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RESUMEN

Los incendios forestales representan una gran amenaza para el ecosistema de paramo, a
menudo arrasan grandes extensiones de tierra cada afio. Los incendios afectan
directamente al suelo produciendo efectos negativos en la composicion y dindmica del
mismo por lo que se han desarrollado varias técnicas para la recuperacion del suelo como
la biorremediacion, una tecnologia prometedora. En la presente investigacion, se comparé
las propiedades fisicoquimicas de suelo de paramo pristino y quemado. Ademas, se
evaluo el uso de técnicas de biorremediacion ex situ para la restauracion del suelo después
de un incendio simulado. Las estrategias estudiadas fueron la bioaumentacién que
combind el uso de cepas Pseudomonas y actinomicetos aisladas de suelo de paramo
pristino. Asimismo, se evalud la bioestimulacion afiadiendo NH4NO3z como fuente de
nitrogeno con el fin de promover la actividad microbiana en el suelo. Finalmente, se
combind los dos tratamientos. Los pardmetros de monitoreo de remediacion fueron pH,
actividad enzimatica, supervivencia microbiana y emision de CO,. EIl anélisis
fisicoquimico determiné la disminucion de nitrégeno en suelo afectado por incendio,
evidenciando una descompensacion de nutrientes causada por el fuego. Ademas,
existieron diferencias significativas para la carga bacteriana entre los tres tiempos
evaluados (24, 48 y 72h) en los diferentes Plots, siendo el Plot 1 (bosque de Polylepis) el
gue mostré mayor crecimiento mientras que, el Plot 4 (pajonal quemado) present6 un
menor crecimiento de bacterias. En cuanto a la evaluacion de estrategias de
biorremediacion al medir la emision de CO2 no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Los resultados indican que los incendios afectan tanto a las
propiedades fisicoquimicas como microbioldgicas, disminuyendo los micro y

macronutrientes que afectan el desarrollo y crecimiento de las bacterias del suelo.
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Los paramos andinos presentan actualmente un complejo régimen de disturbios
naturales y antropicos cuya base estd en la utilizacion del fuego para el desarrollo de
ganaderias extensivas e intensivas (Vargas & Mora, 2004). Los ecosistemas de paramo
presentan una intensa degradacion como resultado de la pérdida parcial o total de la
cobertura vegetal. La utilizacion de los paramos andinos, bajo sistemas ganaderos y
agricolas han generado regimenes de disturbio con intensidades, magnitudes vy
frecuencias diferentes. Se tiene efectos puntuales en la composicion, estructura y
diversidad de la biota y del suelo. Adicionalmente, se altera la dindmica hidrica, los flujos
de nutrientes y la capacidad regenerativa natural de este ecosistema (Tapia Zufiiga et al.,
2017).

En este sentido, se ha realizado diferentes investigaciones sobre los incendios
forestales determinando que afectan principalmente a los ecosistemas y ocasionan
modificaciones en sus procesos ecologicos causando mdltiples impactos (Aguirre
Mendoza, 2017). lgualmente, Armenteras et al., (2020) muestra los grandes vacios del
conocimiento en la ecologia del fuego de gran parte de los ecosistemas paramunos, en
dicho estudio se exponen los avances en los patrones espaciales y temporales de los
incendios, los efectos sobre los ecosistemas y las dindmicas post incendio. Otros estudios
al respecto como el de Poulenard et al., (2001) se han llevado a cabo para evaluar el efecto
del uso de la tierra (quema y labranza) sobre las propiedades hidrodindmicas del suelo.

Camargo et al., (2012) realizd una evaluacién de las propiedades fisicas y
quimicas de los suelos en areas afectadas y no afectadas por el incendio inmediatamente
después del suceso y luego de 2 afios. Leon & Lasso, (2019) evaluaron la tolerancia al
calor de las hojas de 21 especies de paramo alpino tropical considerando que el umbral
de temperatura superior en los paramos rara vez se ha estudiado. Evidentemente, la
composicion de la comunidad aérea y la diversidad después de un incendio se han
estudiado ampliamente, pero los efectos del fuego en las comunidades bacterianas del
suelo permanecen en gran parte sin examinar a pesar del papel central de las bacterias en
la recuperacion y el funcionamiento de los ecosistemas (Durén et al., 2005). El calor de

los incendios puede matar las bacterias del suelo, reduciendo la biomasa microbiana e
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impactando directamente en la composicién y diversidad de la comunidad
bacteriana(Wang et al., 2012)

De los pocos estudios relacionados acerca del efecto del fuego en la microbiota
del suelo Beltran Pineda & Lizarazo, (2014) llevaron a cabo un diagndstico
microbioldgico de suelos para evaluar el efecto de la quema sobre grupos cultivables de
microorganismos. El objetivo de dicho estudio fue realizar el diagndstico microbioldgico
de un suelo afectado por incendios forestales a los 12 meses de haberse producido el
incendio y su comparacién con un suelo no perturbado. Adicionalmente, Xiang et
al.,(2014) evaluaron las respuestas de la comunidad bacteriana a los incendios forestales
en las montafias de Greater Khingan en China. El fuego alteré la composicion de la
comunidad bacteriana del suelo y los incendios de alta intensidad disminuyeron
significativamente la diversidad bacteriana 1 afio después de la quema. Asimismo, Singh
et al.,, (2021) evaluaron el impacto de los incendios forestales en las propiedades
microbianas del suelo, la actividad enziméatica y su relacion con las propiedades
fisicoquimicas del suelo en el advenimiento de los incendios forestales en los bosques de
pinos y robles de la region de Garhwal de Uttarakhand Himalaya en la India. Obteniendo
que, la biomasa microbiana del suelo, el carbono y el nitrégeno, la respiracion basal del
suelo y la actividad de la fosfatasa &cida disminuyeron, mientras que la actividad de la

deshidrogenasa aumento en los suelos quemados.

Para la recuperacion de sitios afectados por incendios generalmente, se efectlan
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. Sin embargo, los métodos fisico quimicos son
comunmente los mas usados(Lim et al., 2014). La respuesta posterior al incendio para
evitar la erosién del suelo incluye diferentes alternativas tales como eliminacion de
arboles quemados, instalacion de barreras contra la erosion del suelo con materiales
naturales o artificiales en la ladera y captacion por ejemplo, represas de control, escalas,
siembra, hidrosiembra, plantacién de arboles o permitir que la naturaleza se recupere, lo
que se denomina regeneracion natural (LOpez-Vicente et al., 2021). La remediacion a
través de sistemas biolégicos es la mas aceptada, por los bajos costos relativos asociados

y por su sustentabilidad ambiental (Fernandez et al., 2012; Tribedi et al., 2018)

En consecuencia, la biorremediacién se ha convertido en uno de los campos de
restauracion ambiental de més rapido desarrollo (Widevoxhel, 2011). Entre las técnicas

de biorremediacion, la bioaumentacion es la que exhibe el mayor potencial para la
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limpieza del suelo (Lebeau, 2011). La remediacion microbiana de compuestos es
competente, econdmicamente viable y utiliza una amplia gama de microorganismos
(Mishra et al., 2021). Se han realizado estudios relacionados a bioaumentacion de suelos
afectados por incendios (Pizarro et al., 2015) exploraron el uso de técnicas de
biorremediacion y rizorremediacion para la restauracion del suelo en una prueba a escala
de campo en un ecosistema mediterraneo protegido después de un incendio controlado.
En dicha investigacion, se combind el uso de cepas Pseudomonas putida, microbios
cultivables autoctonos y gramineas anuales, determinando que la estrategia de
rizorremediacion podria presentarse como una alternativa viable y rentable para el

tratamiento de ecosistemas afectados por incendios.

En cuanto a bioestimulacion Andreolli et al., (2015) compard bioaumentacion
mediante la inoculacion del suelo con una suspension de Trichoderma sp. y
bioestimulacion mediante una formulacion promotora del crecimiento microbiano
afadida al suelo, con el fin de verificar la efectividad de estos métodos en la degradacion
de hidrocarburos toxicos en un area forestal impactada por reciente incendio forestal en
el norte de Italia. La bioestimulacion resulté en una reduccion del 70% para los
compuestos de Cio.20y del 100% para los hidrocarburos aromaticos policiclicos en 60
dias. Sarkar et al., (2016) evaluo el alcance de la bioestimulacion in situ para la
biorremediacion de lodos de refineria de petrdleo, determinando que se podria lograr una
tasa apreciable de biorremediacion in situ mediante el suministro de fuentes adecuadas
de N. Simpanen et al., (2016) compararon los tratamientos de bioestimulacion, oxidacion
quimica y atenuacion natural en condiciones naturales y a escala piloto durante un
experimento de 16 meses para evaluar el método eficaz en la remediaciéon de suelo
contaminado con petrdleo. La bioestimulacién demostré ser el método mas eficiente en
la comparacion de tratamientos de remediacion de suelos in situ después de un accidente
de derrame de petroleo. Del mismo modo se ha investigado la aplicacion de la
bioestimulacion en la recuperacion de suelos afectados por otros contaminantes como los
herbicidas (Kanissery & Sims, 2011).

En Ecuador el Ministerio del Ambiente a través de las diferentes Direcciones
Provinciales ejecuta el Plan de Prevencion, Control de Incendios Forestales y
Remediacion de Areas Afectadas en el Ecuador que se enfoca en la recuperacion de areas
afectadas por los incendios en época seca. En la parte legal con la vigencia del Codigo
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Organico Integral Penal se considera un delito provocar un incendio forestal y se sanciona
este delito (piromania) con prision, segun lo establece el articulo 246 del cuerpo legal
(Cunalata & Sanchez, 2018).

1.2 Planteamiento del problema
El paramo es el mayor proveedor de agua para las regiones montafiosas andinas

de Venezuela, Colombia y Ecuador (Hofstede, 1995). Los ecosistemas de paramo tienen
un valor biol6gico, hidroldgico, social, econémico y cultural. Sin embargo, estan
altamente amenazados por desastres naturales y antropogénicos como la quema y el
pastoreo excesivo (Camacho, 2014). Segun algunos investigadores pese a que los suelos
de péaramo contribuyen al equilibrio ecoldgico de la region, su composicién es poco
entendida (Garcia y otros, 2019). Asi por ejemplo, los paramos ecuatorianos han sido
ampliamente estudiados respecto a faunay flora, sin embargo, el suelo, su microbiota y
el papel que éste desempefia dentro del ecosistema ha sido poco investigado (Valle et al.,
2009). Asimismo, la biodiversidad que contienen los hace entornos interesantes para la

bioprospeccion (Hofstede et al., 2014).

Los incendios forestales son una de las actividades que mas han afectado al
ecosistema de paramo (Mrozik & Seget, 2010). La quema es usada como un mecanismo
para remover la vegetacion y preparar las tierras de cultivo ademas de la renovacién de
pastizales y el cambio del uso del suelo (Myers, 2006). El cambio del uso del suelo
implica el aumento de la frontera agricola para incorporar nuevos territorios, lo que
conlleva a la reduccién de los montes nativos como los paramos (Trucco, 2009). Los
incendios pueden tener impactos negativos en la fertilidad del suelo, la biodiversidad, los
recursos de la tierra, el calentamiento global y los bienes humanos, pero también pueden
producirse efectos ambientales positivos, como la mejora de la regeneracion forestal y el
reciclaje de nutrientes. El impacto positivo o negativo del fuego en un ecosistema
dependera de varios factores, como, la gravedad del fuego, las condiciones climaticas, el
tipo de suelo, las restricciones topogréaficas, el tipo de vegetacion, las caracteristicas del
combustible y la humedad del suelo, entre otros (Tyagi et al, 2011).

Uno de los problemas que los paramos enfrentan después de una perturbacion
antropogénica como los incendios forestales, es su lenta recuperacion. El ecosistema
necesita varios afos para recuperarse de una quema. Aunque al afio ya se nota que la paja

ha alcanzado su altura original, todavia demora muchos afios mas hasta encontrar su
20



estructura natural (Sarango et al., 2019). Los incendios severos, como los incendios
forestales, generalmente tienen varios efectos negativos en el suelo. Causan una
eliminacién significativa de la materia organica, el deterioro de la estructura, una pérdida
de nutrientes y alteracion tanto de la cantidad como de la composicion de las comunidades
microbianas que viven en el suelo, facilita el crecimiento de especies invasoras, por lo

tanto disminuye la funcionalidad del paramo (Aguirre Mendoza, 2017).

Para la recuperacion de suelos afectados por incendios generalmente, se emplean
técnicas de remediacion convencionales y que aln se usan con frecuencia se basan en la
excavacion del suelo, el transporte y el tratamiento fuera del sitio (T. M. Vogel, 1996).
Sin embargo, la remediacion a través de sistemas bioldgicos es la mas aceptada, por los
bajos costos relativos asociados y por su sustentabilidad ambiental (Fernandez et al.,
2012). Con los avances en biotecnologia el uso de herramientas bioldgicas para la
limpieza de sitios contaminados es una opcién muy atractiva (Segura et al., 2009). Es asi
que, la bioaumentacion y la bioestimulacion han sido estudiadas y aplicadas en la
rehabilitacion de suelos afectados por incendios, obteniéndose resultados promisorios que

sugieren la aplicaciéon y estudio de las mismas (Andreolli et al., 2015).

A nivel pais se ejecuta el plan de prevencion, control de incendios forestales y
remediacion de areas afectadas que se enfoca en la recuperacion de lugares afectados por
los incendios en época seca y se cuenta con el Programa Socio Paramo mediante el cual
se proporciona un incentivo econdémico para quienes se comprometan con la
conservacion y proteccion de bosques nativos (MAE, 2015). Sin embargo, dentro de este
plan no se incluye la biorremediacién como una alternativa para la recuperacion de las
areas afectadas. Las actividades de remediacion requieren pruebas de laboratorio como
una guia hacia el éxito. Conjuntamente proporcionan informacién acerca de las
condiciones y factores que acttan en el proceso. Por lo que sirven como base para estimar

los costos y garantias de un proyecto (Garzon et al., 2017).

1.3 Justificacion

El presente proyecto se enfoca en el ecosistema del paramo, los cuales poseen gran
importancia para el desarrollo econémico, natural y social del pais. La importancia
ambiental de los paramos radica en la alta biodiversidad, importancia biogeogréfica,
evolutiva, ecoldgica y econdmica que estos poseen, esto lo hace un ecosistema Gnico con

21



especies que se han adaptado a este medio y no se encuentran en ningun otro lugar
(Ezcurra & Gavini, 2020). Dentro de los servicios ecosistémicos que el paramo aporta a
las poblaciones que se encuentran cerca a estos, esta la dotacion de agua para consumo y
regadio, debido a la capacidad de retencion de agua en el suelo. Por ejemplo, en ciudades
como Quito, los paramos de Papallacta y Antisana aportan el 100 % del agua que
consumen sus habitantes (Garavito, 2015). De esta manera, el cuidado de los paramos
tiene gran importancia, dado el papel potencial, que éstos, desempefian como sumideros
de CO2 y consecuentemente, como reductores de la emision de gases de efecto
invernadero (Torres et al., 2012). Debido a los recursos que el suelo de paramo
proporciona a la sociedad es de vital importancia la experimentacion y desarrollo de
nuevas alternativas de restauracion de estos. Por lo que, es necesaria la investigacion para
la obtencion de conocimiento cientifico mediante la bioprospeccion y aplicacion de la

diversidad microbiana en la recuperacion de suelos afectados por incendios.

El valor cientifico y ecoldgico del paramo y su suelo es innegablemente Unico. Sin
embargo, la informacion que se ha recopilado mediante diferentes investigaciones sobre
este ecosistema sigue siendo insuficiente. No obstante, y para interés de la tematica
presentada no existen considerables datos presentes sobre el impacto del incendio en las
bacterias del suelo. Algunos estudios realizados en bacterias del suelo después del
incendio forestal sugieren que la estructura de la comunidad bacteriana cambia
significativamente después del evento del incendio (Fernandez et al., 2012). Por esta
razén se propone establecer un patrén de comparacion entre un ecosistema de paramo
pristino y afectado por un incendio a nivel fisicoquimico y microbioldgico. El mismo que
sera de gran utilidad para la implementacion de estrategias de recuperacion de suelos de
este ecosistema. Asi como la conservacion de especies microbianas de interés nacional y
mundial, en base a las cuales se pueden establecer diversos proyectos de cooperacion
internacional que permiten el desarrollo local y regional y a la vez la transferencia de
tecnologia y conocimiento, como es el caso del proyecto de cooperacion alemana
BIOGEEC en el que se enlaza la investigacion propuesta, este proyecto presenta

aportaciones econémicas que permiten la difusién de conocimiento cientifico.

1.4 Pregunta directriz
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¢ Es posible biorremediar un suelo afectado por incendios mediante el uso de

consorcios de microorganismos nativos?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general.

Evaluar una estrategia de biorremediacion de suelos de paramo afectados por
incendio mediante consorcios de microorganismos nativos.

1.5.2 Obijetivos especificos

e  Caracterizar suelos de paramo pristino y quemado de forma fisicoquimica y

microbiologica.
e Aislar microorganismos de suelos de paramo pristino y afectado por incendio

e Evaluar estrategias de biorremediacion de suelo afectado por incendio

mediante ensayos a escala laboratorio.

e  Establecer un escenario de divulgacion cientifica para la concientizacion de la

proteccidn y recuperacion del paramo.

