad tan-

gencial y potencia por unidad de volumen constantes
(ecuaciones 2 a 5), a partir de los cuales se obtuvieron
los resultados que se muestran en la tabla 1.

Se descartd el criterio de mantener el nimero de Rey-
nolds constante pues la velocidad de agitacién necesaria
supera los 300 min’, velocidad maxima que permite el
biorreactor de 50 L Bioengineering por disefio original. El
criterio de velocidad tangencial constante se descarté
pues implicaba una potencia por unidad de volumen de
579,44 W/m?, valor superior a 250 W/m?, informado
por Nienow (2006), para el cual se recomienda trabajar
en estos sistemas sin observar dafo en el cultivo celular.

La velocidad de agitacion maxima que se debe trabajar
en este sistema para no exceder una P/V de 250 W/m’
(Nienow, 2006) es de 200 min”'; Hall (2017) plantea que
la velocidad de agitacion se debe mantener un 20 %
alejada de la velocidad critica. Se deberia trabajar a velo-
cidades de agitacion inferiores a 160 min" para cumplir
el criterio de Hall (2017); de ahi que se descarté el crite-
rio de mantener constante la potencia por unidad de
volumen que supone trabajar a una velocidad de agita-
cién de 165 min™.

A partir de las consideraciones anteriores se decidié
emplear como criterio de desescalado para el célculo de
la velocidad de agitacion el tiempo de mezclado cons-
tante entre ambas escalas. Este tiempo es una de las
caracteristicas mas importantes de los biorreactores para
el estudio de los procesos de transferencia, la dindmica
de fluidos y en general para la caracterizacién y entendi-
miento del proceso. Ademas, de garantizar la homoge-
neidad del sistema, es importante para evitar gradientes
en las concentraciones de nutrientes y el oxigeno, asi
como oscilaciones en el pH que puedan afectar la pro-
ductividad del proceso.

El flujo de gases totales determinado por la ecuacién 9 fue
de 0,085 L/min con lo cual la relacién de flujo de aire por
unidad de medio fue de 0,0017 min’. Este flujo es relativa-
mente bajo; de acuerdo a Langheinrich et al. (1998) se

Tabla 1. Criterios de escalado analizados para determinar la velocidad de agitacion del biorreactor de 50 L.

- Velocidad de agitacion Velocidad tangencial P/V (W/m3)
Criterio constante (min-) Re (m/s) <250 W/m?
<2,5m/s -
Re 720 387013 5,65 15 644,84
Viip 240 129 004 1,88 579,44
tn 100 53751 0,79 41,92
P/V 165 86 003 1,26 171,69
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puede plantear que la potencia es similar a la potencia ga-
seada, lo que simplifica los célculos de la potencia.

Se determin6é ademds el tamano de los remolinos median-
te la ecuacion 10. Mientras menor sea el tamano del re-
molino, mayor es la cantidad de energia concentrada y
por tanto mayor dafio puede ocasionar a la célula. Si la
célula es mas pequena que la microescala de turbulencia,
no sera danada en el momento de la explosion del remo-
lino, ya que puede acomodarse en su interior (Nienow,
2006). A partir de la relacion de P/V para la velocidad de
agitacion de 100 min" y la viscosidad dindmica del agua a
la temperatura de trabajo, se determiné que el tamafo de
la microescala de turbulencia de Kolmogorov es de 53
um; las células de mamiferos tienen diametros de 10-20
um (Nienow, 2021), por esta razén se pudiera descartar
dafio celular bajo esta condicion.

Resultado del desescalado en 50 L

La figura 2 muestra el comportamiento de la concentra-
cion celular, la viabilidad y la velocidad de dilucion de la
linea celular NSO en las corridas de fermentacion 1, 2 y

3 desarrolladas en el biorreactor de 50 L; en el caso de
las corridas 2 y 3 se muestra ademas la concentracién
de producto. En todas las corridas se utilizé el medio de
cultivo M1, para la obtencién de la proteina recombi-
nante sL22, a partir de las condiciones de velocidad de
agitacion del impelente y flujo de aeracion propuestos.

La corrida 1 (Figura 2a) se inoculé a una concentracion
de células vivas de 4,73-10° cel/mL y una viabilidad celu-
lar de 97,22 %; y los dos primeros dias transcurrieron en
modo discontinuo y se comenzé la adicién de medio de
cultivo a 0,52 L/h hasta completar el volumen de traba-
jo, el cuarto dia de comenzar la corrida. A partir de este
momento, con una concentracion celular de 1,53-10°
cel/mL, se inici6 el cultivo continuo a una velocidad de
dilucion de 0,25 d'. A las 48 horas de comenzar el culti-
vo continuo se aumento la velocidad de dilucion a 0,35
d' en funcién de la concentracién celular, con el objeti-
vo de trabajar a velocidad especifica de dilucion por
célula en el orden de 0,1 nlL/cel/d. En estas condiciones
se alcanzé un estado pseudoestacionario a partir del
séptimo dia, con una concentracion promedio de
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Figura 2. Concentracidn celular, viabilidad, velocidad de dilucién y concentracién de producto con el medio de cultivo M1, en el
biorreactor de 50 L; temperatura 36,50 £ 0,50 °C, velocidad de agitacién 100 min-!, vvm de 0,0017 min"', pH 6,85 * 0,10: a-fermentacién T;

b-fermentacién 2; c- fermentacién 3.
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3,30-10° £ 4,43-10° cel/mL; el CSDR en esta etapa fue
de 0,11 £ 0,01 nL/cel/d.

La corrida 2 (Figura 2b) inicié con una concentracion
de células vivas de 1,01-10° cel/mL y una viabilidad
celular de 99,03 % vy la fase de adaptacion fue imper-
ceptible. Se comenz6 la adicion de medio de cultivo a
las 24 horas de corrida a un flujo de 0,52 L/h hasta
completar el volumen de trabajo durante 48 horas. Al
dia siguiente, con una Xv de 2,11-10° cel/mL se inicié
el cultivo continuo a una velocidad de diluciéon de 0,40
d?, la cual se incrementé hasta 0,45 d' conforme al
crecimiento celular. El final de la etapa de crecimiento
e inicio del estado pseudoestacionario ocurrié el sépti-
mo dia de corrida hasta el fin de la misma; se alcanzé
a una concentracion celular de Xv,=3,40-10°
4,37-10° cel/mL, en esta etapa se obtuvo un CSDR de
0,13 £ 0,02 nL/cel/d.

La corrida 3 (Figura 2c) comenz6 con una concentra-
cion de células vivas de 3,60-10° cel/mL y una viabilidad
celular de 98,63 %. Al dia siguiente se comenz6 la adi-
cion de medio de cultivo a un flujo de 0,52 L/h hasta
aproximadamente las 72 horas de iniciada la corrida,
momento en que se llega al volumen de trabajo. El cuar-
to dia se comenzd el cultivo continuo a 0,35 d'; el sép-
timo dia de corrida la velocidad de dilucién se incre-
menté a 0,40 d'; se alcanz6 un estado pseudoestacio-
nario en 3,51-10° £ 2,00-10° cel/mL hasta el final de la
corrida. A partir del dia 16 de corrida se implementé la
estrategia descrita por (Konstantinov et al, 2006) de
buscar el cambio incremental en el proceso del cultivo
celular hacia un CSDR mas bajo, pues suele comenzar
con valores mas altos; esto permitié disminuir este para-
metro de 0,11 nlL/cel/d a 0,08 nl/cel/d, similar a la velo-
cidad especifica de perfusién por célula a la cual se tra-
baja en el biorreactor de 2 000 L.

La concentracion de producto en el estado pseudoesta-
cionario alcanzé valores entre 30 y 50 pg/mL, sin embar-
go, en la corrida 3 se pudo observar en las dltimas medi-
ciones un ligero incremento, superando los 60 pg/mL.
Esto puede estar asociado a la estrategia de la fermenta-
cion, donde el dia 20 se disminuy6 la velocidad de dilu-
cion. De acuerdo a Konstantinov et al. (2006), es posible
lograr mayores concentraciones de producto disminuyen-
do la velocidad especifica de dilucién/perfusion por célu-
la, ya sea por disminucién de la velocidad de dilucién o
aumento de la concentracion celular.

Parametros cinéticos

Los valores de los parametros cinéticos y la CSDR de los
estados pseudoestacionarios se muestran en la tabla 2
junto a los parametros en la escala comercial.

Las concentraciones celulares de los estados pseudoes-
tacionarios informados en la tabla 2 en las tres corridas
de fermentacién desarrolladas en el biorreactor de 50 L
son superiores a las planteadas por diversos autores
(Fernandez-de-Cossio-Diaz et al., 2017; Castilho et al,
2008) para cultivos continuos, a velocidades de dilucién
similares a las de este estudio. Estas no son comprables
a las obtenidas en el cultivo a gran escala, ya que en el
modo perfusién es donde se alcanzan las mayores con-
centraciones celulares (Konstantinov et al., 2006).

Las velocidades especificas de crecimiento en el cultivo
por lote incrementado y en el estado pseudoestaciona-
rio, asi como las velocidades especificas de formacién
de producto, son tipicas en las células de mamiferos de
acuerdo a lo informado en la literatura para lineas celu-
lares similares (Quesada-Rodriguez et al., 2025; Gonza-
lez Alvarez, 2024; Ndnez Ortiz et al, 2023; Pérez-
Rodriguez et al.,, 2020; Castilho et al., 2008). La veloci-
dad especifica de crecimiento es comparable en el culti-
vo incrementado en ambas escalas sin diferencias esta-
disticas significativas con un valor p de 0,39, sin embar-
go, en el estado pseudoestacionario se observan mayo-
res valores en las fermentaciones en el biorreactor de
50 L, por las diferencias entre los modos de operacion
en ambas escalas. La velocidad especifica de produc-
cién fue reproducible con el cambio de escala con una
diferencia inferior al 30 %, lo cual es aceptable si se
toma en cuenta los errores que se introducen en el con-
teo celular y en la cuantificacion de la concentracion de
producto (Sutedjo, 2022). Los valores determinados de
g, no presentaron diferencias estadisticas significativas
entre ambas escalas (valor p de 0,31).

La velocidad especifica de crecimiento en el estado
pseudoestacionario y la CSDR coinciden con las obser-
vaciones realizadas por Gonzélez Alvarez (2024), para
un cultivo continuo en un biorreactor de 80 L para una
linea celular NSO, donde observé que para menores
valores de ambos pardmetros se manifiesta una tenden-
cia a la muerte del cultivo celular. Si se tiene en cuenta
que las velocidades especificas de perfusién/dilucién
por célula en los cultivos de células de mamifero se en-
cuentran entre 0,05 y 0,5 nl/cel/d (Konstantinov et al.,
2006), los resultados en la escala de 50 L logran repro-
ducir con bastante similitud los valores de la escala co-
mercial (valor p de 0,17).

