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INTRODUCCION

Costa Rica es uno de los principales importadores de agroquimicos (Figura
1), en el aflo 2016 se importaron un total de 9620 distintos tipos de fertilizantes,
plaguicidas, herbicidas y abonos (PROCOMER, 2016). En 2016, esta entidad
reportd el uso de 11,4 kg/ha, por debajo de lo utilizado en China 17 kg/ha, y
mucho mayor que el utilizado en Estados Unidos, 2,5 kg/ha.

Costa Rica: balanza comercial de agroquimicos

Millones USD
2011-2015

500 -
400 -

| Exportaciones

300 - Importaciones
200 -
100 -
0 -

2011 2012 2013 2014 2015

Figura 1. Balanza Comercial de Agroquimicos. Costa Rica. Fuente: Estudios de
Mercado. Agroquimicos en Nicaragua. PROCOMER. 2016.

Segun la confederacion internacional OXFAM (2016), el uso de estas
sustancias en nuestro pais es sobreutilizado, principalmente en pifia y banano,
ocasionando problemas en la salud humana y en el ambiente. En 2013, Cabrera
sefiald que la creciente expansion del monocultivo de pifia provoca graves
problemas socio-ambientales en diversos cantones del pais, como carencias de
viabilidad ambiental de los sitios de cultivo, irrespeto de zonas de proteccion de
rios, nacientes y quebradas asi como la contaminacion de aguas. No obstante,

entidades como el Ministerio de Agricultura y Ganaderia y el Ministerio de
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Comercio Exterior, aseguran que se cumple con todos los estandares de calidad y
gque la pifia es uno de los productos con menos problemas de residuos
(CANAPEP, 2016).

La produccion de pifia (Ananas sp) en Costa Rica se convirti0 en un
sistema agricola intensivo desde los afios 80, y para el afio 2017se contabilizaron
43 000 ha de plantaciones de este producto, lo que incrementa el area de
influencia de este cultivo sobre los cuerpos delo agua (INCAE, 2017). La creciente
demanda de los mercados estadounidense y europeo, provoca que se deba
acelerar e intensificar la produccion y por ende cada vez es mayor la aplicacion de
herbicidas, fungicidas, nematicidas, insecticidas, fertilizantes y compuestos
agroquimicos, (Aguirre & Arboleda 2008). En el afio 2010 se reportd el uso de
cerca de 14 tipos de agroquimicos en este cultivo (Cuadro 1) y se espera que para

el afio 2017 el uso de los mismos no haya cambiado significativamente.
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Cuadro 1. Principales agroquimicos utilizados en el cultivo de pifia en Costa Rica.

2006-2012.

Sustancias Toxicas. 2012.

Tioo Nombre en el . .
P Mecanismo de Accion
mercado
Diazinon
o Etoprofos Inhibicion de enzima colinesterasa
Insecticidas _
Carbaril
Ametrina Bloquea el transporte de electrones
Bromacil Inhibicion del fotosistema |l
Herbicidas Diuron Inhibicion del fotosistema Il
Paraquat Inhibicion del fotosistema |
Regulador de ) Alteraciones en procesos fisiolégicos y
o Etefon .
crecimiento bioquimicos
Inhibicién y desnaturalizacion
Mancozeb o
enzimatica.
Aceites
agricolas
Fungicidas Tridemorf Inhibicién de la sintesis de ergosterol
Conazoles Interrumpe la funcién de la membrana
Clorotalonil Inhibicion sintesis de ATP
o Inhibicion de la biosintesis de esterol
Fungicidas pos- o
Triadimefon en las membranas
cosecha
Fuente: Modificado de Importacion y Uso de Plaguicidas en Costa Rica: periodo

Informe Area Diagnostico, Instituto Regional de Estudios en
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Las malas practicas de cultivo provocan que ciertos residuos se incorporen

al flujo hidraulico de muchos cuerpos de agua y por escorrentia a lagos y rios,

dependiendo del grado de pendiente y el uso de agroquimicos (Ruepert et al.

2005). El Cuadro 2 resume los diferentes agroquimicos encontrados en cuerpos

de agua segun publicaciones cientificas y reportes en medios de comunicacion en

los udltimos afios. Como se puede observar se ha detectado la presencia de

agroquimicos en rios, cuencas, acueductos y humedales.

Cuadro 2. Agroquimicos encontrados en cuerpos de agua de los principales

cantones productores de pifia en Costa Rica.