1.6 Hipdtesis

Es posible biorremediar un suelo afectado por incendios mediante el uso de
consorcios de microorganismos nativos
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CAPITULO I

2 MARCO TEORICO
2.1 Paramo

2.1.1 Generalidades

El paramo andino se extiende desde Colombia hasta el norte de Peru, ocupa
alrededor de 46 000 km?, distribuidos mayormente en Ecuador (39,8%), Colombia
(30,5%) y Peru (24,6%) y, en menor medida Venezuela (5,2%). El paramo esta situado
entre el limite continuo del bosque montano y las nieves perpetuas a 3000 msnm y 5 000
msnm (Chai et al., 2020). La mayoria de los paramos ecuatorianos son himedos, pues
sobre ellos caen entre 500 y 2 000 mm de precipitacion anual (Camacho, 2014). La
caracteristica fundamental de los paramos es almacenar y regular el agua de las
precipitaciones y del descongelamiento de la nieve y el hielo. En el paramo el agua se
almacena en mayor proporcion en los suelos debido a su capacidad hidromérfica (Llambi

y otros, 2012). Se consideran tres categorias del paramo:

e Paramo inferior, zona de pajonal entre los 3 200 y 4 000 msnm, con una
tendencia a subir del limite inferior por intervencion de la presién humana.
e Péaramo medio, entre 4000 y 4 500 msnm.

e Paramo superior sobre los 4 500 msnm.
2.1.2 Parque Nacional Cayambe Coca

El Parque Nacional Cayambe Coca es una de las areas protegidas del Ecuador mas
diversas tanto natural como culturalmente dentro del Sistema Nacional de Areas
Protegidas, ademas se considera como una de las zonas con mayor reserva de agua dulce
no contaminada del mundo. El area protegida se encuentra localizada al noreste de
Ecuador en la Cordillera de los Andes (MAE, 2020). El territorio del Parque alcanza las
403 103 hectéareas extendidas desde la region Andina, hasta la region Amazonica y
comprende dos zonas definidas por su rango altitudinal que son la zona alta y la zona
baja. El area que se encuentra en la region Andina corresponde a las provincias de
Pichincha e Imbabura conocidas como la zona alta (2000 a 5790 msnm) que incluye
territorios de paramo como los de Oyacachi y Papallacta que albergan un amplio complejo
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de humedales, bosques andinos y volcanes como el Cayambe. Por otro lado, las
provincias de Napo y Sucumbios comprenden la region Amazonica y es conocida como
la zona baja (600 a 1000 msnm), que se caracteriza por los bosques subtropicales (Sistema
Nacional de Arreas Protegidas del Ecuador, 2018). Por otra parte, debido a las
caracteristicas de habitat ventajosas en el territorio del Parque Nacional Cayambe Coca
se asientan comunidades indigenas, como la comunidad Kichwa de Oyacachi y la

comunidad Cofén en la provincia de Sucumbios.

En el contexto de biodiversidad del Parque, se han registrado mas de 100 especies
de plantas endémicas como taruga, achicoria, chuquiragua, romerillo, licopodio,
achupalla y quinua. De la misma manera, en cuanto a fauna se han identificado alrededor
de 106 especies de mamiferos entre ellos el oso de anteojos, lobo de paramo, raposa
comun, murciélago orején andino, puerco espin, musarafia andina, entre otros. Asimismo,
se han descrito 395 especies de aves de las que destacan el condor andino, guacamayo
militar, tucan andino, pato puntiado, zambullidor plateado, perdiz de paramo, entre otros.
Se tienen 70 especies de reptiles entre culebras y lagartijas ademéas de 116 especies de

anfibios como sapos, ranas, salamandras y cecilidos (MAE, 2020).
2.1.3 Biodiversidad de los paramos

Debido a la localizaciéon altitudinal del paramo se considera como islas
biogeograficas con condiciones ambientales extremas para el desarrollo de la vida (Diaz
et al., 2005). Estos aspectos han condicionado el establecimiento de formas de vida que
desarrollan diversas adaptaciones morfoldgicas, fisioldgicas y de comportamiento
especificas que ha dado lugar a un alto grado de endemismo. Es asi que, en los paramos
existen mas de 4 000 especies de plantas, con un 60% de endemismo (Llambi etal., 2012).
El paramo alberga diferentes especies de vida silvestre, como el oso de anteojos
(Tremarctos ornatus), el zorro de paramo (Pseudalopex culpaeus), el céndor (Vultur

gryphus), entre otros.

Adicionalmente, el paramo ecuatoriano estd constituido por una vegetacion
natural herbacea y las que se pueden encontrar en mayor proporcién son las gramineas
como la paja (Stipa ichu), Festuca y Calamagrostis asi como musgo del género Sphagnum
que por su conformacion en almohadilla cumple con funciones de almacenamiento de

agua. Del mismo modo, son frecuentes especies arbustivas y lefiosas. Las especies mas
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representativas del paramo son el frailejon, cardon, macolla, chusques, bambdes, arboles

enanos y arbustos (Camacho, 2014; Giné & Sanchez, 2015).

Respecto a la diversidad microbiana del suelo de paramo, las comunidades
microbianas se establecen de acuerdo con las caracteristicas del habitat, y son
determinadas por la ubicacién geografica y los factores fisico quimicos (Zhang y otros,
2013). En lainvestigacion realizada por Lizarazo y Gomez (2015) en los suelos de paramo
el grupo de bacilos Gram negativos es el mas abundante, seguido por levaduras, hongos
filamentosos, Pseudomonas spp. y Actinobacterias. Del mismo modo, se ha determinado
la presencia de comunidades acidobacterianas y microalgas en regiones con un cuerpo de
agua (Calderon et al., 2016). Ademas, se han identificado microorganismos fijadores de
nitrégeno, solubilizadores de fosfato y celuliticos, microorganismos de los géneros
Pseudomonas, Acinetobacter, Lactobacillus, Bacillus y Klebsiella, y bacterias
oligotroficas de los géneros Caulobacter, Hyphomicrobium (Avellaneda-Torres et al.,
2020; Herndndez & Lizarazo, 2015). Al analizar la microbiota asociada a plantas
endémicas de paramo como Espeletia se han identificado principalmente
microorganismos de los filos Acidobacteria, Actinobacteria, Armatimonadetes,
Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Crenarchaeota, Firmicutes, Proteobacteria,
TM6, TM7 y Verrucomicrobia. Corynebacterium sp., Pseudomonas sp. y Rothia sp.
(Ruiz-Pérez et al., 2016).

2.1.4 Servicios ecosistémicos

Los servicios ambientales fundamentales que el paramo presta son la continua
provision de agua en cantidad y calidad, y el almacenamiento de carbono atmosférico,
gue ayuda a controlar el calentamiento global. Los servicios ecosistémicos tienen que ver
con el comportamiento del suelo que por mucho tiempo ha sido un elemento poco
conocido y subvalorado (Tapia et al., 2017). El paramo puede brindar servicios
ambientales gracias a sus caracteristicas ecoldgicas como, por ejemplo, el suelo del
paramo contiene grandes cantidades de carbono orgénico, debido a las bajas temperaturas
que disminuyen la descomposicion de la materia organica acumulada. Es asi como, estos
suelos regulan el nivel de diéxido de carbono emitido a la atmésfera actuando como
sumideros (Hernandez & Lizarazo, 2015). El paramo tiene dicha capacidad, debido a una

alta retencion de materia organica del suelo, la capa superior puede almacenar hasta 143
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toneladas de carbono por hectéarea lo que representa un dep6sito de carbono global vital
(Garcia et al., 2019).

Por otro lado, el potencial de regulacion hidrica del paramo se relaciona con su alta
capacidad de retencion de agua debido a su vegetacion, alcanzando en condiciones de
saturacion los 80-90 %. Es por esta razon que, en ciudades como Quito, los paramos de
Papallacta y Antisana aportan el 100 % del agua que consumen sus habitantes(Garavito,
2015). Adicionalmente, los paramos tienen importancia a nivel social y cultural, puesto
que, en ellos viven poblaciones excluidas que generan recursos econdmicos con la
produccion diversa de alimentos agricolas, la gestion del turismo y la recreacion. En este
sentido, el ecoturismo abre las puertas hacia un desarrollo sustentable para poblaciones

locales por su bajo impacto ambiental (Poulenard et al., 2003)

2.2 Suelo de Paramo

Los suelos de paramo son conocidos por su alta capacidad de almacenamiento de
carbono y generalmente se clasifican en Andosol (Andisol), Regasol (Entisol), Umbrisol
(Inceptisol) e Histosol (Histosol). Segun esta taxonomia, los andosoles se desarrollan a
partir de cenizas volcanicas, mientras que los Histosoles a partir de residuos vegetales
orgénicos que contienen alto contenido de agua y bajo contenido de cenizas.
Comunmente, los suelos Andosoles se encuentran en las laderas empinadas de los
paramos, en tanto que los Histosoles estdn presentes en los valles debajo de los
humedales (Patifio et al., 2021). El suelo mas comin en paramos es de origen volcanico
y se conoce técnicamente como andosol, del japonés que significa tierra negra (Hofstede
y Mena, 2000). Los suelos tipicos de paramo son negros y humedos, el color negro es
debido al alto contenido de materia organica (Garcia et al., 2012). Debido a la alta
humedad y al clima frio, la descomposicion de materia organica es muy lenta, lo que hace

que se acumule una gruesa capa de suelo organico (Podwojewski, 2015).
2.2.1 Propiedades fisicoquimicas de los suelos de paramo

La fraccion fina de los Andosoles consiste principalmente en al6fanos, imogolita y
ferrihidrita asociadas con complejos de hierro y aluminio. Los andosoles se caracterizan
por una combinacidn de caracteristicas, que en conjunto forman las propiedades andicas.

Estos suelos tienen baja densidad aparente, alto contenido de materia organica, carga
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variable, alta capacidad de retencion de agua, tixotropia y alta retencion de fosfato, debido

a su mineralogia especifica ( Thompson et al., 2021).

Los suelos de paramo se caracterizan por su alto contenido de carbono organico
debido a la reducida tasa de degradacion de materia organica del suelo por las bajas
temperaturas y alto contenido de agua. El contenido de carbono orgénico en los suelos de
paramo puede alcanzar el 40% en regiones himedas y un 7% en regiones secas. Las
practicas agricolas como la quema y el arado aumentan la cantidad de materia organica
disponible en el suelo. En la Tabla 1 se muestran las propiedades fisicoquimicas mas

importantes de los suelos de paramo.

Tabla 1
Valores de las propiedades fisicoquimicas de tres tipos de suelo de paramo.

Densidad Materia pH Arena Arcilla Porosidad
aparente  Organica (%) (%) (%)
(g/cm?) (%)
Paramoseco 1.04 5.26 4.77 73 6.95 60.8
Paramo 0.48 13.4 0.87 36.2 30.1 81.9
semihimedo
Histosol 0.11 52.72 0.39 - - 95.8

Procedente de (Llambi et al., 2012).

La porosidad del suelo de pdramo en condiciones naturales con abundante vegetacion
es alta con un 75%, asociada a la granularidad, estructura y contenido de materia organica.
Sin embargo, la agricultura, forestacion y ganaderia producen compactacion del suelo
reduciendo su porosidad. Por otra parte, la densidad aparente en los suelos de paramo es
altamente variable y depende de las condiciones de humedad. En el pAramo humedo con
[luvia superior a 1 800 mm, se ha determinado valores de densidad aparente de 0.14 a 0.6
g/cm® mientras que en paramo seco con lluvia por debajo de 1 200 mm la densidad
aparente es de 0.6 y 0.9 g/cm?®. En cuanto a areas afectadas por forestacion y pastoreo de
ganado se indican valores de 0.69 y 0.62 g/cm? respectivamente, que son mas altos en
comparacion con los valores promedio de densidad aparente para vegetacion natural con
un valor de 0.36 g/cm3. Por lo que se refiere a la conductividad hidraulica saturada de los
suelos de paramo, los valores varian con la profundidad, siendo de 5.3 mm/h 1 a 3 cm de

profundidad y 0.52 mm/h a 15 cm (Patifio et al., 2021). Respecto a la humedad del suelo
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de paramo se ha determinado un valor méaximo de 0.74 cm3/cm3y un valor minimo de
0.51 cm®cm3. Sin embargo, a pesar de la variabilidad topografica, los andosoles del
paramo presentan homogeneidad en sus propiedades fisicoquimicas (Torres & Proafio,
2018).

A continuacién, se muestran valores de referencia de las propiedades fisicoquimicas de

suelo de paramo de la zona norte del Ecuador Paramo El Angel.

Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas de suelo de Paramo EI Angel
Profundidad Carbono Nitrégeno Capacidad de pH Al(KCI)
(cm) organico (9/kg) intercambio KCI H,0 extraibles
(o/kg) catiénico (cmol (+) /kg)
0-30 212 11.2 50.9 3.8 4.3 6.6
30-85 92 4.7 335 4.4 4.7 15
85-140 150 8 58.1 4.2 4.6 4.2
140-165 73 4 385 4.6 4.9 1.4
165-200 8 0.5 4.8 5.2 5.1 0.3

Procedente de (Poulenard et al., 2003)
2.2.2 Propiedades bioldgicas y microbioldgicas

La disponibilidad biolégica del sustrato organico en el suelo esta relacionada con la
calidad quimica del material organico y con su composicién fisica, lo que puede
determinar la accesibilidad de los microorganismos al material del suelo. En este sentido,
la degradacion y los cambios en el uso del suelo amenazan su hidrologia al influir en los
ciclos de carbono, nitrogeno, azufre y fdsforo, que a su vez estan implicados en la
actividad de los microorganismos y los procesos de mineralizacion (Valle et al., 2009;
Calderdn et al., 2016).

Adicionalmente, se ha determinado que en el suelo de paramo se tiende a altos niveles
de biomasa total de macrofauna, carbono, capacidad de intercambio cationico, aluminio,
cobre, pH acido y baja densidad total de macrofauna. Los niveles de pH &cido, con valores
menores a 5 favorece la formacion de complejos humus y aluminio. El dominio de estos
complejos en el horizonte A se registra en los paramos de Ecuador con influencia de
cenizas volcanicas del Holoceno. Del mismo modo, la formacion de complejos de humus

y aluminio indican un mayor contenido de materia organica. La menor densidad de
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macrofauna en paramo se debe a la ausencia de hojarasca y temperaturas extremas (Cerén
& Garcia, 2009).

El anélisis microbiano de suelo de paramo ha expuesto una cantidad considerable de
microorganismos presentes en este ecosistema por ejemplo, Cardenas, (2015) determind
un promedio de 6.5x10° UFC/g de suelo en paramos no intervenidos y un valor maximo
de 6.5x10* UFC/g de suelo en paramos intervenidos en la zona Monjas Alto del Cantén
Cayambe. Del mismo modo, Calderon et al., (2016) analizaron la presencia de
microorganismos en suelo de paramo de la zona de recarga de la Laguna Mapahuifia en
la provincia de Chimborazo. Se determiné un nimero de bacterias 1.98x10*! UFC/g de
suelo; mohos 9.43x10%2 UFC/g de suelo; levaduras 9.06x10? UFC/g de suelo y microalgas

2.49x10°células/mmé3.

2.3 Actividades antropogénicas

La sociedad depende de los ecosistemas para la supervivencia y la satisfaccion de
sus necesidades como el acceso a alimentos y agua, la recreacion y el desarrollo espiritual.
A pesar de la importancia que los ecosistemas tienen, su degradacion ocurre a un ritmo
acelerado, explicados por fenGmenos antropogénicos y naturales que ocurren a diferentes
escalas. En los ultimos afios, los cambios en el uso y la cobertura del suelo se evidencian
con mayor intensidad, siendo el cambio mas significativo realizado por los seres humanos

en los sistemas ecolégicos (Berrio-Giraldo et al., 2021).
2.3.1 Agriculturay ganaderia

En el Ecuador los paramos cubren el 7% del territorio nacional y gran cantidad de
personas obtienen beneficios directos o indirectos de estos (Hofstede y otros, 2014). Por
ejemplo, los paramos prestan servicios a las poblaciones aledafias, permitiendo el
desarrollo de comunidades rurales, donde la agricultura y ganaderia son la principal
fuente econOmica, en este ecosistema se han establecido plantaciones de cultivos
agricolas que logran sustentar las necesidades alimentarias de la poblacién (Hofstede,
1995).

El desarrollo de la agricultura y ganaderia en el paramo representa un fuerte
conflicto por el uso de la tierra entre el cuidado del ecosistema y los agricultores
residentes, donde los agricultores practican una agricultura de subsistencia que involucra
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el cultivo de productos autoctonos de la zona como la papa y el maiz y la crianza de
ganado, aplicando précticas agricolas tradicionales en combinacion con técnicas de la
Revolucion Verde (Avellaneda-Torres et al., 2018). Sin embargo, los paramos andinos
presentan actualmente un complejo régimen de disturbios naturales y antrépicos cuya
base esta en la utilizacion del fuego para desarrollar sistemas ganaderos y agricolas,
mismos que han generado afectaciones dependiendo de la intensidad, magnitud y
frecuencia del incendio (Vargas & Mora, 2004).

2.3.2 Incendio en los Paramos

En toda la extension del paramo, existe la practica comun entre los campesinos de
quemar la vegetacion alta para proveer al ganado con pastos méas verdes y tiernos
(Hofstede et al., 2014). Ademas, existen los fuegos naturales que generan una regulacion
y rejuvenecimiento del ecosistema. Sin embargo los fuegos producidos por el ser humano
son mucho mas repetitivos y causan efectos practicamente permanentes sobre los
paramos (Llambi et al., 2012). Los incendios forestales tienen varios efectos negativos en
el suelo, afectan diversas propiedades fisicas, quimicas, mineraldgicas y bioldgicas
dependiendo de la gravedad, duracion y severidad de la combustion (Certini, 2005).

A nivel mundial se estima que los incendios asociados a la quema de biomasa y
materia orgénica han producido una emision de carbono aproximada de 2 PgC/afio (D.
Muiller et al., 2013). En Sudamérica los ecosistemas de bosques himedos tropicales de
la Amazonia fueron afectados por incendios durante las sequias en 1997, 1998, 2005,
2007, 2010 y 2015 (Alencar et al., 2004). Generalmente, estos eventos se asocian con
épocas de sequias severas en las cuales se aumenta la flamabilidad de la vegetacion
debido a caracteristicas fisicas, quimicas y bioticas como la retencion de agua y nutrientes
y la desecacién de la hojarasca (Russell-Smith et al., 2017). El incremento de incendios
también estd relacionado con las interacciones entre la deforestacion, ocasionada
principalmente para el establecimiento de cultivos, en los que el uso del fuego es la

herramienta mas efectiva para despejar el suelo (Hofstede et al., 2014).