La figura 3 muestra el comportamiento de la dispersion
de aire en el sistema a partir de la condicién de opera-
cién propuesta para el modelo de desescalado. En la
figura 3a se puede observar el comportamiento del por-
centaje de oxigeno disuelto (DO) durante las tres corri-
das de fermentacién para flujo de aire por unidad de
volumen de 0,0017 min™. En el caso de la figura 3b se
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Tabla 2. Pardmetros cinéticos de la linea celular NSO en el medio de cultivo M1, temperatura 36,50 + 0,50 °C, pH 6,85 0,10 en el
biorreactor de 50 L: velocidad de agitacién 100 min'; vvm de 0,0017 min‘'; en las tres corridas de fermentacién y en el biorreactor de

2000 L: velocidad de agitacién 80 min‘'; vwm de 0,004 min-.

Variables Corrida- 1 Corrida- 2 Corrida- 3 Corrida 2000 L
XV ¢ (cel/mL) 3,30-10%%4,43-10° 3,40-10%4,37-10° 3,51-10%£2,00-10° 1,68:107+9,07-10°
Miote incrementado (") 0,031 0,030 0,032 0,035
Mee (h1) 0,015 0,019 0,017 0,010
q, (pg/cel/d) - 4,61 5,02 6,50
CSDR/CSPR (nL/cel/d) 0,11£0,01 0,13%0,02 0,10+0,01 0,08+0,02
et 1,00 . . ‘
] —a—- Condicién de inundacién 1
—4~— Condicion de inundacion 2
- —— Condicién de inundacién 3
Puntos de operacién
. 0,75 ™ & ’ .
E_s_ : E Zona de dispersion del aire .;;
o -
o ] g0,50 - /A/ i
s

f//‘
o

b 0,25+ Zona de inundacién del impelente H
300 | " | | L L L L L L | 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
t (d) 0,00 ; . ; . ; . . .
a 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
e DO1 (%) esmmDO2 (%) —— DO3 (%)
vvm (min™) b

Figura 3. Comportamiento de la dispersion de aire en las tres corridas de fermentacién en el biorreactor de 50 L, de la linea
celular NSO, con el medio de cultivo M1, temperatura 36,50 + 0,50 °C, velocidad de agitacién 100 min'', vwm de 0,0017 min'", pH
6,85 + 0,10: a- Porcentaje de oxigeno disuelto; b- Velocidad de agitacion necesaria para lograr la dispersién del aire en funcién del
flujo de gases totales en el biorreactor (adaptado de Raffo-Duran et al. (2014)).

comparé la zona de operacion establecida en las tres
fermentaciones desarrolladas con la zona de operacion
estudiada por Raffo-Duran et al. (2014), de curvas empi-
ricas obtenidas para diferentes condiciones de inunda-
cion, con el objetivo de verificar si las condiciones de
agitacion y aireaciéon propuestas se encuentran en una
zona adecuada para la dispersion de aire en el sistema.

La figura 3a muestra que las tres corridas comenzaron
con valores altos del porcentaje de oxigeno disuelto
debido a la saturacién del medio de cultivo previo a la
inoculacién; estos valores disminuyeron rapidamente
producto del consumo de oxigeno por parte de las célu-
las. Esta variable se estabiliz6 alrededor del 50 %, lo que
indica un buen control de la transferencia de oxigeno
hacia el cultivo a partir de la condicién de aireacién de-
terminada por la ecuacion 9.

La zona de operaciéon de la fermentacion en el biorreac-
tor de 50 L fue comparada con la adaptacién de las cur-
vas empiricas referidas por Raffo-Duran et al. (2014). La
combinacién de las condiciones de agitacion y aireacion

propuestas fue capaz de garantizar una adecuada disper-
sion de aire en el sistema, como se observa en la figura
3b, alejada de la condicion de inundacion del impelente.

DISCUSION

El estudio de las mejoras en los procesos de cultivo celu-
lar, por ejemplo, la formulacion del medio de cultivo, las
condiciones del proceso, asi como cambios en la linea
celular son habituales durante el ciclo de vida y desarro-
llo de un producto biotecnolégico. De ahi que la utiliza-
cion de modelos a escalas de laboratorio y piloto hayan
cobrado relevancia en las dltimas décadas, al permitir la
evaluacion de diferentes condiciones experimentales e
identificar patrones y comportamientos a costos mucho
menores que si se realizara la experimentacién en la
escala industrial. Sin embargo, hasta el momento no
existe una Unica directriz universal sobre como disenar,
operar y escalar estos bioprocesos. En la presente inves-
tigacion se emple6 como modelo de desescalado un
cultivo continuo en un biorreactor de 50 L de volumen
efectivo. Se realizé una caracterizacion de la cinética del
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cultivo en esta escala a partir de las velocidades especifi-
cas de crecimiento y de formacion de producto, asi co-
mo la velocidad especifica de dilucion/perfusion por
célula, y los resultados son comparables con los de la
fermentacién a gran escala (Gonzalez Alvarez, 2024).

En los cultivos celulares de biorreactores tipo tanque
agitado el mezclado es un pardmetro critico para una
operacion exitosa; permite la homogenizacion de la
temperatura, el pH y la concentracion de nutrientes;
ademas previene la formacién de productos toxicos del
metabolismo (Garcia-Ochoa et al., 2020). Las células de
mamiferos son consideradas muy sensibles a los efectos
de cizallamiento (Nienow, 2021; Garcia-Ochoa et al,,
2020), altas velocidades de agitacién pueden provocar
efectos cortantes que afecten la poblacién celular; sin
embargo, bajas velocidades provocan un pobre mezcla-
do del cultivo y en ocasiones agregados celulares. En el
presente estudio se empledé como criterio el tiempo de
mezclado como regla empirica para determinar la velo-
cidad de agitacion. De acuerdo a la metodologia de
Van't Riet y Van der Lans (2011) el tiempo de mezclado
estimado en los biorreactores es de 25 segundos; este
es despreciable frente al tiempo de duplicacion de las
células, el cual es de 24 a 48 horas. Esto es importante
pues garantiza una homogeneidad instantanea del siste-
ma de cultivo, frente al tiempo de reaccion, a la vez que
permite hacer consideraciones en los patrones de flujo
que simplifiquen el andlisis de fenémenos de transferen-
cia de masa y otros procesos hidrodinamicos. El criterio
de escalado empleado para mantener el tiempo de mez-
clado constante implica un aumento en la potencia ya
que el cultivo requiere una mayor velocidad de agita-
cién, no obstante, esto no constituye un problema al
tratarse de un desescalado.

La relacion de flujo de aire por unidad de medio al distri-
buidor de gases en los biorreactores de pequena escala
es usualmente superior que en los de mayor volumen,
esto se realiza para mantener igual demanda de oxigeno
disuelto y bajas concentraciones de CO, (Xie et al,
2003); por ello al disminuir de escala el criterio mas utili-
zado es mantener constante la velocidad superficial. En
el estudio se utilizo el criterio de mantener constante el
coeficiente de transferencia de masa pues los requeri-
mientos de oxigeno en el cultivo para cada biorreactor
son diferentes; el biorreactor de 2000 L opera en modo
continuo con recirculacién de biomasa, alcanza concen-
traciones celulares cercanas a los 2,00-10” cel/mL; sin
embargo, el biorreactor de 50 L opera en modo conti-
nuo donde las concentraciones celulares son mucho
menores (Castilho et al.,, 2008). Los criterios utilizados
para el desescalado a partir de mantener el tiempo de
mezclado y el coeficiente de transferencia de masa
constantes permitié el desarrollo de tres corridas experi-

mentales reproducibles con una buena viabilidad y con-
centraciones celulares altas para cultivos continuos
(Fernandez-de-Cossio-Diaz et al., 2017; Castilho et al.,
2008), aunque se observa que los valores de CSDR son
elevados de acuerdo los valores minimos informados en
la literatura (Mayrhofer et al,, 2021; Wolf et al., 2019).

Algunos autores no comparten el criterio de utilizar la
microescala de turbulencia de Kolmogorov como indica-
dor del dafo celular y utilizan otros criterios. Kaur Gill
(2013) refiere que el esfuerzo cortante se considera pro-
porcional a la velocidad de punta del impelente y que el
dano celular se produce a velocidades superiores a 3,2
m/s; aunque esta afectado por diversos factores como la
reologia del cultivo. La velocidad tangencial determina-
da para los criterios de potencia por unidad de volumen
y de velocidad tangencial constantes para el desescala-
do se encuentran alejados del valor planteado por Kaur
Gill (2013), por lo que se pudieran tomar en cuenta es-
tos criterios para futuras condiciones experimentales.

El desarrollo de un modelo de fermentacion a escala de
50 L permitira la exploracion de diferentes espacios ope-
racionales, a fin de evaluar nuevas formulaciones de
medio de cultivo, lo que a su vez sera de gran importan-
cia para el desarrollo de estrategias de alimentacién
orientadas a mejorar el rendimiento y la productividad
de los cultivos celulares.

CONCLUSIONES

El desescalado a partir de mantener constante el tiempo
de mezclado y el coeficiente de transferencia de masa
es factible para el biorreactor de 50 L; con una veloci-
dad de agitacién de 100 min' y un flujo de gases totales
de 0,085 L/min. Las condiciones de velocidad de agita-
cién y aeracion en el biorreactor de 50 L propuestas
generan remolinos de aproximadamente 53 um, supe-
riores al didmetro de las células de mamiferos, se puede
afirmar que no tiene impacto en el dafio celular a partir
del criterio de la microescala de turbulencia de Kolmo-
gorov. Los pardmetros operacionales propuestos en el
modelo de desescalado permiten alcanzar concentracio-
nes celulares estables superiores a los 3-10° cel/mL en
cultivo continuo, con velocidades especificas de creci-
miento y de produccion en el orden de las referenciadas
en la literatura para el cultivo de células de mamifero,
sin diferencias estadisticas significativas respecto al culti-
vo a gran escala. La condiciéon de operacién del bio-
rreactor se encuentra en la zona de dispersion de aire,
fuera de la inundacién del impelente. Esta combinacién
de criterios puede ser utilizada para intentar compren-
der fenémenos que se presenten a diferentes escalas
productivas y en modos operacionales diferentes.
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Germinacion asimbiotica de semillas
y desarrollo de plantulas in vitro de
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RESUMEN

Cyrtopodium schargellii, conocida en ciertas zonas como “lluvia dorada”, es una orquidea nativa de América Central,
cuya distribucién incluye Venezuela y Colombia, donde habita principalmente en ecosistemas de bosque seco tropi-
cal. Esta especie, de interés ornamental y ecoldgico, enfrenta desafios que justifican la bdsqueda de alternativas para
su propagacion y conservacion. El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo de germinacién asimbi6-
tica y evaluar la formacién de plantulas in vitro de la orquidea C. schargellii. Para ello, se hizo uso de dos capsulas ma-
duras de dicha especie, recolectadas en el departamento de Sucre, para posteriormente cultivar las semillas en tres
tratamientos: T1 (sales MS al 100%), T2 (sales MS al 50%) y T3 (sales MS al 25%). Para la formacién de raices, T3 fue
el mejor tratamiento, mientras que T1 y T2 favorecieron la generacién de brotes y la elongacién del tallo; sin embargo,
T1 fue el mejor tratamiento para la germinacion de las semillas. Estos hallazgos evidencian la viabilidad del protocolo
propuesto para la obtencién de vitroplantulas de la orquidea C. schargellii.

Palabras clave: Biotecnologia, bosque seco tropical, cultivo de tejidos, orquidea, vitroplantulas.

ABSTRACT

Cyrtopodium schargellii, known in certain areas as “golden rain,” is an orchid native to Central America, whose distri-
bution includes Venezuela and Colombia, where it mainly inhabits tropical dry forest ecosystems. This species, of orna-
mental and ecological interest, faces challenges that justify the search for alternatives for its propagation and conserva-
tion. The objective of this research is to establish an asymbiotic germination protocol and evaluate the formation of in
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vitro seedlings of the orchid C. schargellii. To this end, seeds were extracted from two mature capsules of this species,
collected in the department of Sucre. These seeds are then cultivated in three treatments: T1 (100% MS salts), T2
(50% MS salts), and T3 (25% MS salts). For root formation, T3 is the best treatment, while T1 and T2 favor shoot gen-
eration and stem elongation; however, T1 is the best treatment for seed germination. These findings demonstrate the
viability of the proposed protocol for obtaining in vitro seedlings of the orchid C. schargellii.

Keywords: Biotechnology, tropical dry forest, tissue culture, orchid, vitroplantlets.

Recibido: junio 24 de 2025
INTRODUCCION

C. schargellii es una planta epffita de la familia Orchida-
ceae, nativa de América Central y distribuida en paises
como Colombia y regiones como el occidente-noroeste
de Venezuela, donde habita principalmente en ecosiste-
mas de bosque seco tropical (Hernandez y Ortega,
2025) (Figura 1). Se diferencia de otras especies del gé-
nero porque esta presenta habito de crecimiento exclu-
sivamente epifito (Romero et al., 2005).

Por otro lado, el estado de conservacion actual de esta
especie, junto con el de otras especies de orquideas, se
estda viendo afectado por la fragmentacion del hébitat,
derivado de la contaminacién del suelo y demas activi-
dades antropogénicas, lo que ha provocado una dismi-
nucion en el ndmero de las poblaciones silvestres
(Garcia et al., 2024). Ademas, factores como los efectos
del cambio climatico, la extraccion ilegal y el aprovecha-

Aprobado: 5 de noviembre de 2025

miento tradicional también compromete el riesgo de
extincion (Baider y Florens, 2021; Castillo et al., 2021).
Todos estos aspectos traen consigo repercusiones nega-
tivas sobre la ecologia de las orquideas y explican su
presencia en listas rojas nacionales e internacionales de
especies amenazadas o en peligro.