Canton Localidad Compuestos Referencia
encontrados
Escurrimento  al | Limén bromacil, diuron, | REPcar, 2011
Mar Caribe clorpirifés, endosulfan,
(CICA-
o o-clordano, HCH, vy
(Agua superficial y CIMAR)
fenbuconazol
sedimentos en
rios)
Siquirres El Cairo, Milano y | bromacil, diuron y otros | Informe  del
Luisiana de | plaguicidas Estado de La
(Fuentes de agua | _
] Siquirres Nacion, 2013.
y rios) -
Periddico La
Nacion 2008.
ametrina, carbofuran,
clorotalonil, diazinon, | Castillo et al.
Cuenca Rio | diurdn, 2011

Madre de Dios,
Laguna Madre de

epoxiconazole,
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Dios, Limon etoprofos
San Carlos Acueducto de | agroquimicos Instituto de
Veracruz Acueductos vy
(Fuentes de agua)
Alcantarillados
bromacil (AyA). La
Pital Nacion (2016)
Guatuso Rio Barbudero plaguicidas Semanario
] Universidad
(Rio)
(2009)
Pococi Llano Bonito, | varios plaguicidas, entre | Periddico La
Sector Nueve, | ellos los herbicidas | Prensa Libre

(Rios, fuentes de

Santa Rosa de La

ametrina y bromacil, el

(2013)

agua) . . - .
Rita, Aguas Frias | fungicida propiconazole _
. o o Laboratorio de
de Roxana, La |y elinsecticida diazinon o
_ _ Analisis  de
Curia, San Luis de )
o Residuos de
Jiménez y -
o Plaguicidas
Parismina
de la
Universidad
Nacional
(UNA)
Guacimo Cuenca del Rio | carbaril, diazinon, | Echeverria et
. Jiménez etoprofos, Bromacil, | al. 2012
(Rios) _ :
ametrina, hexazinona,
diurén, triadimefén vy
clorotalonil
Los Chiles Humedal de Carfo | ametrina, bromacil, | Fournier et al.
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(Rios y | Negro diuron, diazindn, | 2017

Humedales) i i etoprofos
Rio Frio y la
Muerte

Buenos Aires Humedal Térraba- | bromacil y ametrina Semanario
Sierpe Universidad

Perez Zeled6n

CICA, 2014

Ademas de sus efectos en el ser humano, Echeverria y colaboradores
(2012) sefalan que la presencia de agroquimicos provenientes de pifieras afectan
a las comunidades de peces e insectos acuaticos. Otros estudios demuestran
efectos negativos de los agroquimicos como inhibicibn de crecimiento vy
peroxidacion lipidica en microalgas, bacterias, protozoos y crustaceos (Ma et al.
2002) (Tsui &Chu. 2003). Esto revela la necesidad urgente de implementar o
desarrollar tecnologias limpias, con el propdésito de asegurar la calidad de la
descarga de los procesos agricolas a los cuerpos de agua (Torzillo et al. 2012).

Se han desarrollado diversos métodos para eliminar los agroquimicos de
los ambientes acuaticos (Cuadro 3), los cuales utilizan procesos térmicos,
guimicos, fisicos y biolégicos. Una alternativa innovadora, es la incorporacion de
microorganismos como cianobacterias a sistemas de tratamiento, que al ser
pequefios, con altas tasas de reproduccion y con una gran relacion entre la
superficie y el volumen celular ofrecen ventajas sobre otras técnicas de remocion
de compuestos contaminantes tanto organicos como inorganicos (Zinicovscaia &
Cepoi 2016). Estas caracteristicas les confieren ciertas ventajas en la capacidad de

remover agroquimicos, como los que se utilizan en la industria pifiera.
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Cuadro 3. Métodos convencionales para el tratamiento de aguas con

agroquimicos

Método Descripcién Ventajas Desventajas Referencia
Altos costos
y No Complejo
o Combustion . Hattab &
Térmico subproductos No util para
controlada o Ghaly. 2012.
toxicos algunos
agroquimicos
L Molina et al.
Oxidacion
. 2014.
Reduccion
Agentes
cataliticos e y
o o o Formacion de
Quimico hidroliticos Réapido _
y subproductos Misra et al.
Coagulaciéony
_, 2013.
Floculacion
o Redi & Kim.
Fotoquimico
2015.
y Hattab &
Absorcion
. Ghaly. 2012.
. compuestos _ Formacion de
Fisico o . In situ
inérganicos subproductos
. Sarlak et al.
Nanoparticulas
2014.
o y _ Formaciéon de | Magbool et al
Bioldgico Degradacion In situ
subproductos 2016

Las cianobacterias tienen un gran potencial para ser utilizadas en sistemas de
biorremediacion. En la actualidad existen cerca de 4500 especies identificadas
dentro del filo Cyanobacteria (Guiry & Guiry 2017). Se han propuesto diversas

16



clasificaciones ya que la clasificacion taxondmica de las cianobacterias es confusa

y se necesita mas investigacion para lograr un consenso.

Dentro de las clasificaciones mas aceptadas se encuentra la de Rippka y
colaboradores (1979) (Cuadro 4). Esta clasificacion plantea cinco grupos
diferenciados por estructuras, formas y tipo de division celular, lo que hace mas
sencillo su identificacibn a nivel de microscopio. Se han propuesto otras
clasificaciones como la de Komarek (2006) donde se toman en cuenta aspectos
moleculares, pigmentos, caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas,
ultraestrusturales y ecofisiologicas, lo que se denomina analisis polifasico
(Komarek, 2006), y otras como la de Ruggiero y colaboradores (2015), en donde
se presenta una clasificacién concenso tomando en cuenta mas de 1,6 millones de

especies, en donde se incluye la clasificacion taxonémica de las cianobacterias.
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Cuadro 4. Clasificacion taxondmica de cianobacterias segun Rippka et al. (1979).