En este sentido, la region norte de Sudamérica especificamente Colombia,
Ecuador y Peru han sufrido un incremento en la frecuencia y extension de incendios
(Armenteras et al., 2017). De tal manera que Armenteras et al., (2020) realizaron una

recopilacion del conocimiento sobre la ecologia del fuego tropical en estos tres paises,
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mostrando los avances en los patrones espaciales y temporales de los incendios, los
efectos sobre los ecosistemas y las dinamicas post incendio. Los resultados de la
investigacién mencionada anteriormente respecto a los focos activos de fuego y el area

afectada en estos paises se muestran en la

Tabla 3
Focos activos de fuegos (%) y area afectada (%) en los principales biomas en Colombia, Ecuador y Peru
Colombia Ecuador Peru
Bioma Area Focos Area Focos Area Focos
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Bosques humedos tropicales y 83.5 39 83.2 58 72.4 87

subtropicales

Bosques secos tropicales 3.6 11 11 27 2.2

Sabanas, matorral y pastizal 11.2 45 0

Sabanas y Ilanos semi- 0 0 0.5

inundables

Puna y paramos andinos 0.5 0 2.9 4 18 4

Matorrales xerofiticos y 0.9 4 1.4 5 7.3 5

desérticos

Manglares 0.3 0 1 2 0.1 0

Procedente de Armenteras et al., (2020)

En cuanto a los ecosistemas de paramo, Ecuador ha perdido mas de mil hectareas
a causa de los incendios (Carranza, 2018). Respecto a los incendios forestales en Ecuador
las provincias de mayor incidencia de estos eventos son Carchi, Imbabura, Pichincha,
Loja, Azuay, Chimborazo, Cafar, Cotopaxi y El Oro. De acuerdo, a los reportes
generados por el Ministerio del Ambiente, entre el 2012 y el 2018, la afectacion a la
vegetacion natural por incendios forestales es de 61 372 ha correspondientes a areas de
amortiguamiento de las areas protegidas. En el mismo periodo el Servicio Nacional de
Gestion de Riesgos reportd una afectacion nacional de 140 123 ha de areas bajo
conservacion y sin categorias de conservacion. En 2012, 2015 y 2018 se mostraron
superficies quemadas de aproximadamente 31 057,1 ha, 26 350,4 ha y 26 647,2 ha
respectivamente. Por otro lado en la zona de Oyacachi se presentd un incendio forestal
en noviembre del 2020 perturbando mas de 2 000 hectareas de vegetacion montafiosa
(Benalcazar, 2020).

Adicionalmente existen investigaciones relacionadas al fuego en los paramos
como la de Zapata et al., (2021) que investigd sobre los patrones espaciotemporales de

areas quemadas, impulsores de incendios y probabilidad de incendio a través de los Andes
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ecuatoriales, determinando que el 73% de todos los incendios se producen en la region
del piedemonte transandino, el 26% en la regién interandina y menos del 1% en el
dominio del piedemonte cisandino. Ademas, el mayor nimero de eventos se registro en
los afios 2005, 2009 y 2012 donde la mayor parte de los incendios forestales (99%)
ocurrieron durante la segunda mitad del afio y la mayor densidad de incendios se observo
en la vegetacion herbacea y matorral. Finalmente, por la ubicacién de los incendios cerca

de éreas urbanas y redes viales se evidencia la influencia antropogénica en el fuego.

2.3.2.1 Efectos en el Suelo

El efecto del fuego en el suelo involucra la desaparicién parcial de la cobertura
vegetal que capta agua y dispersa su energia (Podwojewski, 2015). También el fuego
produce cenizas ricas en productos hidrofobos que impiden la infiltracion de agua y
aumentan el escurrimiento. En caso de fuegos repetitivos, todos estos efectos se acumulan
y provocan una disminucion de la biodiversidad asi como el aumento de los riesgos de
erosion (Robichaud et al., 2016). El fuego puede afectar principalmente a la capa superior
del suelo que es la proteccion de la capa organica. Estudios realizados por Camargo-
Garcia et al., (2012) sefialan que los incendios afectan principalmente a la materia
organica del suelo generando una pérdida de hasta el 50%. EI nitrogeno total, que depende
en gran parte de la materia orgdnica muestra la misma tendencia, lo que lleva a una
transformacion de la materia original y la aparicion de estructuras recién formadas, o
incluso en el corto tiempo después del incendio una acumulacion de biomasa carbonizada
(Minaya et al., 2016).

Por otra parte, el calentamiento debido al fuego puede generar deshidroxilacién
de algunos minerales arcillosos y como resultado aumentar la concentracion de aluminio,
silicio y hierro, ademas las cenizas generan un incremento en el pH. Posteriormente, se
puede presentar rehidroxilacion de los minerales, lo que nuevamente altera la dinamica
quimica del suelo. Los indculos de microorganismos dentro de la etapa inmediatamente
posterior al incendio representan posibles herramientas para aumentar la tasay el alcance
de la biodegradacion de tales contaminantes, estimulando asi una restauracion mas rapida
de los ecosistemas preexistentes (Mrozik y Seget, 2010). En general, el uso del suelo por

actividades antropogénicas como la labranzay la quema afectan la escorrentia y aumentan
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la erosion en los pdramos andinos. Es asi que, los paramos no perturbados presentan altas
tasas de infiltracion y bajas tasas de erosion, es decir, tanto la labranza como la quema

triplican el coeficiente de escorrentia(Poulenard et al., 2001).

2.3.2.2 Efectos en los microorganismos

Los microbios del suelo pueden verse afectados por el fuego, ya sea como
resultado directo del calentamiento o como efecto indirecto de los cambios en las
propiedades fisicoquimicas del suelo. Los efectos del calentamiento sobre los
microorganismos son mas significativos en la capa superior del suelo donde son mas
abundantes. Las consecuencias del fuego dependen de la magnitud y severidad del fuego,
es decir, aunque la biomasa microbiana no cambia después de la quema, la estructura de
la comunidad microbiana podria ser diferente en areas que han sufrido un incendio de
distinta severidad de fuego (Docherty et al., 2012). Las bacterias son mas resistentes a la
alteracion del calor que los hongos y en general se recuperan mas rapidamente después
de un incendio. Esto puede explicarse por un pH elevado que favorece el crecimiento
bacteriano y el aumento de las concentraciones de materia organica disuelta resultante del
incendio forestal (Li etal., 2019).

2.3.2.3 Efectos en los Recursos Ecosistémicos

El suelo queda descubierto después de una quema y al propiciarse mayores
temperaturas existe una mayor evaporacion por lo que, el suelo tiende a secarse. En
consecuencia, se disminuye la capacidad del suelo para almacenar agua (Buytaert et al.,
2006). Asi también, luego de un episodio de incendio el ecosistema necesita varios afios
para recuperarse. A pesar de que pasado un afio se evidencia un crecimiento alto de la
paja (Sarango et al., 2019). El paramo todavia demora unos afios para que la cobertura
del suelo sea completa y varios afios mas hasta encontrar su estructura natural y por tanto
la posibilidad de generar servicios ecosistémicos. Asi, por ejemplo Rios (2011) describe
que se necesita un periodo de entre 8 y 15 afios para una regeneracion completa de la

estructura al estado previo al fuego.

2.3.2.4 Otros efectos
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La quema afecta de diferente manera a las plantas, animales y suelo.
Lastimosamente, son las especies singulares del paramo como Polylepis, arbustos y
frailejones las que no resisten la quema, y especialmente la quema repetida, mientras que
otras especies, especialmente malezas exoticas, se ven beneficiadas por el nuevo espacio
creado (Ramsay y Oxley, 1996). El efecto indirecto, consiste en que, al desaparecer una
gran parte de la vegetacion, el suelo pierde su capa aislante y asi en la noche, las
temperaturas a nivel del suelo son mas bajas y en el dia méas altas. Las temperaturas mas
altas tienen como consecuencia que la descomposicion aumenta y con esto desaparece el

mantillo y los restos vegetales que quedan después de la quema (Hofstede et al ., 2014).

2.4 Biorremediacion de Suelos

La biorremediacion se define como el proceso mediante el cual los desechos
orgénicos pueden degradarse bioldgicamente en condiciones controladas a un estado
inocuo, con niveles por debajo de los limites establecidos por la normativa ambiental. La
biorremediacion es una tecnologia emergente que se puede utilizar simultaneamente con
otros métodos de tratamiento fisico y quimico para la gestiébn completa de diversos grupos
de contaminantes ambientales (Ferndndez Rodriguez et al., 2014). Tiene un enfoque
sostenible para la descontaminacién y gestion ambiental puesto que, en la
biorremediacion se utiliza principalmente microorganismos, plantas, enzimas
microbianas o vegetales, es decir, emplea los organismos vivos, sobre todo los
microorganismos para degradar los contaminantes y convertirlos en formas menos toxicas

0 no toxicas (Quintella et al., 2019).

Los organismos adecuados para el uso en tratamientos de biorremediacion pueden
ser bacterias, hongos o plantas, que tienen la capacidad fisioldgica de degradar,
desintoxicar o hacer que los contaminantes sean inofensivos. En algunas ocasiones, los
microorganismos pueden estar ya presentes en el sitio, o pueden aislarse de otros lugares
y agregarse al sitio tratado (Gouma et al., 2014). Se consideran dos categorias de las
tecnologias de biorremediacion estas son ex situ e in situ. En la siguiente tabla se muestran

las técnicas de biorremediacion de suelo mas utilizadas.
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Tabla 4

Métodos més usados en biorremediacion de suelos

Biosparging

Inyeccidn de aire a presion que puede potenciar la degradacion bioldgica

generalmente es realizado in situ.

Bioaumentacion

Adicion de cultivos bacterianos a un medio contaminado, de uso frecuente

en biorreactores y sistemas ex situ.

Bioestimulacion

Estimulacion de poblaciones microbianas autoctonas en suelos o aguas

subterraneas que se puede realizar in situ o ex situ.

Bioventing

Método de tratamiento de suelos contaminados extrayendo oxigeno a través

del suelo para estimular el crecimiento y la actividad microbiana.

Compostaje

Proceso de tratamiento aerébico y termofilico, se puede realizar mediante el
uso de pilas estaticas, pilas aireadas o reactores de alimentacién continua,

tiene bajo costo, pero tiempo de tratamiento extendido

Biorreactores

Land farming

Biodegradacion en un recipiente o reactor puede usarse para tratar varios
desechos liquidos o lodos teniendo una cinética de degradacion répida, pero
costos operativos y de capital relativamente altos.

Sistema de tratamiento en fase sélida para suelos contaminado que puede

realizarse in situ o en una celda de tratamiento del suelo.

Procedente de (Nriagu, 2019)

Para eliminar el contaminante es imprescindible considerar la naturaleza de este,

es asi como, se tienen agroquimicos, compuestos clorados, colorantes, gases de efecto

invernadero, metales pesados, hidrocarburos, residuos nucleares, plasticos y aguas

residuales. Los criterios de seleccion para elegir la técnica de biorremediacion son la

naturaleza del contaminante, profundidad y grado de contaminacion, tipo de ambiente,

ubicacion, costo y politicas ambientales. Ademéas se deben tomar en cuenta varios

criterios de rendimiento como concentraciones de oxigeno y nutrientes, temperatura, pH

y otros factores abioticos que determinan el éxito de los procesos de biorremediacién

(Azubuike et al., 2016). En este sentido, en la Tabla5 y Figura 1 se muestran los factores

que influyen en la eficiencia de las técnicas de biorremediacién de suelos.

Tabla5s

Factores que influyen en los procesos de biorremediacion.

Factores

Descripcién
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Pérdida de viabilidad Estrés debido a cambios drasticos en las condiciones del medio

microbiana durante la ambiente.
inoculacion
Muerte celular eventual Agotamiento de nutrientes o toxicidad causada por
después inoculacion contaminantes.
Competencia Competencia por nutrientes por microbios autoctonos.
Depredacion Bioaumentacion seguida de desaparicion de la poblacién
bacteriana y sobrecrecimiento de protozoos.
pH Los extremos del pH inhiben los procesos de degradacion
microbiana.
Temperatura La temperatura influye en el crecimiento y la degradacion
microbiana.
Humedad El bajo contenido de humedad limita el crecimiento y

metabolismo microbiano, mientras que valores mas altos
reducen la aireacion del suelo.

pH T 02
’ + .
"o | S|+ +
Sales s ".‘ > - Recurzos de C adicionales
.'
iy A
Degradacion de xenobidticos
en el suelo +

Carbono o — o Hio
organico

Fracciones en el suelo Tipo de suelo

Sorcion
(Fe, Mn oxidos)
*=s = Comparable al cultivo liquide + | Influencia significativa - | Noinfluye

Figural
Factores que influyen en los procesos de degradacion de xenobi6ticos en el suelo.

Procedente de (R. Muller & Mahro, 2001)

2.4.1 Tipos de biorremediacion
2.4.1.1 Bioaumentacién

La bioaumentacion es la adicion de cultivos microbianos autoctonos o aldctonos
en un sitio para mejorar la limpieza de contaminantes reduciendo el tiempo y el costo de
remediacion (Speight, 2017). La utilidad de la bioaumentacion esta respaldada por
estudios que muestran la incompetencia de los microorganismos autoctonos para degradar
los xenobidticos asi como una mayor tasa de biorremediacion después de la adicién de
microorganismos competentes (Tyagi etal., 2011). La Tabla 6 muestra diferentes estudios
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y los microorganismos empleados con resultados satisfactorios en tratamientos de

bioaumentacion para restauracion de suelos.

Tabla 6
Microorganismos usados en estudios de bioaumentacion de suelos.

Microorganismo usado Tipo de Estudio realizado Referencia
microorganismo

Aphanoascus terreus Hongo Degradacion de la (Ba¢maga et al.,
azoxistrobina en arena 2017)
arcillosa
Trichoderma sp Hongo Suelo boscoso quemado (Andreolli et al.,
contaminado por 2015)

hidrocarburos téxicos.

Mucor ramosissimus Hongo Degradacion de (Szewczyk &
pentaclorofenol y aceite de  Dtugonski, 2009)
motor gastado

Pseudomonas putida Bacteria Restauracion de un bosque (Pizarro-Tobias
mediterraneo después de un etal., 2015)
incendio
Burkholderia sp Bacteria Degradacion del fenitrotion (Hong et al.,
2007)
Actinomicetos Bacteria Bioaumentacion de suelos (Mawang et al.,
contaminados con diferentes 2021)
plaguicidas y metales
pesados

2.4.1.2 Bioestimulacion
La bioestimulacién utiliza sustratos, vitaminas, oxigeno y otros compuestos que

estimulan la actividad de los microorganismos para que puedan degradar con facilidad
materia organica del suelo (Simpanen et al., 2016). La estimulacion de microorganismos
mediante la adicion de nutrientes genera grandes cantidades de carbono que son usada

para procesos metabdlicos que los microorganismos realizan (Andreolli et al, 2015).

Las combinaciones de nutrientes inorganicos suelen ser mas eficaces para estimular
las actividades de los microbios autoctonos. La mayor estimulacién se registré con una
solucion compuesta por 75% de azufre, 3% de nitrégeno y 11% de fésforo. Se ha sugerido
que el lodo activado es una fuente Gtil de nitrégeno para la biodegradacion de

hidrocarburos arométicos policiclicos en los suelos, asi como una variedad de materiales
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naturales como turba, compost y estiércol (Mufioz Cuaical, 2016). En la tabla 7 se muestra

los nutrientes mas utilizados en tratamientos de bioestimulacion de suelos contaminados.

Tabla7
Nutrientes usados en estudios de bioestimulacion de suelo.
Nutrientes utilizados Estudio realizado Referencia
Na;HPO, 12H,0 + Fosfato El papel de los nutrientes en la (Muter et al., 2012)
acido de potasio (KH2PO,) + biodegradacién del 2,4,6-trinitrotolueno en
Cloruro de sodio (NaCl) + liquidos y suelos.
Melaza + H,O.
Urea como fuente de nitrégeno Tratamientos de remediacion de suelos in (Simpanen et al.,
situ después de un accidente de derrame de 2016)
petréleo simulado.
NHsNO3; como fuente de Bioestimulacidn in situ de suelos (Richardson et al.,
nitrégeno contaminados con hidrocarburos arométicos 2012)
K2HPO,4 como fuente de policiclicos.
fosforo.
KH2PO4 + urea Evaluacién de la bioestimulacion y la (Betancur-Corredor
Tween 80 + KH,PO4 + urea adicién de Tween 80 para la et al., 2015)

biorremediacion de suelos contaminados con
DDT a largo plazo.

2.4.1.3 Tratamiento combinado

Las técnicas de biorremediacién utilizan microorganismos especificos para
degradar o eliminar contaminantes, por lo que son una alternativa factible para restaurar
sitios contaminados (M. Y. Fan et al., 2014). Yang et al., (2018) plantea que la
bioestimulacion y la bioaumentacion son estrategias atractivas para la remediacion de
suelos. La bioestimulacion por un lado comprende la adicion de nutrientes al suelo
contaminado provocando una estimulacion de la actividad metabolica de la poblacién
microbiana autoctona, que puede incluir especies que degradan los contaminantes
(Stallwood et al., 2005). Mientras que, la bioaumentacién sugiere la adicion de cepas
especificas para la degradacién del contaminante. Sin embargo, en muchos casos, es
posible que las cepas afiadidas no sobrevivan a largo plazo, lo que proporciona un bajo
rendimiento de remediacion. Siendo probable que las bacterias autoctonas se adapten
mejor a trabajar en el entorno del suelo que las cepas cultivadas en laboratorio
(Widevoxhel, 2011). Ademas, las bacterias nativas a menudo se distribuyen mejor por el
suelo que los microorganismos agregados; sin embargo, es posible que tanto las cepas
afnadidas como el contaminante se hayan afiadido al suelo de manera similar, dando como
resultado que los microorganismos inoculados tengan un mejor acceso al contaminante

que las especies nativas. Es por esto que, estudios han comprobado que al combinar las
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dos técnicas de biorremediacion los efectos de degradacion de contaminantes vy

restauracion del suelo es mas efectiva (Yang et al., 2018).