En ese orden de ideas, la técnica de propagacion in vitro
a partir del cultivo de tejidos vegetales se ha considera-
do como una herramienta crucial para la conservacién
de especies de importancia ornamental, ecolégica o
comercial (Vasquez et al., 2021; Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu, 2015).

La propagacién in vitro ha sido implementada exitosa-
mente en especies terrestres, epifitas y litofitas en diver-
sos lugares de todo el mundo, abarcando desde la ger-
minacién de semillas hasta la siembra de explantes a
partir de diversos 6rganos de la planta (Beltran y Solér-

Figura 1. Flor de la especie C. schargellii (Autoria propia).
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zano, 2022). En el caso de las orquideas, el proceso ger-
minativo puede darse por vias simbioticas o asimbioti-
cas. El método simbidtico in vitro consiste en realizar la
siembra de las semillas junto con un inéculo de hongo
micorricico que tenga afinidad con la orquidea
(Pujasatria et al, 2020). De igual manera, el método
asimbidtico, propuesto por Knudson (1922), mostré ser
un avance trascendental, al demostrar que las semillas
tenian la capacidad de germinar en medios enriquecidos
con sales y azlcares bajo condiciones axénicas y con-
troladas en un laboratorio (Mamani et al., 2022). Poste-
riormente, se ha sefialado que, una vez alcanzada la
germinacion, las orquideas desarrollan una estructura
conocida como protocormo, una masa de células em-
brionarias que se caracterizan por presentar divisiones
celulares activas, junto con la diferenciacion del meriste-
mo apical, con una expresién génica distinta a la del
embrién inicial (Hernandez et al,, 2023); los protocor-
mos presentan un alto grado de totipotencialidad, sien-
do capaces de regenerar plantas completas, bajo las
condiciones adecuadas (Ruiz, 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este traba-
jo fue establecer un protocolo eficiente de germinacion
y evaluar la formacion de plantulas in vitro de la orqui-
dea C. schargellii.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y recoleccion del material vegetal

Se hizo uso de 2 cdpsulas maduras de C. schargellii
(Figura 2), las cuales fueron recolectadas en el municipio
de Sampues, Sucre, en las coordenadas: 9.21939 de
latitud y -75.34243 de longitud del meridiano de Green-

wich. Se conservaron las mismas en papel periédico y
bolsas ziploc y se transportaron hacia el laboratorio de
Cultivo de Tejidos de la Universidad de Sucre.

Desinfeccion del material vegetal

Las capsulas se desinfectaron mediante el lavado por
inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio al
2%, durante 3 minutos con dos gotas de Tween 20
(Sigma®), posteriormente se realizaron dos lavados con
agua destilada estéril para eliminar el exceso de
detergente.

Medios de cultivo

Se realizé un total de 60 frascos con medios de cultivo,
distribuidos en 3 tratamientos (T1, T2 y T3), donde cada
tratamiento estuvo conformado por 20 repeticiones,
siendo cada frasco una unidad experimental. Los
tratamientos estuvieron compuestos por sales MS
(Murashige y Skoog, 1962) al 100% para T1, para T2 se
adicioné sales MS (1962) al 50% vy para T3 sales MS
(1962) al 25%, y para todos los tratamientos sacarosa al
3%, Myo-inositol, tiamina HCI, Gelrite al 0,2%, y se
ajusté el pH a 5,7. Luego se disolvié el Gelrite durante
10 minutos en una plancha de calentamiento y se distri-
buyé a razén de 20 ml por frasco. Finalmente se esterili-
z6 en autoclave durante 20 minutos a 15 psiy 1212 C.
Los medios de los diferentes tratamientos se sembraron
en condiciones de asepsia en cabina de flujo laminar
horizontal.

Siembra del material vegetal, germinacion de las semi-
llas y condiciones del medio

Las capsulas se abrieron longitudinalmente con la ayuda
de un bisturi previamente desinfectado dentro de la ca-

Figura 2. Capsula madura de C. schargellii (Autoria
propia).
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Figura 4. Semillas germinadas in vitro (protocormos) de C. schargellii después de
aproximadamente 20 dfas post-siembra.
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mara de flujo laminar, se extrajo un cimulo de semillas y
se sembr6 en los diferentes medios de cultivo distribuyén-
dolas en cinco puntos dentro del frasco con la ayuda de
una asa de aro (Figura 3). Posteriormente, se colocaron
en un cuarto de incubacién a una temperatura de 28 + 5
°C, humedad relativa de 65 % y un fotoperiodo de 12
horas luz con una intensidad luminica de 50 umol m?s™.

Evaluacion del material vegetal

Se evaluo6 el desarrollo germinativo de las semillas en
cada uno de los medios a las 24, 48 y 72 horas, 5, 10,
15, 20, 30, 40, 45, 50, 60, 70 y 90 dias con el objetivo
de generar una cinética de crecimiento. Al mismo
tiempo, se evaluaron pardmetros cuantitativos vy
cualitativos, tales como el ndmero de semillas
germinadas, longitud del vdstago, nimero de raices,
nimero de brotes y presencia o ausencia de
contaminacion.

Diseno y analisis estadistico

Esta investigacion se realiz6 bajo un diseno completa-
mente al azar (DCA). A los datos que se obtuvieron se
les aplicaron las pruebas de normalidad (Shapirowilk) y
homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual, aque-
llas variables distribuidas de forma normal y homogénea
fueron sometidas a un andlisis de varianza (ANOVA),
seguido de la prueba de comparacion mdltiples de me-
dias Tukey (a: 0.05), mientras que en caso contrario se
realizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. To-
dos los andlisis estadisticos se procesaron en los progra-
mas Excel, R Project y R Studio para Windows (de Men-
diburu, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que al transcurrir
aproximadamente 20 dias después de la siembra de las
semillas, fue posible observar inicios de germinacion en
los medios de cultivo, observandose asi una estructura
conocida como protocormo globular en diferentes
réplicas de los distintos tratamientos implementados
(Vargas et al., 2023; Utami et al., 2017) (Figura 4).

Los resultados obtenidos sugieren que el porcentaje de
germinacion de semillas en T1 fue del 75%, en T2 del
29% vy en T3, el porcentaje se dio en la menor
proporcion, es decir, del 25%. Estos hallazgos se
relacionan con los obtenidos en trabajos anteriores
sobre germinacion in vitro de semillas de orquideas.
Ruiz ~ (2020) estableci6 las bases para la
micropropagacién de la flor de un dia (Sobralia
macrantha), alcanzando un porcentaje superior al 70%
de germinacién una vez transcurridos 18 dias post
siembra, demostrando la eficiencia de la germinacién
asimbidtica en este tipo de plantas. De igual manera,

Apolo (2021) analizé la viabilidad de semillas de la
especie  Epidendrum  nocturnum  bajo  diferentes
condiciones de almacenamiento, evidenciando que,
alcanzados los 15 dias después de la siembra de las
semillas, la germinacién sobrepasé el 1,5% en todos los
tratamientos implementados; aunque el porcentaje de
germinacion reportado fue menor que el de Ruiz
(2020), la investigacion resalta la influencia de las
condiciones de almacenamiento en la germinacion
favorable de las semillas.

Por otro lado, Mamani et al. (2022) detallaron el
proceso ontogénico y germinativo de Epidendrum
secundum, registrando asi que, a los 21 dias después de
la siembra, las semillas comenzaron a germinar en los
medios implementados, reafirmando la relevancia de la
composiciéon de los medios (incluyendo suplementos
como el agua de coco) en el desarrollo germinativo de
las semillas.

Todos estos antecedentes resaltan que, si bien los
tiempos y porcentajes de germinaciéon pueden presentar
variaciones entre especies y tratamientos, la formulacién
de protocolos de germinacién in vitro de semillas de
orquideas pone en manifiesto la importancia de esta
herramienta clave para la micropropagacion vy
conservacion de este tipo de plantas.

Dando continuidad a lo mencionado, el andlisis de
varianza para el nidmero de semillas germinadas
demuestra que hay diferencias significativas entre el
ndmero de semillas germinadas y los tratamientos (p-
valor=8.09¢'*, GL=2, «a=0.05, p<a), siendo T1 (300
semillas germinadas aproximadamente) el tratamiento
que presenta mayor diferencia con T2 (110 a 120
semillas germinadas) y T3 (100 semillas germinadas) en
cuanto a esta variable (Figura 5).
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Figura 6. Boxplot del nimero de raices con respecto a
los tratamientos.

El andlisis de varianza para el ndmero de raices
demuestra que hay diferencias significativas entre el
nimero de raices y los tratamientos (p-valor=1.14e,
GL=2, a=0.05, p<a), siendo T3 (20 a 22 raices obtenidas)
el tratamiento que presenta mayor diferencia con T1 y
T2 (10 a 15 raices) en cuanto a esta variable (Figura 6).
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Figura 7.Boxplot del ndmero de brotes con
respecto a los tratamientos.

El andlisis de varianza para el ndmero de brotes
demuestra que hay diferencias significativas entre el
nimero de brotes y los tratamientos (p-valor=5.62¢'>,
GL=2, a=0.05, p<a), siendo T1 (240 a 250 brotes
aproximadamente) el tratamiento que presenta mayor
diferencia con T3 (80 a 90 brotes) y T2 (60 a 80 brotes)
en cuanto a esta variable (Figura 7).

El andlisis de varianza para la longitud del vastago
demuestra que hay diferencias significativas entre la
longitud del vastago y los tratamientos (p-valor=0.00532,
GlL=2, a=0.05, p<a), siendo T3 (0,5 a 1 cm) el
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Figura 8. Boxplot de la longitud del vastago con
respecto a los tratamientos.

Figura 9. A. Vitroplantas en T1, T2 y T3 respectivamente, después
de 120 dias post-siembra.

tratamiento que presenta mayor diferencia con T1 y T2
(2a 2,5 cm)en cuanto a esta variable (Figura 8).

Por otro lado, después de aproximadamente 120 dias
realizada la siembra de las semillas, fue posible
evidenciar diferencias significativas principalmente en
cuanto al crecimiento y elongacion de las vitroplantas y
la formacién de raices (Figura 9).

Los resultados obtenidos en el presente estudio
confirman que la concentracién de sales minerales en el
medio de cultivo tiene una influencia decisiva sobre las
distintas etapas del desarrollo in vitro de las orquideas
(Hwang et al, 2024), incluyendo a C. schargellii. En
términos de germinacién, el medio MS al 100% (T1) fue
el mas eficiente, mientras que la disminucién de sales al
25% (T3) inhibi6 considerablemente tanto la
germinacion como la formacién de brotes. Este
comportamiento observado puede ocurrir debido a la
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baja disponibilidad de macro y micronutrientes en los
medios de cultivo, componentes fundamentales en el
proceso de division celular, metabolismo energético y
sintesis/transporte de hormonas, tal como lo reportan
Cadavid y Salazar (2008) para la especie Cattleya
quadricolor, en donde el tratamiento 3 con sales MS V4
(25%) arrojo un porcentaje de germinacién de semillas
bajo en comparacién con los tratamientos 1 (100%) y 2
(50%), donde estos fueron de 88% y 64%,
respectivamente. Segin lo anterior, Martinez et al.
(2015) afirman que la disminucién de la concentracion
de sales puede afectar el potencial osmdtico,
dificultando la absorcién de nutrientes y reduciendo la
eficiencia de la actividad metabdlica de las plantulas.

Sin embargo, los resultados obtenidos por Andrade et al.
(2015) evidencian un efecto contrario en hibridos de
Brassolaeliocattleya, donde la concentracion de sales al
100% provocé un potencial osmético negativo que
inhibi6 la germinacion. Estas diferencias dan cabida a la
necesidad de implementar pruebas de susceptibilidad
previas, variando la concentracion de sales segln la
especie y su respuesta en fases criticas del proceso
germinativo, como la imbibicion y el desarrollo de
protocormos.