2.4.1.4 Fitorremediacién

La fitorremediacion es el uso de plantas para eliminar contaminantes del medio
ambiente o hacerlos inofensivos, tiene un gran potencial para la remediacion de suelos
contaminados (Epelde et al., 2009). En varios estudios se ha utilizado plantas para
transportar y concentrar metales del suelo en las partes cosechables de las raices y la
biomasa siendo una tecnologia rentable y prometedora para la remediacion de suelos
contaminados por metales (Belouchrani et al., 2016). Las plantas utilizadas en la
fitorremediacion incluyen: girasol, planta Brassica, cebada y varias plantas cruciferas,
estas son capaces de acumular concentraciones de metal en piezas recuperables (Duquene
etal., 2009;Ben Ghnaya et al., 2009). La canola (Brassica napus L) es una planta herbacea
anual perteneciente a la familia Brassica, que incluye varias especies acumuladoras
(Purakayastha et al., 2008).

2.4.1.5 Vermiremediacion

Esta tecnologia utiliza lombrices de tierra para remediar suelos que contienen
metales (Suthar, 2008) y contaminantes organicos, incluidos algunos compuestos
clorados (Shi et al., 2019). Las lombrices modifican las propiedades fisico quimicas del
suelo mezclandolo con material organico y a través de sus excavaciones, mejoran la
aireacion y hacen que los contaminantes estén disponibles para las comunidades
bacterianas y fungicas (Rodriguez-Campos et al., 2014). La vermiremediacién se ha
utilizado en combinacién con otras tecnologias de remediacién, como la biorremediacion
y la fitorremediacion (Lemtiri et al., 2016). Estas tecnologias combinadas abren nuevas
posibilidades para la remediacion del suelo, considerando las interacciones suelo-
lombriz-planta-microorganismos. Eisenia fetida se ha utilizado como vermiremediador y
también ha sido ampliamente utilizado como indicador de la salud del suelo (Chachina et
al., 2016; Suthar, 2008).

2.4.1.6 Ventajas y Desventajas de los Métodos

La biorremediacidn en contraste con otras tecnologias de restauracion de suelos

tiene costos méas bajos, genera menos intervencién en el sitio contaminado y en
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consecuencia, un dafio ecoldgico menos significativo en el proceso de descontaminacion
y recuperacion del sitio (Alin y Prisecaru, 2016). Adicionalmente, la biorremediacion se
puede hacer en el lugar, eliminando asi los costos de transporte y pasivos. También, la
biorremediacion puede ser integrada con otras tecnologias en cadena, favoreciendo el
tratamiento de los residuos mezclados y complejos y tiene la capacidad de reducir o
descomponer de forma segura los contaminantes resultantes del proceso de recuperacién
(Garzon et al., 2017) Sin embargo, a pesar de las enormes ventajas de la biorremediacion
existen algunas desventajas y limitaciones que se deben considerar. Por ejemplo, la
presencia de poblaciones microbianas con capacidad metabolica, condiciones
ambientales adecuadas de crecimiento y niveles adecuados de nutrientes y contaminantes
(Zeyaullah et al., 2009). Ademas, la lentitud de los procesos bioldgicos conduce a la
necesidad de un periodo de tiempo prolongado para lograr resultados (Boopathy, 2000).
En la siguiente tabla se muestra las ventajas y desventajas de la aplicacion de
bioaumentacion y bioestimulacién para remediacion de suelos (Hosokawa et al., 2009;
Vogel, 1996; Aburto-Medina et al., 2012; Foster & Whiteman, 2013; Vishwakarma et al.,
2020; Singh et al., 2020(Tribedi et al., 2018; Sharma, 2020; Nikolopoulou & Kalogerakis,
2009)

Tabla 8
Comparacién de ventajas y desventajas de los métodos de bioaumentacion y bioestimulacion de
tratamientos en suelo.

Ventajas Desventajas

Bioaumentacion

e La  bioaumentacion es
econémicamente  viable para

ecologica y .
mejorar la

La eficacia de la bioaumentacion es variable y
dependen en gran medida de las condiciones

degradacién de contaminantes.

Se requiere menos mano de obra puesto que, una
vez que se introducen los microorganismos hacen
todo el trabajo.

El proceso se puede llevar a cabo en el sitio
contaminado

Aprovecha la capacidad natural de ciertos
microbios para degradar contaminantes.

ambientales.

Los microrganismos exo6genos pueden ser
incapaces de competir suficientemente bien con
una poblacion indigena

Rapida disminucién de la viabilidad y abundancia
bacteriana después de la inoculacién, asi como la
dispersion limitada de las bacterias inoculadas en
la matriz del suelo.

Bioestimulacion

Es una estrategia altamente eficiente, rentable y
ecologica.

Aumento de la actividad bacteriana de varias
cepas propias del medio.

Mejora el potencial de degradacion de los
microorganismos acelerando la velocidad de
descontaminacion.

Método més eficaz para la remediacion de
hidrocarburos en el suelo

Puedes ser influenciado negativamente por
parametros ambientales.

Falta de aceptores o donantes de electrones, baja
disponibilidad de nitrégeno o fosforo, o la falta de
estimulacion de las vias metabolicas responsables
de la degradacion pueden inhibir o retrasar la
remediacion.

No es recomendable para suelos arcillosos,
altamente estratificados 0 demasiado
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heterogéneos, ya que pueden
limitaciones en la transferencia de O..
e Dependiente de la geologia del suelo

provocar

Respecto a los tratamientos de biorremediacion de suelo quemado Andreolli et
al., (2015) evalu6 la bioaumentacion y bioestimulacion en la biorremediacion de un suelo
forestal quemado y contaminado por hidrocarburos toxicos, el tratamiento de
bioaumentacion se realizé mediante la inoculacion de Trichoderma sp. y bioestimulacion
por adicion al suelo con una formulacion comercial que consistié en 40% de carbono
organico, 1% de nitrégeno y 1% de fosforo. Por otra parte, Pizarro et al., (2015) explord
las técnicas de biorremediacion y rizoremediacion para la restauracion del suelo en una
prueba a escala de campo en un ecosistema mediterrdneo después de un incendio
controlado, la investigacion involucrd el uso de semillas de pastos de rapido crecimiento
y adicién de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal con propiedades
biodegradantes promoviendo la germinacion de semillas, la recolonizacién de plantas y
el crecimiento de la vegetacion. En relacion con los estudios realizados en el pais respecto
a bioaumentacién Mufioz (2016) determind a Trichoderma sp y Pseudomonas sp como
microorganismos potenciales que favorecen la degradacion de hidrocarburos en el suelo.
Por otro lado Simbafa (2016) comprobd al hongo Pleurotus ostreatus como un excelente

organismo biorremediador.

2.5 Estrategias de laboratorio para evaluar metodologias de biorremediacion

Los cambios en la estructura de la comunidad microbiana, asi como una disminucion
en la diversidad, actividad o cantidad, pueden conducir a una mayor dificultad de la
remediacion de suelos contaminados por tanto, es necesaria y esencial la evaluacion de
parametros que permiten verificar el desarrollo de los microorganismos en el suelo (R.
Fan et al., 2020). Los pardmetros utilizados para evaluar las estrategias de
biorremediacion comprenden analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y enzimaticos que
permiten comprender el comportamiento de los microorganismos y nutrientes del suelo

tratado.
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2.5.1 Actividad enzimética

Las enzimas son un componente clave del suelo porque, catalizan importantes
transformaciones para la descomposicion y renovacion de nutrientes. Las enzimas del
suelo estan involucradas en el ciclo biogeoquimico del carbono , nitrégeno y fosforo,
debido a esto la actividad enzimatica se puede utilizar como una medida de la salud del
suelo como indicadores sensibles tempranos de los cambios de nutrientes del suelo
causados por el cambio climatico u otros efectos (Kotrocz6 et al., 2014; Liu et al., 2021).
Entre las diferentes enzimas, las enzimas [-glucosidasa y fosfatasa alcalina se consideran
como el indicador més sensible del estado y manejo del suelo. Debido a que, estas
enzimas del suelo son mas sensibles al estrés de los ecosistemas por la intrinseca relacién

con la biologia del suelo (Gu et al., 2019).
2.5.2 Supervivencia microbiana

Los microorganismos del suelo realizan importantes procesos vitales y participan en
el mantenimiento de la salud y la calidad del suelo. Debido a que, cumplen funciones en
el recambio de materia organica, liberacion de nutrientes y estabilizacion de la estructura
del suelo, asi como asegurar su fertilidad. Consecuentemente, pueden utilizarse como
indicadores del estado del suelo o indicadores de alerta temprana de cambios ambientales.
De esta manera, por ejemplo De Jesus et al., (2021) concluye que los microorganismos
son excelentes indicadores de la salud del suelo porque responden rapidamente a los
cambios en el ecosistema del suelo y tienen una relacién intima con su entorno debido a

su alta relacion superficie / volumen.

Los cambios en las poblaciones o la actividad microbiana pueden preceder a cambios
apreciables en las propiedades fisicas y quimicas del suelo, proporcionando asi una sefial
temprana de mejoramiento o degradacion del suelo (Nielsen & Winding, 2002). La masa
total de todos los organismos en el suelo se usa cominmente para dar una estimacién de
la respuesta de la microbiota a las condiciones ambientales cambiantes. Es asi como, en
los sistemas naturales la actividad de los microorganismos del suelo es un determinante
importante del ciclo eficiente de nutrientes. En definitiva, los indicadores clave de los

cambios en la salud del suelo son los organismos del suelo, incluida la abundancia y
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diversidad de bacterias, hongos y neméatodos, ya que responden con sensibilidad a las

perturbaciones antropogénicas (Lorenz & Lal, 2016).

2.5.3 Respiracion del suelo (Emision de CO3)

La respiracion del suelo se refiere a los procesos metabdlicos de los organismos vivos
que producen CO2y consumen oxigeno. La medicion de la produccién de dioxido de
carbono del suelo se lleva a cabo principalmente mediante la determinacién del CO;
absorbido en hidroxido de sodio (Luo & Zhou, 2006 ; Jiti, 2010). Este es un pardmetro
relacionado con el manejo de materiales organicos que representa una medida completa
de la respiracion del suelo conocida como respiracion edafica basal (Garcia et al., 2002).
Las emisiones de CO> del suelo incluyen la respiracion de los organismos del suelo y las
raices de las plantas asi como, la mineralizacion del carbono a partir de diferentes fuentes
del suelo y desechos (Raich & Potter, 1995) . Es decir, la emision de CO, ayuda a estimar
la actividad microbiana en el suelo debido a que, los microorganismos respiran
continuamente, por ende, la tasa de respiracion es un indice confiable de la tasa de
crecimiento. De la misma manera, los factores que afectan el crecimiento de los

microorganismos también influyen en la respiracion (Guerreo-Ortiz, 2012).

2.5.4 Reactores para biorremediacion de suelo contaminado

Los biorreactores empleados en tratamientos de suelo se aplican a técnicas in situ
y ex situ estos se han convertido en las mejores opciones para la biorremediacion de suelos
contaminados por recalcitrantes en condiciones ambientales controladas. Ademas, se
aplican frecuentemente para determinar la viabilidad y el potencial real de una estrategia
bioldgica en la restauracion final de un suelo o sitio contaminado. De hecho, las tasas de
agotamiento de contaminantes dependen principalmente de la actividad de degradacion
de los microorganismos disponibles en el sistema y los resultados obtenidos reflejan
generalmente el potencial de depuracion bioldgica real del suelo (Robles-Gonzélez et al.,
2008).

Existen fundamentos especificos para los proceso y anélisis de las ventajas y
desventajas de los biorreactores, se debe considerar que son un complejo de ingenieria
que generalmente consta de cuatro partes: instalaciones para el manejo vy

acondicionamiento de suelos contaminados, la propia bateria del biorreactor,
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instalaciones para el manejo y eliminacion de suelos tratados y equipos auxiliares para el
tratamiento de las corrientes secundarias del proceso (Robles-Gonzélez et al., 2008).
Pueden clasificarse en lote, semicontinuo y continuo desde el punto de vista de la
operacion. EI modo operativo mas comun es por lotes. Otra clasificacion dtil se basa en
el principal aceptor de electrones utilizado en el proceso de biodegradacion: aerdbico
(oxigeno molecular), anoxico (nitrato y algunos cationes metélicos), anaerdbico (reductor
de sulfato, metanogénico, fermentacion) y aceptores de electrones mixtos o combinados.
Sin embargo, los biorreactores aerébicos han predominado en aplicaciones a gran escala.
Las caracteristicas interesantes y distintivas de los biorreactores para tratamiento de suelo
son que el suelo se trata en suspension acuosa, tipicamente del 10 al 30% p /v y que se
proporciona una mezcla mecéanica o neumatica. Estas caracteristicas, a su vez, dan lugar

a varias ventajas del proceso, entre ellas:

a) Mayores tasas de transferencia de masa y mayor contacto con microorganismos,

contaminantes y nutrientes.

b) Mayores tasas de biodegradacién de contaminantes en comparacion con la

biorremediacion in situ o el biotratamiento en fase solida in situ.
c) Se pueden lograr en tiempos de tratamiento significativamente mas cortos.
d) Posibilidad de utilizar diferentes aceptores de electrones (O2, SO4, CO2, NO3).

e) Control y optimizacion de varios pardmetros ambientales como temperatura, pH,

etc.
f) Uso efectivo de la bioestimulacion y bioaumentacion.

g) Aumentar la desorcion y disponibilidad de contaminantes mediante la adicion de

tensioactivos y disolventes.

Sin embargo, también tienen algunas desventajas, todas ellas relacionadas con los
requisitos de excavacion, manipulacién y acondicionamiento del suelo, construccion y
operacion de biorreactores que normalmente aumentan los costos de tratamiento (Fu et
al., 2021).
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2.6 Restauracion de Areas Quemadas en Ecuador
En Ecuador, las acciones de recuperacion de areas quemadas se enfocan a la

educacion ambiental, investigacion, erradicacion progresiva del pino, reintroduccion de
especies nativas, establecimiento de alianzas econdmicas estratégicas, evaluacion de
atributos, estrategia permanente de comunicacién, ecoturismo y otras alternativas
sostenibles de desarrollo, y vinculacién a redes de conservacion afines (Calatayud et al.,
2017). Asi, por ejemplo, el Proyecto Socio Bosque otorga un incentivo financiero por la
conservacion del paramo que puede llegar hasta los 30 dolares por hectérea. Este proyecto
esta orientado al mercado de carbono y servicios ambientales que, junto a Socio Bosque,
busca el control territorial en 4 millones de bosques tropicales y 800 mil hectéareas de
paramos (MAE, 2015).

El Consorcio para el Desarrollo Sostenible de la Ecorregion Andina
(CONDESAN) es una organizacion no gubernamental con sede en Ecuador y Peru, que
trabaja por la conservacién de los ecosistemas de montafia y por el bienestar de las
comunidades rurales de la region andina, el cual desarrolla programas y proyectos como
programa adaptacion en Altura, proyecto AICCA, programa Bosque Andino, programa
conservacion y uso sostenible de ecosistemas de montafia, proyecto INSH, gestion
Sostenible de Paisajes de Montafia PBA en el Chocd Andino de Pichinchay el Proyecto
EcoAndes (CONDESAN, 2017).

En este sentido, para registrar la incidencia de los incendios y posterior
restauracion de las areas quemadas se ha realizado un monitoreo de los episodios de
incendios forestales, que se detallan en la Tabla 9 considerando el nimero de incendios
forestales y hectareas quemadas desde el 1 de julio del 2021 hasta el 21 de noviembre del

mismo ano.

Tabla9
Namero de incendios forestales y hectareas quemadas.

Provincia Incendios forestales Cobertura quemada
Numero (hectareas)
Guayas 71 327.69
Loja 23 297.5
Imbabura 27 220.31
Cafiar 50 113.43
Carchi 7 106.85
Pichincha 81 94.05
Esmeraldas 4 51.5

46



El oro 13 42.03

Cotopaxi 10 36.58
Chimborazo 23 35
Manabi 2 17
Los Rios 2 6.18
Tungurahua 13 5
Santa Elena 1 2
Morona Santiago 1 2
Bolivar 2 15
Total 404 1,820.37

Procedente de (Direccion de Monitoreo de Eventos Adversos, 2021)

2.7 Proyecto BIOGEEC
El Consorcio aleman-ecuatoriano sobre Biodiversidad (BIO-GEEC) busca establecer

codigos de barras para sistemas biologicos de relevancia publica y econdmica. Dado que
los establecimientos de codigo de barras de ADN y los recursos bioinformaticos ain no
estan implementados en las instituciones ecuatorianas. En este proyecto participan tres
instituciones alemanas y cuatro universidades ecuatorianas las mismas que en conjunto
tienen tres objetivos. El primero es desarrollar una fuente de informacion répida para la
identificacion genética y caracterizacion de grupos de organismos con relevancia publica
y / 0 econdmica. En segundo lugar, aspiran implementar esta tecnologia es cuatros
subproyectos que abordan patrones de biodiversidad en taxones y tejidos de alta
relevancia tales como semillas, tejidos vegetales y polen ademés de insectos
polinizadores, aracnidos venenosos y microorganismo del suelo. En tercer lugar, se

pretende establecer una red internacional de capacitacién e intercambio reciprocos.