La comparacién entre resultados de estudios confirma
que no existe un medio y/o concentraciones
universalmente 6ptimas, sino que la respuesta depende
considerablemente de los requerimientos fisiol6gicos y
ecolégicos de cada especie. Por ejemplo, Cyrtopodium
paludicolum, especie adaptada a suelos hidromorficos
pobres en nutrientes, arroj6 mayores porcentajes de
germinacion en medios diluidos, como VW y MS 2
(50%) (de melo et al., 2022), lo cual reafirma la relacién
existente entre condiciones ambientales naturales vy
desarrollo in vitro. De igual manera, Caramaschi (2001)
registr6 que Cyrtopodium punctatum mostré mayores
porcentajes de germinacion en medio VW que en MS,
mientras que Dutra et al. (2009) documentaron en la
misma especie una mejor respuesta en VW en
comparaciéon con MS y KC. Por su parte, de Sousa et al.
(2017) demostraron que Cyrtopodium saintlegerianum
responde favorablemente tanto en medio MS como en
medio Knudson C modificado, siendo este udltimo mas
facil de preparar y mas econémico, convirtiéndolo en
una alternativa viable para la propagacion in vitro de
esta especie.

En este estudio, aunque la germinacion se dio de una
manera mas eficiente en T1 (100%), la formacién de
tejido radicular fue considerablemente mayor en T3
(25%). Este comportamiento podria estar relacionado

con el efecto de la sacarosa, la cual tiene un papel
determinante en el potencial osmético del medio en
comparacion con las sales minerales (Pierik, 1990;
Arditti, 2008). La hidrdlisis de la sacarosa a glucosa y
fructosa proporciona carbono disponible (Yoshida et al.,
1973), promoviendo la organogénesis de raices en
medios con bajas concentraciones de sales, tal como se
observé en T3. Este resultado afirma que, para etapas
posteriores de desarrollo radicular, medios con bajas
concentraciones de sales podrian ser favorables para
esta especie.

En cuanto al ndmero de brotes y la longitud del vastago,
los mejores resultados se obtuvieron en T1 (100%) y T2
(50%). Estos hallazgos contradicen lo reportado por
Dogan (2020), quien asegura que las altas
concentraciones de sales limitan el crecimiento
longitudinal del vastago, debido a un potencial osmético
reducido; en este caso en particular, la mayor
disponibilidad de nutrientes parece haber favorecido un
mejor desarrollo, evidenciandose asi que C. schargelli
presenta una tolerancia relativamente alta a
concentraciones elevadas de sales MS. Esto coincide
con lo observado por de Oliveira et al. (2023) en
Cyrtopodium aliciae, donde el medio MS al 50%
produjo plantas con mayor resistencia y mejor
adaptacion a la aclimatacion.

Finalmente, se hace la aclaracion de que, en este
estudio, la contaminacion no representé  un
inconveniente, ya que en ninguno de los medios de
cultivo evaluados se presenté indicios de proliferacion
de hongos o bacterias durante el tiempo de evaluacién
estipulado, permitiendo que los ensayos se realizaran de
manera satisfactoria y que los parametros analizados
reflejaran con mayor precision las respuestas a los
tratamientos implementados.

Los resultados de la presente investigacion reafirman la
idea de que la respuesta de las orquideas a los cultivos
in vitro depende de la especie y de las condiciones del
medio, lo que impide el establecimiento de un
protocolo de aplicacién general. Mientras que para C.
schargellii la germinacién y formacién de brotes se ven
favorecidas en medios con altas concentraciones de
sales, la formacion de tejido radicular se da de una
manera mas eficiente en medios con bajas
concentraciones.

CONCLUSIONES

La respuesta in vitro de C. schargellii esta directamente
relacionada con la concentracion de sales del medio de
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cultivo. Se concluye que el tratamiento mas viable y
efectivo para la formacion de plantulas in vitro de C.
schargellii es el que viene dado por sales MS al 100%.
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RESUMEN

Los procariotas fueron las primeras formas de vida que existieron en la Tierra hace 3500 millones de afios y se cree que
son los dltimos organismos que quedaron tras la extincién de los organismos multicelulares. Las bacterias han establecido
una estrecha relacion con los seres humanos, que albergan el microbioma, donde estas interacciones pueden adoptar
varias formas. Algunas son mutualistas, protegiendo al organismo de especies nocivas, produciendo metabolitos benefi-
ciosos o estimulando el sistema inmunitario, mientras que otras pueden causar dafio. Los antibiéticos son los metabolitos
microbianos mas estudiados y utilizados por los seres humanos. Dado que la resistencia a los antibi6ticos se ha converti-
do en una preocupaciéon mundial, la bdsqueda de microorganismos capaces de producir nuevos antibiéticos con poten-
cial clinico ha cobrado cada vez mas importancia. Se ha informado de que las bacterias pueden biosintetizar dos tipos de
sustancias antimicrobianas: las bacteriocinas, que son de sintesis ribosémica, y los lipopéptidos, que son de sintesis no
ribosémica. Los miembros del género Bacillus pueden producir lipopéptidos y otras sustancias antimicrobianas, como
sideroforos, enzimas liticas, toxinas e inductores de resistencia sistémica en las plantas, lo que hace que este género sea
de especial interés en la bisqueda de estos metabolitos. Este trabajo describe algunas especies del género Bacillus que
producen metabolitos antimicrobianos relevantes para la salud y la biotecnologia.
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ABSTRACT

Prokaryotes were the first living forms to exist on Earth 3.5 billion years ago and are believed to be the last organisms
to remain after the extinction of multicellular organisms. Bacteria have established a close relationship with humans,
who host microbiomes, where these interactions can take several forms. Some are mutualistic, protecting the body
from harmful species, producing beneficial metabolites, or stimulating the immune system, while others can cause
harm. Antibiotics are the most studied and widely used microbial metabolites by humans. As antibiotic resistance has
become a global concern, the search for microorganisms capable of producing novel antibiotics with clinical potential
has become increasingly important. It has been reported that bacteria can biosynthesize two types of antimicrobial
substances: bacteriocins, which are of ribosomal synthesis, and lipopeptides, which are of nonribosomal synthesis.
Members of the genus Bacillus can produce lipopeptides and other antimicrobial substances such as siderophores,
lytic enzymes, toxins, and inducers of systemic plant resistance, making this genus of particular interest in the search
for these metabolites. This work describes some species of the genus Bacillus that produce antimicrobial metabolites

relevant to health and biotechnology.

Keywords: Bacillus, antimicrobial, resistance, antibiotic, metabolite.

Recibido: septiembre 2 de 2024

INTRODUCTION

The Bacillus genus has been widely reported in the litera-
ture for its importance as a producer of various metabo-
lites with antimicrobial activity against pathogenic bacte-
ria, as well as its ability to synthesize compounds of bio-
technological significance. Given the relevance of this
genus, the objective of this review was to analyze the
available information on Bacillus genus that synthesize
compounds used in health and biotechnology.

In this work, a documentary review of scientific articles
was conducted using PubMed, Google Scholar, Scopus,
and Scielo, which are specialized search engines. The
search query included keywords such as Bacillus, antimi-
crobial, resistance, antibiotic, and Bacillus metabolites.
The articles reviewed mainly include those published
within the past 10 years, but some highly cited older
articles were also included.

Antibiotic resistance: definition, brief history and glob-
al impact

Antibiotic resistance is the ability of bacteria to survive
and multiply despite exposure to antimicrobial agents
designed to inhibit or kill them. Although it is a natural,
evolutionary phenomenon, its prevalence and clinical
significance have increased rapidly in recent decades
due to the combined effects of inappropriate prescrib-
ing, incomplete treatment courses, widespread use in
livestock farming and environmental pollution. Natural
reservoirs in soil, water, and wildlife serve as a source of
resistance genes that can be transferred to human path-
ogens through horizontal gene transfer. In ancient per-
mafrost samples, B-lactamase genes have been found to
predate human antibiotic use and illustrate the deep

Aprobado: 18 de octubre de 2025

evolutionary roots of resistance (Kochetkov, 2024; Lars-
son & Flach, 2022).

The modern era of antibiotics began in the early 20th
century with Paul Ehrlich’s synthesis of Salvarsan for the
treatment of syphilis, followed by Alexander Fleming’s
discovery of penicillin in 1928 and its mass production
in the 1940s. This period, often called the golden age of
antibiotics, saw the introduction of most major classes
still in use today. These discoveries revolutionized
healthcare, enabling complex surgical procedures and
drastically reducing mortality from bacterial infections
(Hutchings et al., 2019; Laborda et al., 2024).

However, resistance emerged soon after the introduc-
tion of each new antibiotic. Penicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus was reported within two years of clinical
use; methicillin-resistant strains appeared in 1960, tetra-
cycline resistance in Shigella in the late 1950s and van-
comycin-resistant enterococci in the late 1980s. This
recurring pattern demonstrates the remarkable adapta-
bility of bacterial populations (Uddin et al., 2021).

Since the 1980s, the discovery and approval of entirely
new classes of antibiotics with a broad spectrum of activi-
ty have become rare. Most recent approvals have been
for derivatives of existing agents, with combinations of -
lactam and B-lactamase inhibitors comprising a large pro-
portion of candidates. The lack of new agents, particularly
those effective against multidrug-resistant Gram-negative
bacteria, is due in part to the scientific challenges of iden-
tifying new drug targets and economic disincentives that
have led many pharmaceutical companies to withdraw
from antibiotic research (Iskandar et al., 2022).
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The global impact of resistance on health is significant.
In 2019, resistant bacterial infections were responsible
for approximately 1.27 million deaths and were associat-
ed with nearly 4.95 million deaths worldwide, surpassing
mortality from HIV/AIDS and malaria. If current trends
continue, annual deaths could reach 10 million by 2050.
The burden is particularly high in low- and middle-
income countries, where limited access to diagnostics,
weaker surveillance systems, and higher levels of inap-
propriate antibiotic use contribute to rapid spread. High-
risk pathogens include the ESKAPE group: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and
Enterobacter species, which cause multidrugresistant
hospital-acquired infections (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022; Church & McKillip, 2021).

The economic consequences are equally concerning.
Drug-resistant infections are linked to longer hospital
stays, more expensive treatments, higher mortality risk,
and increased readmission rates. Poudel et al. (2023),
reported that the additional cost per episode of resistant
infection can be several times higher than for susceptible
infections, with an average increase in hospitalization of
6-12 days. At the macroeconomic level, projections
suggest that Antimicrobial Resistance (AMR) could re-
duce global Gross Domestic Product (GDP) by up to
3.8% by 2050, with low-income regions bearing the
greatest economic burden.

Resistance is not confined to hospitals. Community-
acquired resistant infections, driven by factors such as
over-the-counter antibiotic sales and self-medication, are
a growing concern. Environmental contamination from
sewage, agricultural runoff, and pharmaceutical produc-
tion can maintain selection pressure in natural ecosys-
tems. In some cases, antibiotic concentrations in indus-
trial effluents have been high enough to actively select
for resistance (Larsson & Flach, 2022).

Addressing this crisis requires a coordinated One Health
approach that integrates human, animal, and environ-
mental health. This involves improving antibiotic stew-
ardship, strengthening infection prevention, expanding
surveillance, reducing environmental contamination, and
investing in innovative therapeutic development. Among
potential alternatives, bioactive metabolites from Bacillus
species have attracted attention due to their structural
diversity, unique mechanisms of action, and ability to
bypass existing resistance pathways (Halawa et al,
2024). Table 1 lists antimicrobial compounds produced
by certain Bacillus species.

Characteristics of the genus Bacillus

Taxonomic Diversity

The genus Bacillus is a highly diverse group of rod-shaped,
endospore-forming bacteria in the phylum Firmicutes
(Turenne et al., 2015). Historically, Bacillus served as a
“catch-all” genus for aerobic sporeformers, but modern
phylogenetic studies have redefined its scope. According

Table 1. Antibiotics produced by distinct species of the genus Bacillus are used in Medicine and Human Health.