En este sentido, en cuanto a la temética expuesta el subproyecto al que corresponde la
investigacion y por ende la Universidad Técnica del Norte es el andlisis de la diversidad
de microbiomas del suelo. De este modo, en una primera parte se propone la
bioprospeccion y caracterizacion de los microorganismos de los suelos de paramo para
promover el conocimiento cientifico mediante el establecimiento de canales de cddigos
de barras. Ademas, se establecera patrones de afectacion de los suelos de paramo por
incendios a nivel fisico quimico y microbioldgico. Finalmente, los microorganismos de
suelo aislados seran utilizados en la rehabilitacion de suelos de paramo afectados por
incendios. A la par de la investigacion el proyecto dispone una campafia de divulgacion

cientifica y concientizacion del cuidado de los paramos como importantes proveedores
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del recurso hidrico. Asi se innovard y generard nuevos saberes en este campo,

principalmente la conservacion de la biodiversidad de los ecosistemas de paramo.
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CAPITULO Il

3 METODOLOGIA
3.1 Descripcion del &rea de estudio
Este estudio se realiz6 en dos fases, una fase de muestreo de suelo y una fase de

bioensayos ara evaluar los tratamientos de biorremediacion. En tal sentido, las muestras
de suelo de paramo pristino y quemado se extrajeron del Parque Nacional Cayambe Coca.
Las muestras de suelo de paramo pristino se recolectaron en la zona de Papallacta,
Papallacta esta dentro de la zona de amortiguamiento del Parque Nacional Cayambe Coca
y dentro del &rea de influencia de la Reserva Ecoldgica Antisana, la mayor parte de su
territorio corresponde al ecosistema del paramo (Gobierno Pichincha, 2015). De tal
manera, se han establecido tres puntos estratégicos de muestreo en base a la informacion
de estudios anteriores y las consideraciones del proyecto. Las coordenadas de dichos
puntos de muestreo son; Puntol Bosque de Polylepis: UTM 17 M 820350, Punto 2
Cercano a una Laguna: UTM 17 M 818733 9968756 y Punto 3 Pajonal: UTM 17 M
819056 9966764.

Por otro lado, las muestras de suelo de paramo quemado se obtuvieron de la zona
de Cangahua via a Oyacachi sector el Tambo coordenadas UTM 17 M  819649.781 E
9978905.074 N, la misma que pertenece a un ecosistema de 20 a 30 afios de conservacion
y forma parte los mas importantes suministros de liquido vital de consumo humano y de
riego para Cayambe. EIl area fue afectada en noviembre del 2020 perturbando mas de
2000 hectéareas de vegetacion montafiosa(Benalcazar, 2020). En la Figura 2 se muestra la

ubicacion en el mapa de la zona muestreada de suelo de paramo quemado Yy pristino.
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Figura 2
Mapa ubicacion plots paramo pristino y quemado

3.2 Muestreo

La recoleccion de muestras de suelo se realiz6 en parcelas de 20x20 m divididas
en 4 cuadrantes de 10x10 m, en cada uno de los puntos establecidos para el muestreo de
suelo de paramo pristino y quemado se procedio de igual manera como se grafica en la

Figura 3.
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Figura 3
Diagrama para muestreo de suelo distribuido en cuadrantes para cada parcela

3.2.1 Muestras simples

La recoleccion de las muestras simples de suelo dentro de las parcelas se llevé a
cabo una metodologia de muestreo en diagonal. Para lo cual, se trazé una diagonal en
cada uno de los cuadrantes para muestras de tres puntos equidistantes sobre la diagonal

como se muestra en la Figura 4.

10m

L

10m

Figura 4
Muestreo de suelo por diagonal para muestras simples en cuadrantes
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Se tomO muestras de suelo retirando inicialmente la cobertura vegetal y
posteriormente insertando un barreno a la profundidad de 20 cm (Ambiente, 2014). Para
evitar contaminacion cruzada después de cada toma de muestra fue necesario efectuar un
lavado del barreno con agua. La muestra de suelo fue etiquetada y almacenada
herméticamente en una hielera con el fin de mantener las muestras a una temperatura

constante de 4° C. (Mendoza y Espinoza, 2017)

3.3 Analisis fisicoquimico de suelo

Para llevar a cabo el anélisis fisico quimico del suelo de paramo quemado Yy pristino
se recolectaron muestras compuestas que posteriormente fueron enviadas a un

laboratorio acreditado.

3.3.1 Muestras compuestas

La recoleccion de muestras compuestas se realizd por cuadrantes, tomando una
submuestra de cada uno de los cuadrantes con ayuda de una pala de jardineria a una
profundidad de aproximadamente 20 cm, esta metodologia de muestreo se realizé en cada
uno de los cuadrantes de cada plot establecido. De este modo, se obtuvieron tres muestras
de suelo pristino y una de suelo afectado por el incendio. Las submuestras obtenidas de
los diferentes plots fueron etiquetadas y almacenadas a 4 ° C. Previamente al envio de las
muestras, se coloco las submuestras de cada plot en un recipiente y se homogenizaron

manualmente. La cantidad de suelo enviada al laboratorio acreditado fue 1 kg.
3.3.2 Parametros evaluados

Los parametros que se evaluaron en agrarProjekt Consultancy & Laboratory
Services fueron conductividad eléctrica, materia orgénica, nitratos, macro y
micronutriente. Los andlisis se realizaron utilizando el método tradicional con

extractantes quimicos (NaCl, Olsen y DTPA).

3.4 Aislamiento de microorganismos
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3.4.1 Aislamiento de bacterias

Para el aislamiento de bacterias se realizo la técnica de diluciones seriadas en cajas
de Petri, con medios agar Pseudomonas y actinomicetos, tanto para el suelo pristino como
para el suelo quemado. Seguido, se realiz6 un cultivo de enriquecimiento, suspendiendo
8g muestra de suelo en 125 ml de caldo nutriente y agitando a 200 rpm a 36°C durante 1
h para luego incubar a 36°C durante 18 a 24 h. (Dib et al., 2018)

De esta manera, a las 18 horas de incubacion se tom6 100 pl de las muestras
previamente enriquecidas y se inoculd en agar Pseudomonas y actinomicetos.
Posteriormente, se incub6 a 36° C para el conteo de colonias se tomod en cuenta tres
tiempos de cultivo a las 24, 48 y 72 horas. Ademas, se realizaron cultivos puros de las
cepas de bacterias, para ello se utilizd medios de cultivo selectivos agar Pseudomonas y
actinomicetos, la técnica utilizada para la siembra fue por desgaste, esto con el fin de
obtener cepas puras (De Mastro et al., 2020).

3.4.2 Aislamiento de hongos

El aislamiento de hongos se realizé mediante la técnica de siembra directa de suelo
en medios de cultivo agar PDA y agar Malta con adicion de antibiotico cloranfenicol 0.25
mg/ml para inhibir el crecimiento de bacterias. La técnica de siembra directa de suelo
consiste en introducir en la placa de medio de cultivo fragmentos de suelo. Para esto, las
placas con medio de cultivo se dividieron en cuatro secciones y en cada una se coloco
particulas de suelo de 0.05 gramos y finalmente se incubaron en una caja hermética a

24°C por 5 dias observando el crecimiento de colonias fungicas.

Una vez observado el crecimiento fangico se realizo la observacion macroscépica de
las colonias. La morfologia fungica se estudié macroscopicamente mediante la
observacién de las caracteristicas de la colonia como el color de la superficie, color del
reverso, formay didmetro y forma para posteriormente aislar cada una. Se realiz6 un corte
de colonias individuales de 1x1 cm con bisturi nimero 11. Los fragmentos de las colonias
individuales fueron transferidos a nuevas placas con medio de cultivo para incubarlas por
5 dias a 24 °C (Buritaca H. et al., 2017).
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También se realiz6 la observacion microscépica de los hongos empleando la técnica
de la cinta pegante. La técnica se lleva a cabo empleando una cinta adhesiva que por el
lado pegante se toma una muestra de la superficie del hongo. La superficie de la colonia
fangica se depositd sobre una gota de azul de lactofenol, para luego ser observada al
microscopio con un aumento de 40 X. Los hongos se identificaron sobre la base de

caracteristicas morfoldgicas utilizando claves taxondmicas (Arias & Pifieros, 2008)

3.5 Biorremediacion de suelo quemado

Para evaluar los tratamientos de biorremediacion tales como: bioaumentacion,
bioestimulacion y un tratamiento combinado fue necesario disefiar un prototipo de
biorreactor para este propdésito. Primeramente, se realizd una simulacion de incendio en
muestras de suelo de paramo pristino para usarlas en diferentes tratamientos. La
efectividad de cada ensayo se evallo mediante: respirometria, supervivencia microbiana

y actividad enzimatica.
3.5.1 Disefio y construccion de un prototipo de biorreactor

La configuracion del biorreactor para realizar los ensayos de biorremediacion del
suelo se definio en base al costo y las caracteristicas del material de construccion. La
siguiente tabla fue util para compilar la informacién de los materiales propuestos las

caracteristicas y ejemplo de uso.

Tabla 10
Materiales considerados para la construccién del prototipo de biorreactor, caracteristicas y ejemplos de
uso

Materiales Para Construccion De Biorreactores

Material Caracteristicas Ejemplo de uso
Acrilico- Termoplastico resistente a golpes y otros Tubos del reactor de plexiglas 10 cm
plexiglas impactos fuertes. de longitud y 4,7 cm de diametro

Posee una gran dureza, similar a la de un interior (Shafieiyoun et al., 2020)

aluminio.
Acero Resistencia a la corrosion Reactor de 5 L con chaqueta y
inoxidable Durabilidad mirillas de vidrio frontal y en la base

Es un material accesible y muy resistente a (Medina-Moreno et al., 2009)

golpes, temperatura, presion, corrosién y con
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una alta versatilidad ya que permite la

instalacién de otros instrumentos

Vidrio Es un material inorganico de alta dureza, fragil,
transparente.
Alta resistencia quimica, mecanica y térmica,
bajo coeficiente de expansion térmica, inerte,
alta de temperatura de fusion (1 300-1 500 °C)

Frascos de vidrio de 500 ml con 270
g de suelo

(Villalba, 2013)

Botella de 500 ml con 100 g de suelo
(Hernandez-Castellanos, 2016)

PVC Es un material termoplastico
Elevada resistencia quimica
Resistencia a la corrosion, degradacion
bioldgica, a la intemperie, al impacto, inerte e

inocuo.

Usado en procesos de
biorremediacién con un espesor de
pared: 10 mm y medidas 1,2 x 0,7 x
0,64 m®

(Fantroussi et al., 1999)

Ademas, se evalué el costo de construccion del bi

orreactor por cada material

propuesto, mediante un sondeo de precios en el mercado nacional.
Tabla 11
Tabla de costos por cada material para construccion de biorreactor
Materiales Costo unitario
(Incluye accesorios manguera) reactor (3$)
Acero inoxidable 76
PVC 7
Acrilico 15
Vidrio 5

En base a la informacién anterior se establecié una tabla de decision para

determinar el material de construccion del biorreactor. A los criterios que se tomaron en

cuenta, se les asignod un porcentaje de acuerdo a la importancia para la seleccién, a partir

de alli se evaluo cada criterio con una calificacion de 1-5 siendo 1 insatisfactorio y 5 muy

satisfactorio.Finalmente, se eligié el material con mayor puntaje.

El PVC fue el material con mayor puntaje después de analizar la tabla de decisién

comparando el costo y propiedades de cada material. Por

los prototipos de biorreactor considerando mantener

lo tanto, se procedié a construir

la humedad del suelo en el

biorreactor y principalmente que sean anaerobios para la medicién de emision de COa.
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En la Figura 5 se muestran los aspectos basicos del disefio y estructura final del

biorreactor construido con altura de 15 cm y didmetro 10.5 cm.

15em

h=

Figura
Disefio y construccion del biorreactor para tratamientos de biorremediacion con sus diferentes partes: a) Entrada de
agua, b) Conector trampa de CO2, ¢) Trampa de CO2, d) Suelo y €) Columna del biorreactor

Las partes que conforman el biorreactor son:

a) Entrada de agua para mantener la humedad del biorreactor
Manguera de 17 cm de longitud y didmetro 0.7 cm. De los 17 cm de longitud 13
cm estan dentro del biorreactor y de estos 13 cm; los primeros 7 cm inferiores
fueron insertados en el suelo y tienen 10 agujeros de 3 mm a lo largo. Los 4 cm
restantes estan fuera del biorreactor y son soporte para el segmento tipo Y de
inyeccion de agua, misma que esta conectada a una valvula que permite controlar
el intercambio gaseoso.

b) Conector trampa de CO;
Manguera de 60 cm de longitud y 0.5 cm de didmetro acoplada a una valvula del
equipo de venoclisis que conecta el biorreactor y la trampa de CO..

c) Trampade CO;
Tubo cénico de capacidad 15 ml de centrifuga que contiene 12 ml de NaOH O.25
M util para la evaluacion de emision de COa.

d) Suelo
700 g de suelo
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e) Columna del biorreactor

f) Altura de 15 cm x 10.5 cm de didmetro. Tiene dos agujeros en la parte superior
(tapa) una es (til para insertar la manguera de entrada de agua y la otra de salida
a la trampa de CO: a la cual estd conectada mediante la manguera del equipo de

venoclisis (conector trampa de COy).
3.5.2 Simulacion del incendio en muestras de suelo de paramo pristino.

La simulacion del incendio se la realiz6 en un espacio abierto, esta incluyo una
muestra de suelo pristino de (10 x 10) cm a una profundidad de 15 cm. Para este
procedimiento se expandio la muestra de suelo sobre una recipiente metélico planoy con
un soplete con gas propano se expuso el suelo a fuego intenso por un tiempo aproximado
de 30 min, esto hasta alcanzar una temperatura de 500 °C (Girona-garcia et al., 2018). La
temperatura se midié con ayuda de termopares tipo K. Una vez alcanzada dicha
temperatura se dejo enfriar la muestra de suelo a temperatura ambiente para su posterior

uso en los ensayos.

Como resultado de este procedimiento se obtuvo muestras que fueron analizadas
de forma fisicoquimica en el laboratorio Agrarprojekt con el fin de determinar los
cambios producidos por el fuego. Las muestras de suelo se almacenaron en fundas
herméticas a 4°C hasta su andlisis y uso en los ensayos de biorremediacién. Para cada
tratamiento se utilizaron 700 g de suelo quemado.

353 Bioestimulacion

Los nutrientes como el nitrogeno en el suelo son esenciales para el desarrollo de
la actividad microbianay, por tanto, para la biorremediacion. En este sentido, la estrategia
de bioestimulacion establecida en esta investigacion se baso en la adicion de nitrogeno,
considerando que en eventos posteriores a un incendio este es el nutriente que
mayormente se pierde por volatilizacion a causa de las altas temperaturas. El nitrgeno
se suministro en forma de nitrato de amonio. Debido a que, el nitrégeno aménico es la
forma preferida para el metabolismo microbiano, ya que requiere menos energia para ser
asimilada (Shewfelt et al., 2011; Kanissery & Sims, 2011). De esta forma, para formular

la concentracion de bioestimulante a aplicarse se considerd la metodologia establecida
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por Sainju, (2017) comparando el contenido de nitrégeno entre el suelo de paramo

pristino y quemado simulado un incendio (Anexo 2).

Para la bioestimulacién se emple6 700 gramos del suelo simulado el incendio con
humedad 8.5% y pH 7.5. Los 700 gramos de suelo fueron extendidos en un recipiente
plano estéril de 60x60 centimetros de tal manera que el suelo expandido alcance una
altura de 2 centimetros, después con ayuda de un atomizador se empap0 toda la superficie
del suelo con 86 ml de nitrato de amonio 0,01 M. Finalmente, se coloco el suelo en
reactores por triplicado para cada tratamiento y el tratamiento control consistio en suelo

simulado el incendio sin adicién de bioestimulante.
3.5.4 Bioaumentacion

Con el fin de elegir bacterias capaces de biorremediar el suelo afectado por
incendios, cada cepa se reactivo en caldo nutritivo y se incubd a 36 °C por 24 horas.
Posteriormente cada cultivo se ajust6 al patron de McFarland (3x102 células/mL) y se
sembro en agar nutriente. Las cajas fueron incubadas a 36 °C durante 24 h para observar
capacidad de crecimiento y adaptacion las cepas (Darmayati et al., 2017). Una vez
seleccionadas las bacterias se cultivo en caldo nutriente. Siendo el primer inoculo en 5 ml
de caldo nutriente por 24 h, para posteriormente elevar la escala a 50 ml de cultivo hasta
alcanzar una concentracion de 1 en la escala de McFarland que equivale a 3x108

células/ml.

Una vez alcanzada dicha concentracion se cosechd la biomasa mediante
centrifugacion a 3000 g durante 10 min (Liang et al., 2020). Se lavé y resuspendi6 en 50
ml de solucion salina estéril NaCl al 0.9% (Bac¢maga et al., 2017). Con el fin de formar
un consorcio bacteriano se mezclaron las suspensiones bacterianas obtenidas de la

cosecha en un recipiente esteéril.

Finalmente se colocd 700 g de la muestra del suelo quemado sobre una superficie
estéril, para identificar agregados que podrian dificultar la mezcla entre la muestra y el
indculo bacteriano. Seguido se distribuy6 70 ml del consorcio bacteriano en el suelo,
removiendo el suelo de forma manual para asegurar una distribucion aleatoria y los mas

homogénea posible (Gallegos Hernandez et al., 2016).
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3.5.,5 Tratamiento combinado

El tratamiento combinado consistié en aplicar bioaumentacion mediante la
adicion de los microorganismos establecidos para el tratamiento individual vy
bioestimulacion adicionando nitrégeno en forma de nitrato de amonio. Para la aplicacion
de este tratamiento se tomaron 700 gramos del suelo simulado el incendio con humedad
8.5% y pH 7.5. Los 700 gramos de suelo fueron extendidos en un recipiente plano estéril
de 60x60 centimetros alcanzando una altura de 2 centimetros, después con ayuda de un
atomizador se empap6 toda la superficie del suelo primero con 35 ml de los
microorganismos y luego con 43 ml del bioestimulante nitrato de amonio 0,01 M.
Finalmente, se coloc6 el suelo en reactores por triplicado y el tratamiento control

comprendié el suelo simulado el incendio sin adicion de ningun tratamiento.