Antibiotic produced Used against Species of the genus Bacillus References
Bacitracin Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Rukimi
Pantoea ananatis, Bacillus licheniformis etal., (2015)
Bacillus cereus. Bacillus subtilis
Gramicidin Gram-positive bacteria and certain Gram- AneuriniBacillus migulanus Berditsch
negative bacteria (previously known as Bacillus et al,, (2007)
migulanus)
Tyrocidine Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus aneurinolyticus Zhu
Gram-positive bacteria etal, (2021)
Vosloo
etal., (2013)
Subtilin Listeria monocytogene, Gram positive- and Bacillus licheniformis Halami (2019)
Gram-negative bacteria Bacillus subtilis
Polymyxin Gram-negative bacteria PaeniBacillus polymyxa Stoica
etal., (2019)
Edeine Conidia sp., Gram positive- and Gram- BreviBacillus brevis Yang
negative bacteria etal., (2023)
Butirosin Gram-negative bacteria, molds, and yeast Bacillus circulans Kudo
et al., (2005)
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to the most recent classifications, Bacillus comprises ap-
proximately 435 recognized species and 12 subspecies,
although this number continues to grow as new species
are described (Xu, 2025). Phylogenetically, the genus is
divided into two main clades with no close evolutionary
relationship to each other. The first is the “Subtilis clade,”
often termed Bacillus sensu stricto, which includes the
type species Bacillus subtilis and closely related species
such as B. licheniformis, B. pumilus, and B. amyloliquefa-
ciens. The second is the “Cereus clade,” also known as
Bacillus cereus sensu lato, which encompasses B. cereus
and several pathogenic or environmentally significant spe-
cies, including B. anthracis (the anthrax Bacillus), B. thurin-
giensis (an entomopathogen), B. mycoides, B. cytotoxicus,
and others. Notably, these two clades are sufficiently dis-
tinct that the genus Bacillus is polyphyletic unless addi-
tional related genera are included (Blanco Crivelli et al.,
2024). Over the past few decades, many species formerly
classified as Bacillus have been reassigned to separate
genera as molecular data revealing deep divisions. For
example, PaeniBacillus (Latin paene, “almost” a Bacillus)
was established to include certain nitrogenfixing and
plant-associated bacilli (e.g. PaeniBacillus polymyxa) that
diverged from the Bacillus sensu stricto lineage (Ash et al.,
1991; Shida et al., 1997). Similary, genera such as BreviBa-
cillus, GeoBacillus, LysiniBacillus, and others were separat-
ed from the original Bacillus group following 16S rRNA
analyses that identified at least five distinct clusters within
the former genus (Patel & Gupta, 2020). In practice, Bacil-
lus sensu stricto now refers to members of the Subtilis and
Cereus clades, whereas organisms in the related genera
(PaeniBacillus, BreviBacillus, etc.) differ in certain pheno-
typic and chemotaxonomic features despite sharing the
ability to form endospores (Carroll, et al., 2022). For ex-
ample, PaeniBacillus species are often Gram-variable
(some even appear Gram-negative in older cultures) and
typically ferment a broader range of sugars, distinguishing
them from the most strictly aerobic profile of true Bacillus
(Shida et al., 1997; Grady et al., 2016). Ongoing revisions
of Bacillus taxonomy highlight the genus heterogeneity:
recent phylogenomic proposals have introducedmany
new genera (e.g. AlkalihaloBacillus, CytoBacillus, Meso-
Bacillus, NeoBacillus, PeriBacillus, MetaBacillus, Evansella,
Gottfriedia, etc.) to separate genetically distant clades (Li,
et al.,, 2024). Nonetheless, in practice, the name Bacillus
still conventionally includes the two major clades men-
tioned, which together comprise many important species
in medicine, industry, and agriculture (Harichi, 2022).

Common Microbiological Characteristics

The genus Bacillus includes a wide variety of Gram-
positive, rod-shaped bacteria (a characteristic that gives
them their name) that can be either strictly aerobic or
facultative anaerobic. Their spores are refractive, mean-
ing they reflect light, and can withstand high tempera-

tures due to their protective covering (Logan & Vos,
2015). They are generally motile by means of peritri-
chous flagella, enabling active movement in liquids and
across surfaces; an exception is B. anthracis (and a few
strains of B. cereus), which lack motility and instead form
encapsulated, non-flagellated cells (Wales et al., 2023).

The optimal growth temperature for mesophilic Bacillus
species is often in the 30-37°C range, though growth
can occur from about 10°C up to approximately 45°C
for many species. There are also extremophilic mem-
bers: certain lineages (often reclassified into other gene-
ra) include thermophiles (e.g. GeoBacillus species) that
grow at 55-75°C, as well as psychrotolerant strains iso-
lated from permafrost or refrigerated foods that are ca-
pable of growth at approximately 4°C (Hassan, 2022).

Most Bacillus species prefer neutral pH, but some are
remarkably alkalitolerant or acidtolerant. For instance, B.
alcalophilus (now AlkalihaloBacillus) grows at around pH
9-10, while B. coagulans can produce lactic acid and
tolerate pH below 5. Salt tolerance also varies: Bacillus
species are generally not extreme halophiles but can
cope with moderate salinity, with several species grow-
ing in up to 7-10% NaCl (Ibarra-Villarreal et al., 2021).

During sporulation, the cell divides asymmetrically into
two parts: a small forespore and a large mother cell. The
mother cell wraps around the forespore in a process
called engulfment, enclosing it in a double membrane.
The forespore then matures into a resistant, dormant
spore, which is eventually released into the environment
(Checinska et al., 2015). Sporulation is a multi-stage pro-
cess: in stage 1, the genes involved are induced. At this
point, endospore development can be interrupted if nutri-
ents are supplied; however, once stage 2 begins, the pro-
cess becomes irreversible and continues until the spore is
fully formed (Fan et al., 2024; Tan & Ramamurthi, 2013).

Bacillus owes much of its ecological success to a rich
array of biochemical capabilities shared among many of
its species (Stulke et al., 2023). A prominent feature is
the secretion of numerous hydrolytic enzymes into the
environment. Soil-dwelling Bacillus use exoenzymes to
degrade complex organic polymers; for example, B. sub-
tilis and its relatives secrete proteases, amylases, cellulas-
es, chitinases, lipases, and other enzymes that break
down proteins, starch, plant cell walls, insect cuticle, and
oils (Akinsemolu, 2024). This enzymatic versatility ena-
bles them to utilize diverse nutrients and positions cer-
tain Bacillus species as key industrial enzyme producers.
Many Bacillus species are also known for producing sec-
ondary metabolites with bioactive properties. Genomic
analyses show that B. subtilis devotes approximately 4-
5% of its genome to genes involved in secondary me-
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Figure 1. lllustrates the preparation of a Bacillus subtilis culture undergoing sporulation. The sample was stained
using malachite green, whereby vegetative cells were stained red, and spores exhibited a green coloration. Mala-
chite green staining of a sporulating Bacillus subtilis culture. A) Vegative cell; B) Spore. Image by authors.

tabolite biosynthesis, reflecting dozens of different natu-
ral products (Blanco Crivelli et al.,, 2024). Pigmentation
in Bacillus is generally less conspicuous than in some
other genera, but some species do form colony pig-
ments. For example, Bacillus subtilis can produce yellow-
brown carotenoids under certain conditions (Stannius et
al., 2025), B. atrophaeus (formerly B. globigii) forms a
brown-black pigment (Kocak et al., 2025), and B. circu-
lans often shows orange colonies (Kao et al, 2022).
These pigments may play roles in protection against oxi-
dative stress. More universally, Bacillus cells have robust
stress responses: even in the vegetative (non-sporulated)
state, they encode multiple DNA repair systems and
antioxidant enzymes (catalases, superoxide dismutases)
that confer tolerance to UV radiation and reactive oxy-
gen species (Shrestha, 2025). Many Bacillus species also
produce osmoprotectant compounds or adjust their
membrane composition to withstand osmotic and tem-
perature stresses (Valencia-Marin et al., 2024).

Mobile genetic elements in Bacillus genomes - plasmids,
transposons, insertion sequences, and bacteriophages -
contribute significantly to strain-to-strain variation. Horizon-
tal gene transfer is frequent among soil bacilli, which ex-
change plasmids and even chromosomal segments, rapidly
spreading traits such as antibiotic production or resistance
across species boundaries (Hinnekens et al., 2008).

At the broader genus level, comparative genomics re-
veal an open pan-genome for Bacillus, especially when
considering the full diversity of the genus. For example,
in the B. cereus group (sensu lato), a recent pan-genomic

analysis of 114 genomes identified approximately
60,000 distinct genes in the pan-genome, of which only
about 600 were core genes present in at least 99% of
strains (Bazinet, 2017).

Biotechnological and Ecological Importance

Bacillus species play diverse roles in biotechnology and
ecology, making them among the most utilized and stud-
ied bacterial groups outside of medical pathogens. Eco-
logically, Bacillus functions as both beneficial symbionts
and aggressive antagonists in various environments.
Many Bacillus strains are prominent plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR). In soil and root envi-
ronments, they benefit plants through several mecha-
nisms (Miljakovi¢ et al., 2020). Bacillus can enhance nu-
trient availability; for example, certain species fix atmos-
pheric nitrogen asymbiotically or solubilize insoluble
phosphates, making these nutrients accessible to plants
(Miljakovi¢ et al., 2020). They also produce phytohor-
mones such as indole-3-acetic acid (auxin) and cytokin-
ins, which stimulate root growth. Additionally, Bacillus-
colonized roots often exhibit induced systemic re-
sistance (ISR), where the plant’s innate defenses are
primed by bacillar elicitors (siderophores, flagellin,
lipopeptides, etc.), leading to enhanced resistance
against pathogens (Linette Naveena, 2024). Because of
these traits, formulations of Bacillus spp. are used as bio-
fertilizers and biostimulants in sustainable agriculture.
For instance, B. velezensis (formerly B. amyloliquefaciens
FZB42) is a commercial inoculant known to improve
crop vigor and suppress soilborne diseases through its
antimicrobial metabolites (Yang et al., 2023).
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Some notable members of the genus Bacillus

The genus Bacillus is one of the most widely distributed
groups of bacteria in the biosphere. Gram-positive bac-
teria, including Bacillus species, have been isolated from
nearly every environment studied by microbiologists
(Zeigler & Perkins, 2021).

In medicine, species of the genus Bacillus gained promi-
nence when Pasteur and Koch identified B. anthracis as
the microorganism that causes anthrax at the end of the
19th century (Zeigler & Perkins, 2021). One of the Bacil-
lus species with the greatest use and interest in fields such
as industry, basic science, and medicine is Bacillus subtilis.

B. subtilis is a model organism frequently studied to gain
insights into key metabolic processes, including cell divi-
sion, sporulation, protein secretion, biofilm formation,
and the synthesis of various secondary metabolites
(Kovacs, 2019).

B. subtilis was the first Gram-positive bacterium whose
genome was sequenced. Its genome comprises
4,214,810 base pairs, including 4,100 protein-encoding
genes (Kunst et al., 1997); however, only 253 of these
genes are required in vitro culture. The antimicrobial and
antifungal properties are due to the bioactivity of sec-
ondary metabolites such as surfactin and plipastin
(Kovacs, 2019; Kunst et al., 1997).

Another bacterium of the Bacillus genus important for the
biological control of insect pests and vectors is Bacillus
thuringiensis. This bacterium was first identified in 1901,
when a microorganism infecting silkworms was reported

and initially named Bacillus sotto. Later, in 1915, it was
isolated from diseased larvae of the moth Ephestia kuehni-
ella, in the city of Thuringia, Germany, after which it was
named B. thuringiensis (Sansinenea, 2012).

Antimicrobial peptides of the genus Bacillus.

A study published in The Lancet in 2022 analyzed 33
pathogenic bacteria associated with 11 types of infec-
tions across 204 countries for the year 2019. The results
showed that these pathogens were responsible for 7.7
million deaths, representing 13.6% of all deaths world-
wide, making them the second leading cause of mortali-
ty globally (Ikuta et al., 2022). Many infectious patho-
gens, especially Gram-negative ones, have developed
resistance to most conventional antibiotics; in some rare
cases, they have even developed resistance to all availa-
ble antibiotics (Davies & Davies, 2010; De Kraker et al.,
2016; World Health Organization: WHO, 2017).
Among the options to address "superbugs" are antimi-
crobial peptides (AMPs), which are natural antibiotics
encoded in the genome of some species of the genus
Bacillus (Sumi et al., 2015; Puan et al., 2023). The synthe-
sis of antimicrobial peptides by members of the genus
Bacillus can be classified into two types: those synthe-
sized by ribosomes and those produced independently
of ribosomal activity (Stoica et al., 2019; Sansinenea,
2012; Puan et al., 2023).

B. subtilis produces three ribosomal antibiotics (TasA,
subtilisin, and sublancin) and four non-ribosomal antibi-
otics (bacitracin, bacilisin, plipastatin, and surfactin)
(Ikuta et al., 2022; Stoica et al., 2019; Sumi et al., 2015).

Antimicrobial substances
synthesized by Bacillus spp

Ribosomally synthesized
bacteriocins

Lipopeptides not
synthesized ribosomally

Siderophores

Other compounds ——

Lytic enzimes

Toxins

Systemic resistance
inducers in plants

Figure 2. Metabolites are produced by the genus Bacillus. Image by authors
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Members of the genus Bacillus also synthesize other
compounds such as siderophores, lytic enzymes, tox-
ins, and inducers of systemic plant resistance (lkuta et
al., 2022), Figure 2.

Antimicrobial compounds produced by ribosomal syn-
thesis: Bacteriocins from Bacillus spp.

Bacteriocins are peptide toxins synthesized by ribo-
somes that inhibit bacterial growth. In Gram-positive
bacteria such as Bacillus spp., they are encoded to re-
lease the toxin using specific bacteriocin transport sys-
tems, such as ABC transporters. They also have specific
regulation of toxin production, preventing their metabo-
lism from being affected by the excretion of this sub-
stance (Riley & Wertz, 2002).

Bacteriocins can be divided into two groups: those pro-
duced by ribosomal synthesis and bacteriocintype inhibito-
ry substances (SITB), which refer to antimicrobial com-
pounds whose peptide nature has not been confirmed or
that are produced by non-ribosomal synthesis (Abriouel et
al., 2011). Although the latter have not been characterized,
they can be quantified and replicated, which would allow
the use of new substances produced by Bacillus.

One potential application of bacteriocins produced by
B. thuringiensis is their use as additives in food preser-
vation, due to their ability to inhibit the growth of both
Gram-positive and Gram-negative bacteria (Arenas &
Melo, 2018).

Bacteriocins are polypeptide antibiotics, some of which
are characterized by an amino acid chain that is some-
times circular, as in the case of polymyxin B, which is pro-
duced by PaeniBacillus polymyxa (formerly Bacillus poly-
myxa). The structure of polymyxin is shown in Figure 3.

OH
H 9 H
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A
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NH, N

Figure 3. Polymyxin B structure. Image by authors.

Due to the toxicity of polymyxins, they are applied topi-
cally (Zeigler & Perkins, 2021). Some advantages of topi-
cally administered antibiotics are that they can be used
on exposed wounds, maintain moisture at the injury site,
and, by being administered directly at the site of infec-
tion, deliver a large amount of the active component
directly to the pathogens, making the probability of gen-
erating drug resistance very low (Kovacs, 2019).

The mechanism of action, depending on the drug con-
centration, is either bacteriostatic or bactericidal. It inhib-
its the incorporation of amino acids and nucleotides into
the cell wall, blocks bacterial cell wall synthesis, inhibits
the regeneration of phospholipid receptors involved in
peptidoglycan synthesis, and can also damage already
formed membranes, causing lysis and bacterial death
(Sidek et al., 2018).

Antimicrobial compounds produced by non-ribosomal
synthesis: Lipopeptides

Lipopeptides are cyclic or linear peptides with a lipo-
philic hydrocarbon tail at the N-terminus. Bacillus subtilis
produces lipopeptides that exhibit antibiotic properties
due to their toxic effects on organisms (Ajuna, 2024).
Based on their length, these lipopeptides are classified as
polypeptides. According to their structural characteris-
tics, they can be further divided into categories, includ-
ing polymyxins, polypeptides, and octapeptines.

Polymyxins exhibit strong antimicrobial activity against
Gram-negative bacteria. They exert their bactericidal
effect by binding to the lipid A component of lipopoly-
saccharide (LPS), leading to disruption of the bacterial
outer membrane (Ayoub, 2020).
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Polypeptides demonstrate broad-spectrum antimicrobial
activity, effective against Gram-negative, Gram-positive,
and anaerobic bacteria (Bleam, 2012).

Octapeptines are cationic cyclic peptides produced by
Bacillus spp. They also display a broad spectrum of activ-
ity against both Gram-negative and Gram-positive bacte-
ria (Velkov et al., 2017).

Some important lipopeptides

Bacitracin is the most important cyclic polypeptide anti-
biotic produced by B. subtilis and is active against Gram-
positive bacteria. It is used as an anti-infective agent in
various pharmaceutical preparations, including sprays,
topical lotions, ointments, and skin creams. The bacteri-
cidal activity of bacitracin results from its ability to inhibit
cell wall synthesis (Setlow, 2014).

Bacitracin was discovered in 1943 and is produced by
the sporulated bacterium B. subtilis. This microorganism
was isolated from an exposed tibial fracture suffered by
a girl named Margaret Tracey. The name of bacitracin
comes from combining "Baci," referring to the bacte-
rium, and Tracey's last name. B. subtilis was found to
produce an antibiotic substance that acted as a bacterio-
stat against various microorganisms. Experimental tests
on mice inoculated with minimally lethal doses of bacte-
rial agents (hemolytic Streptococcus) demonstrated that
bacitracin inhibited the growth of these pathogens (Tan
& Ramamurthi, 2013). The structure of bacitracin is
shown in Figure 4.

HO O

HoN N

Figure 4. Structure of Bacitracin A. Image by authors.

Considering these findings and its low toxicity in ani-
mals, including humans, the development of bacitracin
for production was initiated. Although the process faced
several setbacks, large-scale manufacturing was eventu-
ally achieved. However, due to its nephrotoxic proper-
ties, this drug should not be applied to deep wounds, as
there is a risk of systemic spread through the circulatory
system (Saha et al., 2015).

Bacillus siderophores

Siderophores are low molecular weight molecules (400-
1000 kDa) secreted by microorganisms under iron-
deficient conditions. They can sequester Fe** ions from
their environment, forming ferri-siderophore metal com-
plexes. This process is driven from the cytoplasm by the
TonB transport protein system, which transduces the
necessary energy from the cytosol to the outer mem-
brane (Saha et al., 2015).

Microorganisms can utilize siderophores depending on
their membrane receptors, either by a) using the Fe®
siderophore complex at the membrane or b) reducing
Fe** complexes extracellularly. Based on this function,
siderophores are classified into three main categories:
hydroxamates, catecholates, and carboxylates
(Mohamed et al., 2018).

Bacillus lytic enzymes

It has been reported that species of the genus Bacillus
are prolific producers of enzymes, and, due to their
broad environmental distribution and ease of cultivation,
they represent a potential source for the isolation of vari-
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ous compounds of interest. Within the broad spectrum
of enzymes, a group of special interest in the agronomic
area is the lytic enzymes, which constitutes one of the
most diverse groups of proteins in terms of possessing
antimicrobial properties (Danilova & Sharipova, 2020).

Lytic enzymes such as chitinases, B-1,3-glucanases, pe-
roxidases, proteases, and lipases are natural antimicrobi-
als that depolymerize the peptidoglycan of the cell wall
of target bacterial cells and cause rapid cell lysis, in fungi
they deteriorate their cell wall affecting the glycosidic
bonds of its glycoproteins and polysaccharides, thus
causing cell lysis and death, at the same time this action
allows the release of chitin and glucan oligomers, which
function as elicitors of plant defenses (Jha et al., 2014)

Toxins

Bacillus cereus is an important microorganism in the
food industry, as it is considered one of the main causa-
tive agents of food poisoning. It produces two types of
toxins: enterotoxins and emetics (Jovanovic et al., 2021).

B. thuringiensis is a bacterium commonly used as a bio-
logical control agent due to its ability to produce toxic
protein crystals during the stationary growth phase and
sporulation. These crystals, known as Cry proteins, are
highly specific and effective against insect pests and vec-
tors. Although primarily insecticidal, some Cry proteins
have also been reported to exhibit activity against other
organisms, including nematodes, gastropods, and even
cancer cells, as illustrated in Figure 5. In the insect diges-
tive tract, these proteins must first be solubilized; the
resulting protoxins are then activated by proteases, pro-
ducing the active form of the toxin (delta endotoxin),

which binds to specific receptors on the intestinal mem-
brane. This interaction leads to pore formation, disrupts
the osmotic balance, and ultimately causes cell lysis. B.
thuringiensis also produces other toxins, such as cytolytic
proteins (Cyt), which are synthesized during the station-
ary phase, and vegetative insecticidal proteins (Vip),
which, unlike the former, are associated with the vegeta-
tive phase of the cell and are secreted in soluble form;
therefore, they do not require proteolytic activation
(Gupta & Kumar, 2021).

Plant resistance inductors

The induction of plant growth and resistance to patho-
gens by Bacillus species can occur directly or indirectly.
The direct mechanism involves bacteria capable of bio-
logical nitrogen fixation, solubilization of essential miner-
als for plant development, production of regulatory hor-
mones, and activation of plant defense mechanisms.
These functions are performed by bacterial species
found in the plant’s rhizosphere. The indirect mechanism
involves the production of endotoxins that act as patho-
gen antagonists, such as the Cry proteins produced by
B. thuringiensis (Tejera-Hernandez et al., 2011).

Bacillus spp. is considered a plant growth-promoting
bacteria due to its production of plant hormones such as
gibberellic acid and indole-3-acetic acid, which are close-
ly related to nutrient availability for plants. B. subtilis is
known for inducing the synthesis of jasmonic acid, eth-
ylene, and non-expressor of pathogenesis-related genes
1 (NRP1), which promotes defense and restricts cell
death by forming condensates that target specific sub-
strates to degrade them (Hashem & Tabassum, 2019;
Zavaliev et al., 2020).
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CONCLUSION

Currently, the search for new drugs that effectively ad-
dress antimicrobial resistance is of the utmost im-
portance.

Members of the genus Bacillus are an important group
of microorganisms that produce a wide range of bioac-
tive metabolites, including several with antibiotic proper-
ties, such as bacitracin and polymyxin B. Other metabo-
lites provide a competitive advantage to the microorgan-
isms that synthesize them, as seen with siderophores,
lytic enzymes, toxins, and resistance inducers in plants.
Due to the broad diversity of metabolites produced by
species of this genus and their widespread distribution in
nature, they represent a promising alternative in the
search for new antibiotics.
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RESUMEN

En el presente trabajo se estudi6 la capacidad de produccién de exopolisacaridos (EPS) que posee el aislado nativo
Lactobacillus fermentum L14, cepa perteneciente al banco de cepas de la Universidad Francisco de Paula Santander.
Se emplearon como medios de cultivo residuos agroindustriales como el lactosuero-acido y la harina de arroz paddy.
Para ello se realizé un disefno factorial 2% con tres repeticiones donde se evalué la temperatura (20 °C y 30 °C) y me-
dio (lactosuero-acido y la harina de arroz paddy) con una concentracién de sustrato 10% (p/v), todos los experimen-
tos fueron evaluados en volimenes de 200 mL. Como resultado se logré obtener 20 g/L y 30 g/L de exopolisacéridos
para los medios de cultivo de lactosuero y harina de arroz, respectivamente. El andlisis de varianza ANOVA determiné
que los factores “medios” y “temperatura” fueron significativos en la produccién de EPS con un (p<0.05). Ademas, se
caracterizé la composicion del polisacarido obtenido a través de metodologia HPLC (sacarosa 60%, glucosa 11,72% vy
fructosa 3,03%). Se evidencia el gran potencial que tienen los residuos agroindustriales como sustratos ideales para la
produccion de exopolisacaridos (EPS) a través de bacterias acido lacticas (BAL).