3.5.6 Aplicacion de los tratamientos de biorremediacion en biorreactores

Los biorreactores con el suelo tratado con cada una de las estrategias de
biorremediacion comprendieron los 700 gramos de suelo que alcanzaron una altura de 10
centimetros en el reactor con un espacio aéreo de 5 centimetros. Es importante destacar
que se emplearon reactores aerobios y anaerobios para evaluar las estrategias de
biorremediacion. Los reactores anaerobios fueron Gtiles para medir la emision de COa,
estos reactores fueron sellados herméticamente con pegamento comercial para PVC y
verificando posibles fugas al sumergir el biorreactor en un recipiente profundo lleno de
agua estéril. Por otra parte, los reactores aerobios no fueron sellados y fueron Utiles para
medir la actividad enzimatica de los diferentes tratamientos. De tal manera, se obtuvo
reactores anaerobios y aerobios que fueron pesados al inicio del experimento y
periddicamente cada 2 semanas. Los reactores anaerobios y aerobios sin agitacion a
temperatura ambiente se dejaron en funcionamiento durante 16 y 5 semanas

respectivamente.

3.6 Parametros fisicoquimicos y microbioldgicos para evaluar metodologias de
biorremediacion

La presencia de microorganismos en el suelo depende de su composicion quimica,

humedad, pH y estructura. Los cambios en las propiedades del suelo pueden causar

59



cambios en la abundancia, actividad y diversidad del suelo. En este sentido, se evaluo el
pH, humedad, supervivencia microbiana, actividad enzimatica y emision de CO, para
finalmente comprender el comportamiento de los microorganismos y nutrientes del suelo
tratado. En los reactores anaerobios se evalu6 pH, humedad, supervivencia microbiana, y
emision de CO2 mientras que, en los reactores aerobios se midié el pH, humedad,

supervivencia microbiana y actividad enzimética.

Para evaluar el pH se tomé de cada biorreactor 12 gramos de suelo en una bolsa
de plastico limpia y seca. Seguido, fue necesario colocar la muestra del suelo sobre una
superficie lisa e identificar los agregados mayores a 1 cm para romperlos y posteriormente
reincorporarlos a la muestra. Luego, se secé la muestra de tierra a 40°C durante 24 horas.
En un vaso de precipitacion se coloco 10 gramos de suelo y agregd 20 ml de agua
destilada. El vaso de precipitacion con la muestra fue colocado en un agitador magnético
por 30 minutos. Finalmente, se coloco el electrodo en la muestra de suelo y midio el pH
(Jack Carter, 1990)

3.6.1 Humedad

Para determinar la humedad del suelo se tomaron muestras de suelo himedas de
cada tratamiento. En un crisol se pesaron las muestras de suelo y luego se secaron en una
estufaa 110 °C durante 24 horas hasta que el peso de la muestra se estabilice en el tiempo.
La muestra se peso para obtener el peso seco (Flores, 2010). La humedad expresada en

% se calculd con la siguiente férmula:

My, — M
w(%)=(‘°"‘M—h”)100
S

Donde:
w= Contenido de humedad gravimétrica,
Msh= Masa de suelo himedo en gramos

Mss= Masa de suelo secado en estufa en gramos
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3.6.2 Supervivencia microbiana

Para evaluar supervivencia microbiana de los tratamientos de biorremediacion se
colocé 4 g de suelo de cada tratamiento en 60 ml de caldo nutriente. Las suspensiones
resultantes se agitaron durante 1 hora a 200 rpm. Luego se realiz6 diluciones seriadas de
10t a 10 ° en caldo nutriente estéril, agitando cada dilucion antes de la siguiente. Seguido
de esto se tomd 100 pl de la dilucién 107> e inocularon en placas con el medio agar
nutriente. Se incubd a 36° C y se realizo el conteo a las 24h, 48h y 72h con el fin de
obtener el nimero total de UFC bacterianas al inicio y final del experimento (Evans et
al., 2004).

3.6.3 Actividad enziméatica

3.6.3.1 Actividad -glucosidasa

Para evaluar la actividad-glucosidasa en los tratamientos de suelo se tomé 15
gramos de suelo himedo y se secaron en una estufa a una temperatura de 150 °C, se
elimind agregados grandes como hojarascas y raices. Después se tomo 5 gramos del suelo
resultante y se suspendieron en 100 ml de tampon acetato de sodio a 50mM (pH 5.0). La
suspension fue homogenizada por 1 minuto, se dispensé 1ml de la mezcla en tubos Falcon
(Soil & Communities, 1995). Posteriormente se adicion6 1ml de acetato de sodio 0.1 M
(pH 5.0) y 1 ml de pNPG 10 mM. Para los controles de muestra de suelo se mezcl6é 1 ml
de la muestra homogenizada y 1 ml de tampdn acetato. De la misma manera para los
controles de sustrato se mezcld 1 ml de tampdn acetato con 1 ml de solucién de sustrato
pNPG 10 mM (Henriquez, 2014). Todos los tubos se incubaron en bafio maria a 30°C

durante 3 horas.

Transcurrido este tiempo se afiadié a todos los tubos 0,5 ml de CaCI2 0,5 My 2
ml de Trisehidroximetilo 0,1 M(aminometano) pH 12. Se mezcl6 en un vortex a media
velocidad por 3 segundos y se centrifug6 por 10 minutos a 2500 xg, finalmente se medio
absorbancia en el espectrofotdmetro a 410 nm. Todos los andlisis se realizaron por
triplicado.
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3.6.4.2 Actividad fosfatasa

Para medir la actividad fosfatasa en los tratamientos de suelo se tomé 15 gramos
de suelo himedo y se secaron en una estufa para después eliminar hojarascas, raices y
agregados grandes. Seguido se tomd de 5 gramos del suelo secado y se suspendieron en
100 ml de tampén acetato a 50mM (pH 5.0). La suspensién fue homogenizada durante
un 1 minuto, inmediatamente se dispensé 1ml en tubos Falcon. Posteriormente se afiadio
1ml de acetato de sodio 0.1 M (pH 5.0) y 1 ml de pNP-PO4 10 mM. Para los controles de
muestra se mezclé 1 ml de la muestra homogenizada y 1 ml de tampdn acetato. De la
misma manera para los controles de sustrato se mezclé 1 ml de tampdn acetato con 1 ml
de solucion de pNP-PO4 10 mM. Todos los tubos se incubaron en bafio maria a 30°C
durante 3 horas. Transcurrido este tiempo se afiadio a todos los tubos 0,5 ml de CaCl2 0,5
My 2 ml de NaOH 0,5M. Se mezclé en un vértex a media velocidad por 3 segundos y se
centrifug6 por 10 minutos a 2500 x g para finalmente, se medi6 absorbancia a 410 nm.

Todos los analisis se realizaron por triplicado (Kotroczo et al., 2014).

Para el calculo de la actividad enzimatica para los sustratos glucosidasa y fosfatasa se

realizé con la siguiente formula:
Actividad (umol-h* -g* OM 0 DM) = OD / (EC X Th X OM 0 DM)
Donde:

OD = Absorbancia de la muestra — (absorbancia del control del sustrato + absorbancia

del control de la muestra).

Th = periodo de incubacion en horas

CE = coeficiente de extincion micromolar.

OM = materia organica, como g OM/mL muestra homogeneizada.

DM = masa seca de suelo, como g de suelo seco/ml de homogeneizado de muestra (Soil
& Communities, 1995).

La actividad enzimatica se expresa como (umol de sustrato hidrolizado por gramo de

masa organica (MO) (o masa seca) por hora.
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3.6.4.3 Emision de CO2»

Se evalud la trampa de CO> cada 2 semanas de acuerdo a la metodologia
establecida por Jacques et al., (2008). En cada evaluacion de la trampa CO2 con 12 ml
de NaOH 0.25 M fue reemplazada por una nueva que consistia en un tubo con 12 ml de
NaOH 0.25 M. Para realizar el ensayo se consider6 un blanco que consistio en 12 ml
de NaOH 0.25 M sin ningun tratamiento previo. De esta manera, las muestras de NaOH
tomadas de la trampa de CO- y el blanco se les agregd 1 ml de solucién de BaCl, 1 M,
ademas de tres gotas de fenolftaleina como indicador y finalmente la mezcla se tituld

con HCI 0.5 M. El CO»-C se cuantificé con la siguiente formula:
mg de CO, — C/kg suelo = (B—T)xeqx N
Donde:

B: Volumen (en ml) de la soluciéon de HCI utilizada valorar el blanco (solucion de

NaOH no contenido en la trampa)

T: Volumen (en ml) de la solucion de HCI utilizada para titular los tratamientos.
eq: Equivalente gramo de C, es decir 6 y para el CO; es 22

N: Normalidad del &cido, es decir de la solucion estandarizada de HCI

3.7 Andlisis estadistico

La investigacion se desarrollé en base a un disefio de blogques completamente
aleatorizado DBCA con cuatro tratamientos y tres repeticiones, donde T1:
bioaumentacion, T2: bioestimulacién, T3: Tratamiento combinado bioestimulacion +

bioaumentacion y T4: Tratamiento control.

Los resultados del conteo de colonias se expresaron como UFC/ml y se realiz6 un
analisis de varianza y de normalidad de datos (prueba de Shapiro-Wilk). Las medias se
analizaron mediante la prueba de la diferencia honestamente significativa (HSD, por sus
siglas en inglés) de Tukey, con el nivel de significancia de p = 0.05. En cuanto a los
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parametros pH y humedad se realizd6 una prueba T-student pareada para evaluar

diferencias significativas entre los valores del inicio y final de la experimentacion.
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis fisicoquimico de suelo de paramo pristino y afectado por incendio

Los andlisis fisicoquimicos de suelo se realizaron en el laboratorio acreditado
AGRARPROJEKT, los mismos que se presentan en la Tabla 13.

Tabla 12
Valores del analisis fisico quimico en las muestras de suelo de paramo pristino (plot 1, plot 2 y plot 3),
paramo quemado (plot 4) y suelo de paramo simulado el incendio.

Suelo de

paramo
Analisis Unidades Plot 1 Plot 2 Plot 3 Plot4 simulado el

incendio
Nitrato (NO3-N) mg/kg 6.6 4.2 3.9 14 16
Amonio (NH4-N) mg/kg 79.7 95.8 84 19.8 46
(NO3+NH4)-N mg/kg 863 100 87.9 21.2 47.6
pH (en KCI) - 41 5 5.2 4.9 5.9
Materia Organica % 25.4 37.9 32.4 18.9 31.5
pH (en H20) - 5.1 5.9 6.1 6.1 6.5
Fosforo (P) mg/kg 24.1 6.7 6.6 13 7.4
Potasio (K) mg/kg 145 205 273 158 229
Magnesio (Mg) mg/kg 150 152 270 243 254
Calcio (Ca) mg/kg 322 469 505 433 495
Azufre (SO4-S) mg/kg 8.7 5.5 75 2,1 136
Hierro (Fe) mg/kg 1,115 705 735 685 840
Manganeso ( Mn) mg/kg 15.7 655 555 143 575
Cloruro (CI") mg/kg 18.2 23.4 40.7 6.2 22.2
Sales Totales mg/kg 158 102 143 30 133

NOTA: El suelo de paramo para simulacion del incendio fue tomado del plot 3 suelo de paramo de pajonal
por lo tanto en relacion a este plot se hace referencia la afectacion del fuego en el suelo (suelo de paramo
simulado el incendio).

De acuerdo a los resultados, tanto un incendio in situ (Plot 4), como la quema
experimental afectaron las propiedades del suelo; no en igual medida debido a que el
efecto del fuego en el suelo depende de la vegetacion, las caracteristicas del suelo antes
del incendio y el tipo de incendio (Alcafiiz et al., 2016). Ademas, los incendios in situ
provocan efectos mas pronunciados en los suelos debido a una mayor intensidad y
gravedad de los incendios, asi como el calentamiento del suelo a pesar que en la
simulacion del incendio se mantuvieron condiciones similares que un incendio natural
(Fonseca et al., 2012).
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Los incendios forestales generalmente disminuyen la reserva total de nutrientes
presentes en el suelo por la combinacion de procesos de oxidacién, volatilizacion,
transporte de cenizas, lixiviacion y erosion. Como se observa en los resultados, hubo una
descompensacion de Nitrogeno debido a que, durante un incendio, la vegetacion y la
materia organica del suelo se queman, liberando nitrégeno en forma de 6xido nitrico
Oxido nitroso que se volatiliza de la vegetacion y la hojarasca, lo que reduce el
almacenamiento de Nitrogeno en el ecosistema quemado (Ribeiro-Kumara et al., 2020).
El Nitrégeno se volatiliza debido al bajo umbral de temperatura (200 °C) que este tiene,
el efecto es un menor contenido de los compuestos nitrogenados nitratos y nitritos que
descienden drasticamente (Nardoto & Bustamante, 2003). Sin embargo, los resultados
reportados en la investigacion son diferentes a lo obtenido por Chungu et al., (2020)que
muestra como el amonio y los nitratos, aumentan después de un incendio forestal porque
el amonio se libera de la materia organica por el calentamiento y se estimula el proceso

de nitrificacion.

En este sentido, se ha evidenciado que existe una relacion entre la severidad del
fuego y los niveles de nitrogeno del suelo. Las concentraciones elevadas de nitrogeno en
forma de nitrato y amonio son comunes después de en un incendio forestal, sin embargo,
son mas bajas que en quemas prescritas o simuladas(Kavanagh et al., 2010)Por lo tanto,
dependiendo de la severidad y duracion del incendio, las concentraciones de amonio
pueden aumentar, disminuir o permanecer sin cambios (Verma et al., 2019). De esta
forma, los resultados obtenidos en la presente investigacién se correlacionan con el
estudio de (Schafer & Mack,2010) en el que se observa un aumento de las
concentraciones de amonio (NH.) en el suelo inmediatamente después del incendio y su
disminucion en dos meses posteriores. Las concentraciones elevadas de nitrégeno en el
suelo persisten de uno a cuatro meses despues de un incendio forestal. Este efecto no se
observa en los resultados obtenidos en la investigacion respecto al contenido de nitrégeno
en el plot 4 suelo de paramo quemado puesto que, el muestreo del area quemada se realizd

aproximadamente pasados los 4 meses de ocurrido el incendio.

Por otra parte, el fuego también puede afectar el estado de los nutrientes del suelo

directamente al agregar los nutrientes disponibles e indirectamente al cambiar el ambiente
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del suelo. A su vez, los nutrientes pueden depositarse en la superficie del suelo en una
forma altamente soluble que es posible perderse por la erosién del suelo como se puede
observar en el contenido de sales totales para el plot 4 (Verma & Jayakumar, 2018).
Adicionalmente, de igual manera respecto al plot 4 suelo de paramo quemado se
evidencia que a mas largo plazo, los incendios también pueden contribuir a la reduccién
de la disponibilidad de nutrientes y contenido de sales totales liberados de la materia
orgénica y la biomasa microbiana que se eliminan del ecosistema por escorrentia y

lixiviacion (Miesel et al., 2012)

Por otra parte, se encontraron niveles altos de materia organica en el plot 2 y 3
relacionados con una mayor capacidad de almacenamiento de carbono de este suelo de
paramo pristino por su vegetacion (Curiel Yuste et al., 2017).El contenido de materia
organica en el suelo de estos plot proviene principalmente de la hojarasca de las especies
vegetales nativas presentes como Valeriana microphylla y Carex lemanniana (Kogel-
Knabner & Amelung, 2013). El plot 4 y suelo simulado el incendio presentaron un menor
contenido de materia organica. Debido a que, los incendios generalmente reducen el
contenido organico, asi como el numero y actividad de las poblaciones microbianas
involucrados en los procesos de mineralizacion y humificacion (Litton & Santelices,
2003). Varios estudios como el de Verma & Jayakumar, (2012) han reportado la
reduccién del contenido de materia organica despues del fuego. Asimismo (Heydari et
al., 2017) evalu6 la materia organica del suelo mineral después de un incendio posterior
a la quema encontrando que los niveles disminuyeron a condiciones previas al incendio
corroborando los resultados obtenidos en la presente investigacion.De la misma manera,
el efecto del fuego sobre el contenido de materia organica del suelo es muy variable y
depende de varios factores, como el tipo, la intensidad y la duracion del fuego (Shakesby,
2011)

Al analizar el pH en KCI se determiné que el valor mas bajo corresponde al plot
1 mientras que los valores més altos corresponden al plot 4 y suelo de paramo incendio
simulado. Para el suelo de paramo incendio simulado se muestra un valor de pH alto,
confirmando que el pH aumenta después de un incendio por la liberacion de iones
alcalinos de la produccion de 6xidos, hidroxidos y carbonatos de potasio (K) y Na en la
ceniza y también la desnaturalizacion de acidos organicos por las altas temperaturas (Xue
etal., 2014). Respecto al suelo del plot 4, se muestra una disminucién del nivel de pH del
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suelo afectado por incendio a traves del tiempo, debido a la presencia de especies
vegetales que absorben cationes béasicos para su sostenimiento dejando en el suelo
cationes &cidos responsables de la acidez del suelo. Adicionalmente la acidez del suelo
contribuye a la deficiencia de nutrientes y sales totales como se observa en los resultados
(Vargas, 2007).

4.2 Aislamiento de microorganismos de suelos de paramo pristinos y afectados por
incendio

4.2.1 Aislamiento de bacterias

De las muestras recolectadas se aislé un total de 80 cepas bacterianas en medios
de cultivo selectivos para Pseudomonas y actinomicetos. De la totalidad de cepas aisladas
el 53,75 % (41) corresponde a Pseudomonas y el 46,25% (32) a actinomicetos.
Demostrando que Pseudomonas sp. y actinomicetos estan ampliamente distribuidos en
los entornos del suelo de paramo. Los actinomicetos son uno de los principales
componentes de las poblaciones microbianas de la rizosfera y son utiles en el ciclo de
nutrientes del suelo. El suelo es un depdsito natural de actinomicetos, los cuales ayudan
a constituir una maquinaria eficiente de este entorno y se ha reportado su presencia en
condiciones ambientales extremas como los suelos de paramo (Poomthongdee et al.,
2015) . Por otra parte, el género Pseudomonas sp, es uno de los géneros bacterianos mas
diversos en todo el planeta y juega un papel clave en el suelo para la promocion del

crecimiento de las plantas (Sah & Singh, 2016).

Para determinar la carga microbiana en cada uno de los plots analizados, se
cultivaron varias muestras de suelo de acuerdo con lo descrito en la metodologia (Seccién
3.4.1). En la Figura 5 se muestra la carga microbiana de cada plot. En relacién con la
carga bacteriana de cada plot medida como UFC/g de Pseudomonas y de Actinomicetos,
se encontraron diferencias significativas entre plots a las 24,48 y 72 horas siendo el Plot
1 en el que se determinaron los promedios mas altos y en el Plot 4 los promedios mas

bajos.

A)
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Figura 6

Crecimiento en diferentes medios de cultivo pseudomonas y actinomicetos en UFC/g de bacterias
aisladas de suelo de paramo pristino y quemado A) a las 24 horas, B) a las 48 horas y C) a las 72 horas.

El plot 1 presentd el mayor crecimiento para los dos microorganismos
(Pseudomonas y Actinomicetos) en todos los periodos de tiempo, este plot corresponde
al bosque de Polylepis y la abundante carga microbiana se debe principalmente a la
presencia de la vegetacion, relacionada a su vez con la descomposicion de la hojarasca y
la conservacién de nutrientes en el suelo (Minaya et al., 2016 &Rica et al., 2015).
Resultados similares fueron reportados por Valencia & Lizarazo, (2009) que
determinaron una abundancia microbiana mayor en microhabitats con abundante

vegetacion en comparacién con agua y biopeliculas de piedra.

Por otro lado, los resultados del plot 4 son iguales a los reportados por Hernandez
& Lizarazo, (2015) siendo Pseudomonas el género mas abundante con un 86,17 % de
porcentaje de aislamiento y de acuerdo al recuento microbiano evaluado a las 48 horas,
indica una disminucion significativa de la carga microbiana de un suelo de paramo
afectado por actividades antropogénicas como la quema. Al igual que Swallow et al.,
(2009) encontraron que la biomasa microbiana en sitios quemados se reduce
significativamente comparados con zonas no quemadas en un bosque boreal. De igual
forma, el metaanalisis de las respuestas de la biomasa microbiana del suelo a las
perturbaciones forestales realizado por Holden & Treseder, (2013) sugieren que las

alteraciones pueden disminuir la carga microbiana del suelo considerando que, la
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abundancia de bacterias disminuy6 en un promedio de 33,3 % en respuesta a la afectacion
del fuego.

4.2.1.1 Microscopia de bacterias seleccionadas para tratamiento de bioaumentacion.

Para los experimentos posteriores se seleccionaron 12 cepas, 6 correspondientes

al género Pseudomonas y 6 para actinomicetos como se indica en la Figura 6.

Codigo Microscopia Tincién Cadigo Microscopia Tincién
Gram Gram
Actplot 3rl.1 Pseudo plot 1 r1.1

colonia8.2 2c(c)

MAGO

colonia 4.2

Actplot1r2.18.1
contorno a (1)

MAS55

Pseudo plot 2 r1.3
colonia 11 (b)

Act plot 1r2.1 8.(a)

MAS50

Pseudo plot 1 r1.3
colonia 9.1 (b)

Act plot 3r2.3
colonia 4.2 amarilla
b2

Pseudo plot 2 r2.2
colonia 8 (b)
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Act plot 3 3.2 parte Pseudo plot 2 r1.3

central punto blanco colonia 16

1

Actplot12.1 8.1 MAS57 Pseudo plot 1 r1.1
contorno a colonia 3

Figura 7
Microscopia de bacterias seleccionadas para bioaumentaciéon, observadas a 100X.

NOTA: Los colores de las imagenes microscopicas observadas al microscopio pueden resultar diferentes a las
imagenes presentadas por efecto de la resolucion de la camara fotogréafica.

4.2.2 Aislamiento de hongos

Para determinar los géneros de hongos presentes en las muestras de suelo de cada
uno de los plots analizados se aisl6 cada cepa fangica y mediante claves taxonémicas se
evidenci6 los géneros. Se obtuvo un total de 14 cepas fangicas aisladas de las cuales 6
pertenecen al Plot 1 (4 cepas en medio PDA 'y 2 cepas en medio Malta), 2 al Plot 2 (1 en
medio PDA y 1 en medio Malta), 1 al Plot 3 (1 en medio PDA) y 5 al Plot 4 (3 en medio
PDA y 2 en medio Malta). No se evalu6 correlacion, diferencias en diversidad ni
abundancia fungica entre los plots. Sin embargo, se observa un mayor nimero de cepas
aisladas del suelo del plot 1 bosque de Polylepis debido a la presencia de abundante
vegetacion ademas de la descomposicion lenta de la madera relacionada con hongos
celuloliticos. Las 14 cepas aisladas se han identificado mediante claves taxonémicas. Para
facilitar el manejo y andlisis de las cepas obtenidas, se codificoé como se muestra en la
Tabla 13:

Tabla 13
Codigos de los aislados fungicos correspondientes a los diferentes puntos de muestreo.

N° Aislado Cédigo Identificacion
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(Medio de cultivo. Plot. Numero de repeticion)

1 PQ1 PDA. Plot 4r1.2 (5)
2 MQ1 MT. Plot 4 r2.1 (4)
3 MP1 MT. Plot1 r2.1 (1)

4 MQ2 MT. Plot 1 r1.3 (3)
5 PP2 PDA Plot2 r3.1 h3

6 PP3 PDA Plot1 r1.3 (5)2
7 MP2 MT Plot1 r1.3 (3)h1
8 PQ2 PDA Plot 3 2.3 (3)
9 PQ3 PDA Plot4 r1.2(5)
10 MQ3 MT Plot4 r2.1 (4) hl
11 PP4 PDA Plot1 r1.2(5)
12 PQ4 PDA Plot4 r2.3(3)h1
13 MP3 MT Plot2 r3.2

14 PP5 PDA Plot1 r2.3(3)

Como muestra la Figura 6 se aislaron e identificaron 4 géneros de hongos mediante
comparacion de las imagenes obtenidas en el microscopio con caracteristicas

morfologicas utilizando claves taxonomicas (Arias & Pifieros, 2008).

Identificacion Imagen de la muestra con Imagen clave taxonémica
microscopia 6ptica
Género: Aspergillus PQ1
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota T
Orden: Eurotiales
Familia:Trichomaceae
|
L! L
Género: Microsporum MP1 ,
Reino:  Fungi —— . ’
Phylum: Ascomycota e~ »- -
Orden: Onygenales 3 NN '
Familia: Artnrodermataceae - N
z . o
— o~
S /s &
- _ |
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Género: Mucor
Reino: Fungi
Phylum: Zygomycota
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae

Género: Mucor
Reino: Fungi
Phylum: Zygomycota
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae

Género: Eupenicillium
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Eurotiales

Clase: Ascomycetes
Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Orden : Eurotiales
Familia: Moniliaceae

Género: Microsporum
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Onygenales

Clase: Eurotiomycetidae
Familia: Arthrodermataceae
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Género: Mucor
Reino: Fungi
Phylum: Zygomycota
Orden: Mucorales
Clase: Zygomycetes
Familia: Mucoracea

Género: Rhizopus
Reino: Fungi
Phylum: Zygomycota
Orden: Mucorales
Clase: Zygomycetes
Familia: Mucoracea

Género: Alternaria
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Pleospolares
Clase: Euascomycetes
Familia: Pleosporaceae

Género: Mucor
Reino: Fungi
Phylum: Zygomycota
Orden: Mucorales
Clase: Zygomycetes
Familia: Mucoracea

Género: Trichoderma
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Hypocreales
Clase: Sordariomycetes
Familia: Hypocreaceae
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Figura 8

Imagenes microscépicas de colonias fungicas visualizadas a los 15 dias de incubacidn, cultivadas en
medio PDA y Malta.

En relacion con la morfologia de las cepas aisladas se encontraron algunas
diferencias. PQ1 presenta conidiéforos cortos con cabezas conidiales, fidlides
aglomeradas y conidios de color azulado globosos; MPly MP3 se caracterizan por
presentar macroconidios ovalados alargados y en forma de pera; MQ1 se identifica por
los esporangios globosos de color café; MQ2 y PQ2 se caracteriza por tener conidiéforos
erectos ondulados de color café oscuro, MQ3 y PP5 se caracteriza por tener tallos largos
sin ramificar, poseen columnelas ovoides a elipsoidal gris-café oscuro de 30 a 50um de
diametro (Arias & Pifieros, 2008) . Por otra parte, PP4 presenta esporangios globosos o
subglobosos de color café oscuro, columnela globosa; MP2 presenta conidioforos
ramificados de forma piramidal con ramas cortas en las puntas y mas largas en la parte

inferior y conidios subglobosos.

Los géneros identificados fueron Aspergillus, Mucor, Alternaria, Trichoderma y
el filo Ascomycota. Respecto al genero Aspergillus, como indica Kurniati et al.,(2014),
las distintas especies de Aspergillus tienen alta capacidad para crecer en entornos
altamente aerdbicos y se puede encontrar en ambientes ricos en oxigeno y demostrar
caracteristicas oligotréficas, siendo capaces de crecer en ambientes con pocos nutrientes.
Por otro lado, las especies del género Mucor se utilizan en procesos biotecnologicos como
la biorremediacion y en la fermentacion de alimentos (Nguyen et al., 2020). Como expone
Ziaee et al., (2016) la sensibilidad de los hongos nativos en el suelo varia dependiendo
del rango de temperaturas a la que son sometidos, se ha demostrado que temperaturas
superiores a 70 °C afectan la supervivencia y crecimiento posterior, lo que lleva a

cambios en la abundancia de especies como se evidencia en la investigacion.
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El género Trichoderma es conocido por inhibir los patdgenos de las plantas a través
de maltiples mecanismos, incluida la competencia y el hiperparasitismo ademéas mejora
del crecimiento y desarrollo de la planta (Nieto-Jacobo et al., 2017). Es un hongo de
biocontrol, no causa dafio a las plantas, posee un fuerte potencial de adaptacion, un amplio
espectro antimicrobiano y que posee diversos mecanismos antagonicos (Lawo et al.,
2013; Rai et al., 2016), y se aplica en la prevencion y el control de muchos tipos de
enfermedades flangicas de las plantas causadas por Rhizoctonia solani, Pythium sp.,

Botrytis cinerea y Fusarium sp (Xian et al., 2020).

En cuanto al género Alternaria es un género fungico muy comun, donde se incluyen
numerosas especies saprofitas, endofiticas y patdgenas ampliamente distribuidas en el
suelo como se evidencié en los resultados y la materia organica en descomposicion.
Incluye especies patdgenas que pueden invadir los cultivos vegetales antes y después de
la recoleccion y es responsable de considerables pérdidas econdémicas, debido a que
reduce el rendimiento de las cosechas y produce alteraciones en los vegetales durante su
almacenamiento (Pavon Moreno et al., 2012). Por otra parte, de acuerdo a Godoy et
al.,(2016) el filo Ascomycota es uno de los mas diversos grupos de hongos capaces de
colonizar casi todos los nichos ecolégicos, acorde a los resultados obtenidos. Ademas,
pertenecen a las especies fangicas aisladas con mayor potencial de degradadores de

bifenilos policlorados (Urrea et al., 2015).

4.3 Evaluacion de metodologias de biorremediacién

4.3.1 Crecimiento del consorcio microbiano para la estrategia de

bioaumentacion

Para evaluar la estrategia de bioaumentacion se seleccionaron 12 cepas de
bacterias para formar un consorcio. Una vez definidas las cepas fue necesario determinar
el tiempo Optimo de cosecha, para lo cual se elabord la cinética de crecimiento de cada

una de las bacterias como se muestra en la Figura 7.
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Cinética de crecimiento de bacterias medidas en escala de McFarland (cel/ml) A) Pseudomonas B)
actinomicetos

Tabla 14

Tasa especifica de crecimiento de bacterias A) pseudomonas y B) actinomicetos respectivamente
empleadas en el tratamiento de bioaumentacion

A)
Tiempo Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Reactor 4 Reactor 5 Reactor 6
2] g (2] (2] (2] 2
0,750 1,156 1,165 5,493 1,766 1,057 1,508
0,875 0,449 -0,169 -0,078 -0,018 -6,683 0,247
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1,000 -0,095 -1,332 -1,208 -0,861 5,070 11,217

1,750 0,526 0,221 0,463 0,306 0,384 -0,082
1,875 0,761 1,725 1,120 0,518 1,357 0,129
2,000 -0,179 0,958 -1,020 -0,156 -0,226 0,485
2,750 0,365 -0,800 -0,038 0,159 -0,169 0,399
2,875 -1,064 4,905 0,574 -1,113 0,472 0,040
3,000 0,407 0,676 -0,622 -0,095 0,187 0,094

B)
Tiempo Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Reactor 4 Reactor 5 Reactor 6
2 2 2 2 2 2
0,75 1,432 2,533 2,934 3,364 2,186
0,88 4,146 -0,032 0,906 -0,369 0,048 0,062
1,00 -1,153 -1,034 0,263 -3,354 0,021 0,816
1,75 0,078 -0,788 -0,068 1,078 0,205 -2,426
1,88 0,658 -2,493 -0,174 0,609 1,019 15,503
2,00 0,969 3,091 0,164 0,005 0,918 -0,053
2,75 -0,143 0,145 0,120 0,280 -0,081 -0,170
2,88 2,244 -0,740 2,444 -0,185 -0,450 0,764
3,00 0,934 -1,043 -0,700 -0,013 -0,057 0,055

Tanto las cepas de Pseudomonas como actinomicetos alcanzan un crecimiento
exponencial entre las 24 y 48 horas. En cuanto a Pseudomonas se evidencié un mayor
crecimiento para la cepa MP36 y MP20 debido a su rapida adaptabilidad a las condiciones
de cultivo mientras que, en actinomicetos se observé un mayor crecimiento para la cepa
MAJS53. Sin embargo, cabe resaltar que hubo cepas como MP33 Y MAS7 las cuales

presentaron un crecimiento menor a diferencia de las otras cepas.

El répido crecimiento de algunas cepas del género Pseudomonas se debe a sus
caracteristicas adaptativas como lo sefiala M. Zhang et al., (2021) que muestra que
Pseudomonas juegan un papel importante en el ciclo del carbono y se adaptan en la
mayoria de los nichos ecoldgicos. Ademas, se caracteriza por su resistencia a metales
pesados y disolventes orgéanicos, algunas especies producen sustancias con amplias
aplicaciones por ejemplo en el control biolégico contra bacterias patogenas, reciclaje de

nutrientes y fermentacion industrial.

Por otra parte, la dinamica de crecimiento de los actinomicetos se atribuye a su
distribucion en diferentes habitats como lo indica Abdelgawad et al., (2020) estas

bacterias participan en la descomposicidn de materia organica, la fijacion de nitrogeno y
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en la solubilizacién de fosfatos. Ademas, inhiben el crecimiento de varios patdgenos
vegetales y descomponen mezclas complejas de polimero en plantas muertas, animales y
el material fingico. Por otra parte, Bhatti et al., (2017) menciona que las actinobacterias
ayudan de manera sostenible a mejorar la salud del suelo mediante la formacion y

estabilizacion de pilas de compost.

El tiempo de cosecha para el tratamiento de bioaumentacion se determind en base
a la concentracion, siendo 1 en la escala de McFarland equivalente a 3x108 células/ml.
Esta concentracion bacteriana es Optima para el tratamiento de acuerdo con lo reportado
por Darmayati et al., (2017) que indica que a una concentracion de 1,0 x108 células/ml
aumenta la densidad bacteriana favoreciendo al desarrollo de microcosmos dentro del
suelo. Asimismo, el estudio realizado por Nzila et al., (2016) demostré6 que
concentraciones bajas del inéculo (<400 ceélulas / ml) son sensible a la depredacién
principalmente por parte de protozoos, mostrando que cuanto menor es el nimero de

bacterias inoculadas, mayor es la posibilidad de depredacion (Mountassir et al., 2018).
4.1.1 Evaluacidn de estrategias de biorremediacion en reactores anaerobio

Para evaluar las estrategias de biorremediacion en reactores anaerobios se
consideraron parametros fisico quimicos (pH y humedad) y bioldgicos (respiracion del
suelo-emision de CO2, supervivencia microbiana y actividad enzimética) durante el

tiempo de experimentacion para valorar el desarrollo de los tratamientos.
4.1.1.1 Parametros bioldgicos

La respiracion del suelo es uno de los métodos tradicionales empleados para
evaluar la correlacion entre la degradacion de contaminantes y la sostenibilidad

microbiana en el proceso de biorremediacion. En este sentido, mediante respirometria se

determind la evolucion de CO2 como se muestra en la Figura 8 para la emision de CO;
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Evaluacién de emision de CO,

Existen diferencias en la emision de CO: en las semanas evaluadas, siendo el
intervalo de la semana 7 a la semana 10 numéricamente las que presentan los valores mas
bajos de emision de CO». Sin embargo, al realizar el analisis estadistico no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y tiempo. Por lo tanto, los resultados
muestran las limitaciones que tiene la técnica de titulacion empleada para medir este
parametro como lo expone Anderson, (2015) esta es una metodologia simple que
presenta inconvenientes respecto a la precision cuantitativa. Del mismo modo, Haney et
al., (2008) reporta como la titulacién ligada al método empleado tiene vias de error
asociadas con el procedimiento principalmente en el punto final del cambio de color

(titulacién) de las muestras.