Palabras claves: Lactobacillus fermentum - exopolisacaridos - residuos agroindustriales - bacterias acido lacticas (BAL).
ABSTRACT

In the present work the exopolysaccharide (EPS) production capacity of the native isolate Lactobacillus fermentum L14, a
strain belonging to the Francisco de Paula Santander University strain bank, was studied. Agroindustrial residues such as
acid whey and paddy rice flour were used as culture media. For this, a 2* factorial design was carried out with three repe-
titions where the temperature (20 °C and 30 °C) and medium (acid whey and paddy rice flour) were evaluated with a
substrate concentration of 10% (p / v), all experiments were evaluated in volumes of 200 mL. As result, it was possible to
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obtain 20 g/L and 30 g/L of exopolysaccharides for the culture media of acid whey and rice flour, respectively. The analy-
sis of variance ANOVA determined that the factors “culture media” and “temperature” were significant in the production
of EPS with a (p <0.05). Also, the composition of the polysaccharide obtained was characterized through HPLC method-
ology (sucrose 60%, glucose 11.72%, and fructose 3.03%). The great potential of agroindustrial residues as ideal sub-
strates for the production of exopolysaccharides (EPS) through lactic acid bacteria (LAB) is evidenced.

Keywords: Lactobacillus fermentum - exopolysaccharides - agro-industrial waste - lactic acid bacteria (BAL).

Recibido: febrero 27 de 2023

INTRODUCCION

Los exopolisacaridos microbianos (EPS) comprenden un
amplio grupo de polimeros secretados por la mayoria de
los microorganismos que estan unidos a la superficie
celular (polisacaridos capsulares) o liberados como limo
extracelular (polisacaridos extracelulares) (Nachtigall
et al.,, 2020). Este tipo de moléculas ofrece un amplio
espectro de aplicaciones en la industria alimentaria, ya
que son utilizados como espesantes, estabilizadores,
emulsionantes y agentes gelificantes; mejorando la reo-
logia y la textura de los alimentos fermentados (Hassan
et al., 2003). Ademas, tienen la capacidad de mejorar la
salud humana debido a sus actividades antioxidantes,
antitumorales, antiulcerosas, inmunomoduladoras o re-
ductoras del colesterol (Lee et al., 2018). Los EPS tam-
bién ayudan a los prebidticos a sobrevivir al dcido gastri-
co y a las sales biliares en el tracto gastrointestinal (Aa
et al., 2009; Hutchison et al., 2019). Se ha visto que los
EPS contribuyen a un aumento en el tiempo de residen-
cia de la leche fermentada ingerida en el tracto gastroin-
testinal, apoyando asi la colonizacién transitoria por
bacterias probidticas (Angelin & Kavitha, 2020).

La produccién de EPS en condiciones de laboratorio, se
realiza usualmente empleando medios de cultivo defini-
dos, con una elevada relacién carbono / nitrégeno, don-
de la cantidad de nitrégeno induce a la limitacion del
crecimiento y el carbono estimula la produccién de EPS
(Song et al., 2020). A escala industrial, se usa el mismo
principio. Sin embargo, por motivos econémicos, se
emplean substratos generalmente complejos, obtenidos
a partir de subproductos de actividades agroindustriales.
Por ejemplo, la produccién de dextrano se realiza me-
diante fermentaciones bacterianas, donde el sustrato
cominmente empleado es la sacarosa en concentracio-
nes aproximadas de 5%, y en fermentacién enzimatica
puede ser la rededor del 20%, para obtener una con-
centracion de dextrano de 20 g/L. Han sido pocos los
estudios referidos al uso de otros sustratos para la pro-
duccién de polisacaridos; el Centro de Investigacién
Biotecnolégica de Iran, realizé una investigacion sobre

Aprobado: 15 de agosto de 2025

la produccién de dextrano a partir de fuentes econémi-
cas del pais, como melazas de remolacha y extracto de
salvado de trigo, con lo cual lograron una concentracién
de 9,44 g/L de dextrano (Behravan et al., 2003).

El uso de suero acido y harina de arroz paddy como
sustratos de fermentacién econdémicos para la produc-
cion de polisacaridos, contribuiria al empleo de estos
subproductos agroindustriales ayudaria a disminuir la
eliminaciéon de estos productos. Teniendo en cuenta lo
anterior, en la presente investigacion, se evalda el uso
de lacto suero acido y harina de arroz paddy, para la
produccion de exopolisacaridos (EPS).

MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de la cepa

La cepa empleada en esta investigacion fue Lactobaci-
llus. fermentum L14, la cual fue aislada del fermento de
masato (bebida autéctona tradicional de Norte de San-
tander-Colombia) e identificada genéticamente median-
te la amplificacion del ARN ribosomal 16S. La cepa fue
conservada en viales por el método de ultra congelacion
utilizando glicerol a 3% como crioprotector y como
base aislante solucion salina al 0.85%, con una concen-
tracion del nivel 5 en el estindar de Macfarland a una
temperatura de -80 °C. Para mantener el banco de tra-
bajo de la cepa se utilizé agar nutritivo suplementado al
5 % de sacarosa, previamente esterilizado a 121°
C/15minutos e incubadas a 37°C/5-7 dias.

Control de calidad

Para asegurar la viabilidad del banco de células de traba-
jo, se realizaron ensayos de pureza microbiana tomando
un vial de conservacion y realizando pases en un medio
de agar nutritivo suplementado con 5 % de sacarosa,
también se realizaron pruebas bioquimicas como el agar
hierro triple azdcar (TSI), agar indol sulfato motilidad
(SIM) y caldo Voges-Proskauer (VP); con el fin de verifi-
car la actividad biolégica de la cepa. Finalmente, se reali-
zaron pruebas de tincion de Gram para verificar la mor-
fologia de la cepa de lactobacillus fermentum L14.
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Condiciones de cultivo

Las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo con el fin
de evaluar una muestra cero. Las fermentaciones se rea-
lizaron en volimenes de 200 mL en recipientes de vi-
drio de forma cilindrica con capacidad de 1 L. El inoculo
empleado fue de 10% v/v proveniente de cultivos en
medio de agar nutritivo suplementado al 5 % de sacaro-
sa, donde se habian cultivado previamente las bacterias,
la temperatura del cuarto de cultivo se mantuvo a 20 °C
y 30 °C. Se tomaron muestras cada 3 h, con un tiempo
total de fermentacion de 48 h. De la misma manera, se
realizaron las fermentaciones con los medios agroindus-
triales a base de lactosuero acido y harina de arroz pad-
dy. Durante el proceso de investigacion se conté con
lactosuero acido suministrado por la microempresa
DOS VENTANITAS de la ciudad de Cdcuta, Norte de
Santander, Colombia. El lactosuero fue sometido a un
proceso de clarificacién con el fin de eliminar trazas de
lactosa en el medio. También se tomaron muestras de
arroz paddy proporcionada por FEDEARROZ de la ciu-
dad de Cucuta, Norte de Santander, Colombia. El creci-
miento de biomasa fue determinado por densidad 6pti-
ca (OD) a 600 nm (Kieliszek et al., 2016), y la cantidad
de carbohidratos totales se deteminé cualitativamente
por el método fenol-acido sulfdrico (DuBois et al., 1956).

Extraccion y purificacion del exopolisacarido (EPS)

Las muestras tomadas de las fermentaciones de L. fermen-
tum L14 cultivadas en los medios alternativos, se centrifu-
garon (1030 rcf, 15 min, 4 °C), para eliminar las células es
suspension. Al sobrenadante se le anadié etanol 96% frio
en una proporcion 1:10 y se almacené a 4 °C durante 24

h, para precipitar el EPS. Después, se centrifugo la solu-
cién homogenizada (800 rcf, 15 min, 4 °C) para eliminar
el etanol. El sedimento se re-suspendié en agua destilada,
agitando por 5 min y luego se centrifugo (2800 rcf, 15
min, 4 °C). Finalmente, el EPS fue sometido a 97 °C en
mufla Th con el fin de eliminar el maximo contenido de
agua de la produccion. La cuantificaciéon de los niveles
totales de carbohidratos se realiz6 utilizando el método
de fenol-sulfuro (DuBois et al., 1956). Se us6 como estan-
dar una solucién purificada de carboximetilcelulosa de
viscosidad media (L6pez-Legarda et al., 2017).

Caracterizacion del polimero

La caracterizacion del polimero producido se realizé
mediante la técnica de HPLC (cromatografia liquida de
alta eficiencia). Este procedimiento fue realizado en el
laboratorio de andlisis de alimento CICTA, de la Univer-
sidad Industrial de Santander (UIS) - Sede Bucaraman-
ga. Donde se utiliz6 un cromatégrafo liquido HPLC
Thermo Dionex Ultimate 3000 equipado con desgasifi-
cador, inyector automatico, columna ICE ICSep-
COREGEL 107-H (300mmx7,8mmx10um) acoplada a
un horno con temperatura de 30 °C, empleando un de-
tector UVVis en serie con un detector Rl a 30 °C. Se
utilizé como fase mévil H,SO, 5mM en modo isocréti-
co con un flujo de 0,6 mL/min (Zapata et al., 2007).

Andlisis estadistico

Con base en la literatura consultada y experimentaciones
previas realizadas en el laboratorio, el disefio propuesto
fue un modelo factorial con dos factores:
“temperatura” (20°C y 30°C) y “medio de culti-
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Figura 1. Crecimiento de lactobacilus fermentum L14 en caldo nutritivo OD 600nm vs produccién de exopolisacaridos OD 490nm. Los resulta-

dos presentados son el promedio de 2 repeticiones.
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vo” (lactosuero-acido y harina de arroz paddy), con la
hipdtesis planteada: ambos factores tienen efecto sobre la
produccion de biomasa y exopolisacédridos de L. fermen-
tum L14 en condiciones de cultivo sumergido. Todos los
experimentos se repitieron 3 veces. Y se realizé un ANO-
VA bidireccional utilizando el software SPSS. Las medias
se compararon mediante la prueba Tunkey a P = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de crecimiento de Lactobacillus fermentum
L14 y produccion de exopolisacaridos

A partir de los datos obtenidos de crecimiento de bio-
masa y produccién de exopolisacaridos, durante el pe-
riodo de fermentacién de 48 horas se puede observar
en la Figura 1. que Lactobacillus fermentum L14 alcanzé
su maximo crecimiento en biomasa microbiana entre las
30 - 33 horas de cultivo y luego disminuyo progresiva-
mente; los valores de EPS fueron aumentando durante
las primeras 21 horas de cultivo y fueron disminuyendo
continuamente hasta poco después de que la fermenta-
cién entro en fase estacionaria en el crecimiento micro-
biano. Por otra parte, hubo poca variabilidad de los valo-
res obtenidos entre las réplicas realizadas.

Los resultados obtenidos concuerdan con varias investi-
gaciones que resaltan la capacidad que tienen las bacte-
rias acido lacticas para producir EPS, por ejemplo Lacto-
bacillus fermentum MC3 el cual fue aislado de una fer-
mentacion de brotes de bambd, logro producir 88.776
mg/L de EPS en caldo MRS a 37 °C para una fermenta-
cién de 48 h (Do et al., 2020). Por otra parte, Lactobaci-
llus fermentum MTCC 25067 produce un heteroexopoli-
sacarido (HePS) cuando se cultiva en caldo MRS duran-
te una fermentacion de 144 h con temperatura de 30 °C

y en ausencia de agitacion para estimular la actividad
enzimatica del microorganismo (MENGI et al., 2020).
Ademas, son varios los esfuerzos que se han realizado
para mejorar los rendimientos de produccién de EPS en
BAL ya que son bacterias con importancia por ser consi-
deradas seguras (Torino et al., 2015), investigaciones
han demostrado que tiempos de incubacién muy largos
pueden generar pérdidas de polimero debido a la activi-
dad enzimdtica degradadoras de EPS (Pham et al,
2000). También, la calidad y cantidad producida de EPS
esta influenciada por la especie de microorganismo que
se usa para el proceso. Especies como
Lb. fermentum  TDS030603 (Fukuda et al,
2010), Lb. fermentum F6 (Zhang et al, 2011) y leu.
pseudomesenteroides (Yang et al., 2018) fueron capaces
de producir 97,1 mg /L, 33,06 mg /Ly 12,5 g/ L de
EPS, respectivamente. Trabajos realizados con L. del-
brueckii para evaluar la produccién y composicién de
EPS en medios quimicamente definidos revelaron que
las condiciones de fermentacién como fuente de car-
bono, tiempo de cultivo, temperatura y pH pueden afec-
tar notablemente los rendimientos de produccion vy las
proporciones relativas de los monosacaridos en el EPS
(Petry et al., 2000). Ademas, investigadores aseguran
que la sintesis de EPS producidas a partir de las BAL,
precisan temperaturas de incubacion inferiores a 30°C,
ya que son bacterias mesofilas productoras de acido
lactico que exhiben una sintesis de su pared celular y
crecimiento celular mucho mas lento, lo que conlleva a
un consumo menor de fosfato isoprenoide, que podria
estar disponible para la produccién de EPS por parte de
este tipo de bacterias, cuando se encuentran en una
fase estacionaria de la fermentacion (Adesulu-Dahunsi
et al., 2018; Petry et al., 2000).
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Figura 2. Cinética de crecimiento Vs produccién de EPS en medio alternativo a partir de lactosuero acido.
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Fermentacion a partir de lactosuero acido

Como se observa en la Figura 2, el crecimiento para el
microorganismo identificado como Lactobacillus fermen-
tum L14, se mantiene en estado exponencial durante las
primeras 6 horas de fermentacion y luego tiende a tener
un periodo estacionario, para después llegar a su punto
maximo de produccion de polimero entre las 21 - 24
horas de fermentacion. También se observa que la pro-
duccion de EPS en el medio tiende a mantenerse en esta-
do creciente, pero en muy pequefias cantidades. Sin em-
bargo, en ningdin momento el medio se torné viscoso.