Respecto a la evolucién de CO; durante las semanas de experimentacion
graficamente se observa, valores bajos de CO en las semanas 2 y 4 seguido de un
aumento de emision de CO2 en la semana 6 y un descenso drastico con los valores mas
bajos en la semana 7 a 10. Los resultados son similares a los reportados por Decesaro et
al., (2021) que evaluaron la biodegradacion de hidrocarburos de petroleo en dos tipos de
suelos arcilloso y arenoso mostrando actividad respiratoria baja en la primera etapa de
experimentacion asociada a la fase de adaptacion de los microorganismos al contaminante

y su concentracion en el suelo. Después de este periodo, se observd una mayor liberacién
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de CO., por aumento de la poblacion microbiana y adaptacion a causa del uso de las
fuentes de nutrientes presentes. A la par, Zhen et al., (2020) reporté un aumento de la
emision de CO- con el transcurso del tiempo de cultivo en suelo contaminado con
petréleo. En cuanto al descenso drastico de la emision de COz en la semana 7 esta

relacionado con las limitaciones del método de titulacion mencionadas anteriormente.

Ademas, se realiz6 el conteo microbiano de las muestras iniciales y finales de los
tratamientos para determinar la supervivencia microbiana como se muestra en la Figura
9:
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Figura 9
Supervivencia microbiana evaluada en tratamientos de recuperacion de suelo de paramo.

La carga microbiana en los tratamientos de bioaumentacion, bioestimulacion y
combinado es menor al final de la experimentacion que al inicio debido a la disponibilidad
de nutrientes (adicion de nitrato de amonio y microrganismos aldctonos respectivamente)
y competencia con microorganismos nativos, efecto que no ocurre en el tratamiento
control en el que se tiene Unicamente microorganismos autdctonos y no existe
competencia con microorganismos aléctonos es asi que, se observa mayor carga
microbiana al final de la experimentacion (Abatenh et al., 2017). La actividad microbiana
es influenciada por factores como la ausencia de aceptores o donantes de electrones
(oxigeno), la baja disponibilidad de nitrégeno o fésforo, la falta de induccion de las vias

metabolicas responsables de la degradacion que a su vez inhiben la remediacion
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(Cosgrove et al., 2010). De esta forma, los tratamientos bioestimulacion, bioaumentacion
y combinado presentan una menor carga microbiana relacionada a su vez con las
condiciones anaerobias que impiden el desarrollo de microorganismos aerobios y
sobreviven microorganismos anaerobios facultativos, determinando que estas
condiciones no son favorables para los tratamientos de recuperacion del suelo (Lipinska
etal., 2021).

Adicionalmente, para evaluar los tratamientos de biorremediacion se midio la
actividad enzimatica B-glucosidasa y fosfatasa debido a que, las enzimas responden a los
cambios en el manejo del suelo incluso antes de que se detecten otros cambios en los
indicadores de la calidad del suelo. Ademas, las enzimas del suelo juegan un papel
importante en la descomposicion de la materia organica y el ciclo de nutrientes. Los
resultados obtenidos se muestran a continuacion en la Figura 10:

A) Actividad B-glucosidasa
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B) Actividad Fosfatasa
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A)Actividad glucosidasa y B) Actividad fosfatasa evaluada en tratamientos de recuperacion de suelo de
paramo.

Para los tratamientos de bioaumentacion, bioestimulacion y combinado la
supervivencia microbiana estd relacionada de forma intrinseca con la actividad
enzimatica, siendo mayor al inicio que al final de la experimentacion tanto para
glucosidasa como para fosfatasa. Debido a que, los microorganismos requieren mayor
tiempo de adaptacion a factores ambientales, como estrés, fluctuaciones de temperatura,
pH, exceso o falta de agua, disponibilidad de nutrientes y competencia con
microorganismos autoctonos (Bento, 2005). De este modo, la actividad de la f-
glucosidasa esta estrechamente relacionada con la materia organica del suelo, la actividad
bioldgicay el ciclo del C, y puede proporcionar una sefial avanzada de alteraciones en el
carbono orgénico. Puesto que, la B-glucosidasa actua en la ultima fase del proceso de
degradacion de la celulosa al hidrolizar el residuo de celobios. Estas reacciones producen
glucosa como producto final, una importante fuente de energia C para el crecimiento y

la actividad de los microorganismos del suelo (Abatenh et al., 2017).
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La actividad fosfatasa disminuye en el tratamiento de bioestimulaciéon, esto se debe
a que el suelo fue bioestimulado con una fuente de nitrégeno causando un desequilibrio
de los nutrientes en el suelo. Del mismo modo, la cantidad de fosfatasa presente en el
suelo varia con el conteo microbiano y se reduce comparando la concentracion inicial y
final de la experimentacion. Cuando falta fosforo en el suelo, las raices de las plantas y
los microorganismos aumentan la secrecion de fosfatasa para intensificar la
solubilizacion y removilizacion del fosfato. Por lo tanto, la actividad de la fosfatasa se
puede utilizar como indicador de la disponibilidad de fésforo inorganico para plantas y

microorganismos (Abatenh et al., 2017).

Propiedades fisicoquimicas
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Figura 11
pH evaluado en tratamientos de recuperacion de suelo de paramo.
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Figura 12

Humedad evaluada en tratamientos de recuperacion de suelo de paramo.

El pH y humedad no son estadisticamente significativas comparando los valores del
inicio con los del final de la experimentacion demostrando que la configuracion del

reactor permite mantener el nivel de humedad y pH de suelo (Chaudhary, 2021).

4.1.2 Evaluacion de estrategias de biorremediacion en reactores aerobios

Parametros bioldgicos

86



10

9
A A AB A
8 T - T
1 T
S 7
5
B 6
(O]
C 5
4
3
2
1
0
Bioaumentacion Bioestimulacion Combinado Control
®Inicial OFinal
Figural3

Supervivencia microbiana en suelo de paramo evaluada en reactores aerobios.

En la figura 13 se puede evidenciar que biomasa microbiana se mantuvo tanto al
inicio como final del ensayo en todos los tratamientos, esto sucede debido a que no
existieron cambios significativos en los parametros fisicoquimicos, que afectarian al
equilibrio de la diversidad microbiana del suelo. (Gu et al., 2019) Tyagi et al., 2011,
sefiala que la biomasa microbiana es un indicador de la dindmica del proceso de
restauracion y se relaciona con la actividad enzimatica, indicando el entorno general de
los microorganismos en el suelo. Por esto, se evalud la actividad enzimatica f-glucosidasa
y fosfatasa con el fin de medir el rendimiento de los tratamientos de biorremediacion en

el suelo como se indica en la Figura 14.

Este resultado sugiere que, con una mayor actividad microbiana del suelo, los
macro y micronutrientes pueden estar biodisponible debido a la accién de las enzimas

microbianas, favorecido al crecimiento y desarrollo de los microorganismos.
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paramo.
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En los tratamientos de bioaumentacion y bioestimulacién se evidencia un
incremento en la actividad glucosidasa y fosfatasa de la semana 1 a la semana 5,
existiendo oscilaciones entre los puntos medidos, esto debido proceso de adaptacién que
sufren los microorganismos a los diferentes cambios en el suelo respecto a la humedad,
temperatura y pH factores que afectan a la descomposicién de materia organica y ciclo
de nutrientes (Alkorta, 2017). La actividad enzimatica es un factor clave ya que integra
informacion sobre el estado microbiano y las condiciones fisicoquimicas del suelo
(Sanchez Garcia, 2017). Los nutrientes del suelo, como el nitrogeno y el fésforo, son
factores limitantes importantes que juegan un papel critico en las actividades de los
procesos bioquimicos del suelo. Estos factores del suelo pueden causar cambios en la
asignacion y produccion de enzimas por parte de los microbios en respuesta a
perturbaciones y tensiones ambientales, manteniendo asi la funcionalidad de las enzimas

del suelo.

Para el tratamiento combinado existe un aumento de la actividad enzimatica tanto
de fosfatasa como de glucosidasa desde la semana 1 a la semana 5, resultados que estan
correlacionados con la supervivencia microbiana que se mantiene del inicio al final de la
experimentacién. Es decir, los microorganismos estan cumpliendo reacciones
bioquimicas que se ven reflejadas en los altos indices de actividad enzimatica (Abdel,
2013). Por otro lado, los resultados de las estrategias presentan actividad enzimatica y
supervivencia microbiana mayores que el control demostrando la bioaumentacion y
bioestimulacion aplicadas en conjunto o individuales resultan eficientes para mejorar la
calidad del suelo, de la misma manera que lo indican otros autores como Raimondo et
al.,( 2020).

El pH del suelo puede afectar directamente la afinidad del sustrato de las enzimas
del suelo, asi como influir en la disponibilidad de nutrientes, causando una variacion en
la actividad catalitica de las enzimas, lo cual estd de acuerdo con estudios previos
(Zaborowska et al., 2019).

Parametros fisicoquimicos
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Humedad de suelo de paramo evaluado en reactores aerobios.
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Figura 17
Evaluacion de pH de suelo de paramo evaluado en reactores aerobios

El pH y humedad no son estadisticamente significativas comparando los valores del
inicio con los del final del ensayo. demostrando que la configuracion del reactor permite
mantener el nivel de humedad y pH de suelo. Siendo una respuesta positiva al ensayo ya
que la variacién del pH del suelo afecta a la actividad microbiana y también a la
solubilizacion y adsorcidn/absorcion de los contaminantes y de los iones. La humedad

del suelo puede limitar de forma severa la biodegradacion, fundamentalmente en suelos
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superficiales afectados por oscilaciones importantes en el contenido de agua. Un déficit
de agua puede disminuir el transporte de nutrientes y de contaminantes, asi como también

la migracion bacteriana a través del suelo.

4.4 Elaboracion de una guia didactica

Indice 2

1 PROYECTO BIOGEEC —
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i.1 Recuper

Actividades hidicas

Como lo expone Villarreal et al., (2019) a pesar de que en la actualidad existen
estrategias académicas para la divulgacion cientifica, aiin es un reto para la poblacién en
general acceder a informacion de calidad, confiable, de facil comprension y motivadora
hacia la ciencia. Es por esta razon que resulta importante el desarrollo de estrategias de
divulgacion como la guia didactica elaborada basada en imagenes con el objetivo de
acercar a la sociedad, a través del reconocimiento de personajes relevantes y sus aportes.
El principal aporte de esta propuesta es el ensamblaje de una red semantica para retratar
un perfil de personaje completo, contexto temporal, lugar de origen, aportes, impactos,

reconocimientos o premios, asi como limitaciones o dificultades en el contexto.

La guia didactica se ajusta a lo establecido por Ross-Hellauer et al., (2020) quien
expone la necesidad de una divulgacion cientifica innovadora, pues la forma en que

comunicamos la investigacion estd cambiando debido a las nuevas posibilidades
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(especialmente digitales). En este sentido, la difusion del conocimiento cientifico se debe
realizar de maneras novedosas Yy atractivas y, por lo tanto, aumentar el impacto de su
investigacion en la ciencia y la sociedad. El contexto de la guia didéctica va mas alla de
las publicaciones académicas tradicionales (por ejemplo, revistas academicas, libros o
monografias) y reuniones (conferencias y talleres) para lograr una mayor comprension y

aceptacion de la investigacion.

Dentro de los objetivos de esta investigacion se ha planteado el aislamiento de
microorganismos Utiles para el proceso de recuperacion de suelo de paramo afectado por
incendio por ende se ha tomado en cuenta un apartado dentro de la guia que menciona la
biodiversidad del ecosistema teniendo como subtemas la flora, fauna y microorganismos
del suelo. Por otra parte, la guia didactica presenta informacién cientifica sobre la
importancia del suelo de paramo, ademas la composicion microbiana del suelo, anclando
esta informacién en el planteamiento de nuevas estrategias de recuperacion del suelo que
ha sido afectado por incendios, como se menciona en la investigacion de Andreolli et al.,
(2015) en la cual se plantean la bioaumentacién y bioestimulacion como estrategias
idoneas para la recuperacion de ecosistemas contaminados o degradados. Contiene 25
paginas en las que se incluyen actividades ludicas que involucran los temas tratados para
su resolucion, estas permiten generar conocimiento de manera pedagogica tomando en

cuenta que esta dirigida a un publico general que comprende nifios y adolescentes.

La investigacion sobre el ecosistema paramo y su divulgacién permite que los
individuos y la sociedad conozcan acerca de su importancia y caracteristicas. Asi también,
aporta a la forma de actuar de manera individual y colectiva en la resolucién de los
problemas ambientales presentes y futuros. En el estudio realizado por Camacho, (2014),
sefiala la obligacién de desarrollar, politica y normativamente, el reconocimiento
constitucional de los derechos de la naturaleza. De la misma manera, el mandato
establecido en el articulo 406 del Cdodigo Organico del Ambiente dispone que el Estado
regule la conservacién, manejo, uso sustentable, recuperacion, y limitaciones de dominio

de los ecosistemas fréagiles y amenazados como los paramos (COOTAD, 2017).

La importancia de la ciencia y la divulgacion radica en su complementariedad;
mientras la ciencia se apoya, para darle sentido a sus conceptos, en metodologias tedricas
y practicas, la divulgacion se apoya en herramientas del lenguaje para explicar los

conceptos de la ciencia, reproducir las imagenes, pues se trata de expresar ideas,
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resultados, hipdtesis, planteamientos. El lenguaje debe ser objetivo, claro, expresar
originalidad, sentido, conviccién, firmeza. La academia esta llamada a ser protagonista
de este didlogo inclusivo con la sociedad, al formar ciudadanos activos y eficaces frente

a los avances y cambios cientifico-tecnolégicos.

A continuacién, se muestra el link de acceso a la guia didactica en formato digital:

https://www.canva.com/design/DAEfiuRV0as/197miodnaQXavnGmXefgUw/edit
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Figura 18

Portada de la guia didactica
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones
El andlisis fisicoquimico del suelo de paramo pristino y quemado determind una

disminucion de la concentracion de nitrégeno del 46% en el suelo quemado (plot 4). Por
otra parte, también en el Plot 4 el analisis microbiol6gico mostré un menor recuento en

la carga bacteriana,.

Se aislaron 73 cepas bacterianas de suelo de paramo pristino y quemado siendo el género
Pseudomonas 12% mayor que Actinomicetos. Por otra parte, se aislaron 13 cepas

fangicas, predominando el género Mucor y Aspergillus.

Las estrategias de bioaumentacion y bioestimulacion aplicadas individualmente o en
conjunto aceleran el proceso de regeneracion del suelo en comparacion con la atenuacion
natural. Ademas, no se encontraron diferencias significativas en los parametros
fisicoquimicos evaluados, evidenciando que la configuraciéon del reactor es util para

mantener condiciones constantes durante la experimentacion.

La educacion ambiental mediante el uso de recursos didacticos es una estrategia Util para
el cuidado y proteccion del paramo, generando un vinculo entre la sociedad cientifica y
la comunidad con el fin de concientizar y reducir las practicas que afectan a este

ecosistema.

5.2 Recomendaciones
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Establecer un protocolo de cultivo y aislamiento de cepas fungicas que permita el

conteo de colonias presentes en el suelo.

Bioestimular el suelo con otros nutrientes como el fésforo ya que se inhibe en el suelo
por efecto del fuego. Ademas, el uso de inoculantes microbianos que encapsulen las
bacterias y brinden un entorno protector estable, definido y consistente que libere los

microorganismos gradualmente como el alginato de sodio.

Evaluar la actividad enzimatica incluyendo enzimas como deshidrogenasa y ureasa.

Socializar de manera presencial utilizando actividades recreativas la informacion
recopilada en la guia didactica con las comunidades aledafias a los paramos, con el
fin de lograr una mayor difusion de la tematica enfocada en la importancia y cuidado
del paramo.

ANEXOS

Anexo 1
Tabla de decision para determinar el tipo de material para la construccion del prototipo de biorreactor

Criterios Importancia | PVC | Vidrio | Acero Acrilico
inoxidable

Importancia x puntuacion
Resistencia/Durabilidad 10% 5 1 5 3

Inocuidad 10% 5 4 5 3
No genera reacciones que
puedan afectar la integridad
del experimento
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Costo
El precio venta es razonable y
accesible

30%

Disponibilidad
Se encuentra en la region o es
necesario importarlo o traerlo
de otra ciudad

10%

Versatilidad

Se puede aplicar o instalar de
una manera facil y confiable
atendiendo las necesidades
especificas

40%

TOTAL

100 %

2,2

3,3

Anexo 2

Célculo de la descompensacion o déficit de nitrégeno en el suelo de paramo simulado el incendio

Déficit de N en suelo

= (Contenido de nitrégeno suelo de paramo pristino)
— (Contenido de nitréogeno suelo de simulado el incendio)

Déficit de N en suelo = (87,9 mg/kg) — (47,6 mg/kg)
Déficit de N en suelo = 40,30 mg/kg

Posteriormente se calcul6 la cantidad de nitrégeno requerido para

bioestimulacion como se muestra a continuacion:

Concentracién de nitrégeno en nitrato de amonio: 34 % N
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340000 mgN —>1kgde NH,NO,
4030mgN —» X
X=0,00119 kg de NH,NO4

0,1 gde NH,NO;/ kg de suelo

Cantidad necesaria de NH,NO; para 700 g de suelo=0,007 g
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