Algunos cientificos consideran que los costos de produc-
cion de exopolisacaridos son elevados, debido al alto
costo de las fuentes de carbono (azicares) y a las fuentes
de nitrégeno organico (Wang & Bi, 2008). Por lo tanto, la
utilizacion de fuentes alternativas de carbono y nitrégeno
de bajo costo, provenientes de residuos agroindustriales,
es una alternativa econémicamente atractiva (Z. Li et al.,
2010). Por ejemplo, la lactosa de suero y agua de coco
madura, que son subproductos de la produccién de que-
so y leche de coco, respectivamente, contienen una gran
cantidad de azucares (lactosa, fructosa, glucosa y sacaro-
sa) que se usan como buenas fuentes de carbono para
los microorganismos (Cheirsilp et al., 2018; Kantachote
et al., 2016), por lo que algunos investigadores han usado
estas fuentes alternativas para la produccién de kefiran
por L. kefiranofaciens. En dichos estudios se demostré que
la gran mayoria de bacterias prefieren el uso de glucosa
como fuente primaria de energia y que son muy pocas las
bacteria que prefieren la lactosa (Cheirsilp et al., 2018). En
este estudio se demostr6 que la cepa Lactobacillus fer-
mentum L14 es capaz de utilizar lactosa y sacarosa como
fuente principal de carbono y asi lograr la sintesis de mo-

léculas. En otra investigacion, se estudiaron que efectos
atribuyen el tipo de fuente de carbono en la produccién
de EPS, teniendo como resultado que la lactosa propor-
ciona un aumento de biomasa en el medio con rendi-
mientos de 4.3 % en la produccién de EPS (Ghasemlou
et al., 2012). Esto puede estar asociado al hecho de que
la lactosa puede transportarse mediante sistemas de fos-
fotransferasa y la B-galactosidasa que descompone la lac-
tosa en galactosa y glucosa (Zajsek et al., 2013). También,
se ha demostrado que las fuentes de nitrégeno puede
afectar considerablemente la produccion, por lo que me-
dios enriquecidos con proteinas, aminoacidos, minerales
y vitaminas estimulan el crecimiento de los microorganis-
mos (Dailin et al., 2016). Sin embargo, un medio con
fuentes de nitrégeno/carbono muy elevadas afecta nota-
blemente los rendimientos de la producciéon de EPS. Un
ejemplo de esto es L. kefiranofaciens que alcanzé una
concentracion celular final ligeramente més baja de 2,13
£ 0,07 g/ Ly latasa de crecimiento especifico disminuy6
levemente a 0,493 + 0,012 h —1 (Ghasemlou et al., 2012).
Esto probablemente se debio a los efectos inhibidores del
alta concentracion de azlcares en el medio (Cheirsilp
et al., 2018). Por otra parte, durante un estudio de fer-
mentacion con suero desproteinizado usando granos de
kéfir se observo la produccion de EPS después de 5 dias,
la cual fue aumentando alcanzando valores de hasta
103.4 mg/L. Sin embargo, en algunos ensayos se observé
afectada la produccién, ya que el medio favorece el creci-
miento celular (Rimada & Abraham, 2001).

Fermentacion a partir de harina de arroz paddy

En la Figura 3, se observa el crecimiento de L. fermen-
tum L14 en medio de harina de arroz paddy, el cual
mantiene una fase estacionaria desde las 6 h hasta las
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Figura 3. Cinética de crecimiento Vs produccién de EPS en medio alternativo a partir de harina de arroz paddy.
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Tabla 1. Anilisis de varianza (ANOVA) para produccién de EPS

Origen Tipo 11l de suma de gl Cuadritico pro- F Sig.
cuadrados medio
Modelo corregido 4672 11 ,042 0.012. .000.
Interceptacién 8,107 1 8,107 0.005. .000.
MEDIOS ,058 1 ,058 0.001. .000.
Temperatura ,393 9 ,044 0.015. .000.
MEDIOS * Temperatura ,002 1 ,002 0.006. .000.
Error ,000 0
Total 9,257 12
Total corregido 467 11

18 h de fermentacion y luego tiende a ir en aumento ya
finalizando las 24 horas de inoculacién. Su punto maxi-
mo de produccién de polimero se obtuvo al final del
proceso, por lo que se puede asumir que podria tener
su maximo pico de rendimiento productivo pasando las
24 h de fermentacion. También se logré observar en el
medio una leve precipitacion que proporcionaba viscosi-
dad durante el proceso de fermentacion. Ademas, se
logré obtener un rendimiento productivo de 30 g /L.

Varios estudios realizados sobre la produccion de EPS a
partir de BAL, resaltan que este tipo de bacterias pueden
producir altos niveles de EPS usando como medio de
cultivo MRS. Sin embargo, son muy pocos los estudios
que han evaluado la capacidad que posee las BAL para
sintetizar moléculas a partir de la fermentacién de cerea-
les. Por ejemplo, una cepa de L. plantarum que no es
capaz de producir EPS en medio de MRS, resulto tener
la capacidad de sintetizar este tipo de moléculas en me-
dios sumergidos a base de harina de trigo, quinua vy
amaranto (Valerio et al., 2020), tales resultados concuer-
dan con la actividad productora de EPS en L. fermentum
L14. Algunos investigadores sugieren que esta actividad
bacteriana se debe a la produccion de B-glucanos, que
se encuentran naturalmente en harinas fermentadas co-
mo la avena y el arroz (Pérez-Ramos et al., 2017), esto
se pude observar en el aumento de viscosidad que tenia
el medio durante el proceso de fermentacion.

No obstante, la produccién de EPS puede ser afectada
por el tipo de cereal presente en el medio de cultivo
(Hu & Ganzle, 2018). Un estudio realizado en cepas de
W. cibaria demostré que era posible producir 20,79 g /
kg de EPS en masa madre, pero al cambiar el trigo por la
harina de quinua se observé un descenso en la produc-
ciéon de EPS, ademas su punto maximo de produccién
fue 26 horas de fermentaciéon en comparacion a la hari-
na de trigo (Wolter et al., 2014). Varios estudios asegu-
ran que para la produccién de biomasa en cepas de
Lactobacillus que son usados como cultivos iniciadores
de alimentos seguros, es mejor usar como fuente de
carbono sacarosa acompanada de medios complejos,

que faciliten el crecimiento celular y eficiencia en la sin-
tesis de EPS (Chen et al, 2010; Das et al, 2020;
Luangsakul et al., 2009).

Andlisis estadistico

El andlisis de varianza demostré que tanto el medio de
cultivo como la temperatura influyen en la produccién
de EPS (P<0.05). Ademads, muestra una interaccion signi-
ficativa entre los factores temperatura y medio (p<0.05).
En los anteriores resultados se puede observar que el
mejor medio para la produccién de EPS es el medio de
arroz paddy, excepto cuando la temperatura esta a 20 °
C. Sin embargo, cuando se observa la produccion de
EPS en ambos medios, el factor temperatura resulta ser
significativo, presentandose en los mayores niveles con
la temperatura de 30 °C. De acuerdo con el andlisis es-
tadistico realizado a los tratamientos, en aquellas fer-
mentaciones suplementadas con harina de arroz paddy
se obtuvo un efecto significativo (p > 0,05) sobre la pro-
duccién de polisacaridos. Este fenédmeno del efecto de
la concentracion de sacarosa fue notorio en los ensayos
realizados con harina de arroz paddy en su nivel supe-
rior (30 g/L). Los andlisis mostraron que los experimen-
tos realizados con lactosuero acido, aumentaban de
igual forma el crecimiento celular y disminuian levemen-
te la produccién del polisacérido, siguiendo una tenden-
cia lineal significativa; esto indica que la concentracion
de los productos no aumenté con la complejidad del
sustrato en el rango establecido de trabajo; caso contra-
rio ocurrié con la harina de arroz paddy, cuyo compor-
tamiento presentd un ajuste satisfactorio, probablemen-
te debido a su componentes naturales.

Caracterizacion del polimero

Como observamos en la Figura 4. el analisis de HPLC
identificé que el polimero obtenido es un heteropolisa-
carido (HePS) debido a la presencia de varios picos cro-
matogréficos, determinando que estd compuesto por
sacarosa 60%, glucosa 11,72% vy fructosa 3,03% respec-
tivamente. Este resultado concuerda con los obtenidos
por otros autores, donde los EPS producidos por BAL
pueden presentar una variacion en su composicion de
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Figura 4. Resultado del andlisis de HPLC del polimero producido en laboratorio. Identificado en el laboratorio de alimentos CICTA

monosacaridos. Por ejemplo, trabajos con L. plantarum
EP56 (Adesulu-Dahunsi et al., 2018, Lactobacillus planta-
rum NTMI05 y NTMI20 (Imran et al., 2016, reportaron
mondémeros de glucosa, fructosa y galactosa en mues-
tras de EPS. En un estudio con Lactobacillus helveticus
MB2-1 donde se utilizé leche como medio basal, se de-
tecté que el EPS producido era un HePS compuesto por
galactosa, glucosa y manosa (W. Li et al., 2014. La de-
teccion alta de sacarosa puede corresponder a una in-
completa hidrolizacién del EPS o al resultado de las fun-
ciones bioldgicas, que ayudan a la célula en la adapta-
cién de sus entornos ecolégicos (Broadbent et al., 2003)

Comparando estos resultados, podemos concluir que la
composiciéon del polimero es similar con los perfiles de
dextrano, el cual es un polisacarido muy estudiado, para
uso en diferentes aplicaciones industriales, farmacéuti-
cas, agricolas y alimentarias. Ademas, este tipo de poli-
sacdridos extracelulares son sintetizados por las bacte-
rias cuando son sometidas a crecer en medios de cultivo
con fuente de carbono de sacarosa, esta excrecién ac-
tla como una cubierta protectora, compuesta de cade-
nas ramificadas de D-glucopironosa unidas a enlaces a-
(1—6), y las ramas son formadas por enlaces a-(1—2), «
<(1-3), a-(1—4) (Donnarumma et al., 2014).

CONCLUSIONES

Se lograron obtener EPS a partir de medios agroindus-
triales que fueron eficientes para el crecimiento de L.
fermentum L14 usando como fuente de carbono la saca-
rosa, alcanzando su maxima concentracion celular a las
27 horas de fermentacion, evidenciando el alto poten-

cial que tienen los subproductos como sustratos para la
produccion de exopolisacaridos. Se consiguié la maxima
produccion de EPS total (30 g/L) en reactores de 5 litros,
mediante una fermentacion en el medio de cultivo a
base de harina de arroz y utilizando sacarosa como
fuente de carbono adicional, a una concentracion de
10% (p/v), con una temperatura de incubacién de 30°
C. Ademas, se logré caracterizar el polisacarido produci-
do en el laboratorio por mediante HPLC, determinando
que esta compuesto por monémeros de sacarosa 60%,

glucosa 11,72% vy fructosa 3,03%, respectivamente.
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