Subgrupo Estructura | Particularidades Algunos géneros
Fision binaria o
gemacion. La Synechococcus
Chrococcales divisién ocurre en | Gloeothece Gloeobacter
Unicelular o

Pleurocapsales

formacién de
colonias.
Forma
esférica,
cilindrica u

ovalada

uno, dos o tres

planos.

Gloeocapsa Synechocystis

Fision binaria y
multiple.
Formacion de
pseudofilamentos
. Algunas veces
presencia de

baeocitos

Dermocarpa Nostoc
Dermocarpella

Chroococcidiopsis

Oscillatoriales

Nostocales

Stigonematales

Filamentosas
, forman
tricomas.

Formacién de

hormogonios

El tricoma posee
solo células
vegetativas y la

divisién ocurre en

Spirulina
Oscillatoria Grupo A- LPP
Pseudoanabaena Grupo B-

LPP
un solo plano
Presencia de
acinetos y
) Nostoc Anabaena
heterocistes. _ _
N » Nodularia Calothrix
Ramificacion
Scytonema

falsa en algunos

de los géneros

Presencia de
acinetos y

heterocistes

Chlorogeopsis Fischerella

Mastigocladus
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Al igual que las bacterias gram negativas, las cianobacterias tienen una pared
celular con una capa de peptidoglicanos delgada, de composicion y el
entrecruzamiento variable. (Lee, 2008). Algunas poseen una cubierta o capsula de
polimeros extracelulares (EPS) compuesta de mucilago y pequefias cantidades de
celulosa (Lee, 2008). Ademas, poseen dos membranas, una externa que forma la
pared celular y es rica en mureina, y una capa interna que conforma la membrana

plasmética, la cual separa el citoplasma del periplasma (Fig.2).

Carotenoides

Clorofila a ™ Periplasma o

a . :> Meml?rana — P @ Respiracion
Fotosintesis Tilacoidal

.. S celular
Respiracion celular Citoplasma == Pared Celular

Protones H+ # Tilacoidal

"™ Membrana
Citoplasmatica

Figura 2. Célula cianobacteriana, membrana celular y compartimentos. Fuente:

Modificado de Photosynthesis and Respiration in Cyanobacteria. 2001.

Las cianobacterias, ademas tienen la capacidad de secretar polisacaridos,
gue les proveen proteccion contra otros organismos, luz, desecacion, también les
proporciona la capacidad de agregacion para formar biotapetes y de movilizacion
en superficies solidas (Lee, 2008). El proceso de excrecién de polisacaridos como
mecanismo de proteccion, adhesién y estructura también ha sido reportado en
bacterias (Whitfield, 2006; Parkar et al. 2017). Esto les ha permitido a ambos

grupos a adaptarse exitosamente a diferentes tipos de ambientes.

La principal diferencias entre las bacterias y las cianobacterias, es que

estas Ultimas son organismos fotosintéticos. EI mecanismo fotosintético en
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eucariotas cianobacterias es similar al que utilizan las cianobacterias (Hohmann &
Blankenship, 2011), ya que la evidencia indica que los eucariontes fotosintéticos
se originaron de la endosimbiosis de microorganismos similares a cianobacterias
(Raven & Allen 2003). La endosimbiosis origind el intercambio de material
genético entre el hospedero y el huésped, lo cual generé una dependencia
evolutiva entre los mismos (Keeling, 2009). Las cianobacterias darian origen a lo

gue hoy se conoce como el cloroplasto.

La mayoria de los organismos fotosintéticos comparten: el centro de
reaccion unico (CRs); el fotosistema | (PSI); el fotosistema Il (PSIl) y el mecanismo
de transferencia de electrones desde el H,O hacia una molécula de NADPH+
(Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato), cuya forma reducida, NADPH, es
usada en la sintesis de carbohidratos (Fig. 3) (Kumar et al.2012). Al igual que las
plantas y algas, las cianobacterias contienen pigmentos fotosintéticos como la
clorofila a, b, d y f (Airs et al. 2014; Behrent et al. 2015). Algunos grupos
contienen carotenoides y ficobilinas (ficocianina, allopicocianina y ficoeritrina),
estos compuestos estdn organizados en complejo multiproteicos llamados
ficobilisomas (Lee, 2008). En la Figura 4 se muestra la estructura de los tipos de

clorofila que se pueden encontrar en cianobacterias.
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Figura 3. Representacion esquematica del complejo de proteinas involucrado en la
fotosintesis de cianobacterias. Fuente: Modificado de The Manganese calcium

oxide-cluster of Photosystem Il and its assimilation by the Cyanobacteria (2006).

3

Ry R, Ry Ry
Chilorophyll a CHy CH=CH, CH; CH;-CH;y
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Chilorophyll £ CHO CH=CH; CH; CH;-CHy

Figura 4. Tipos de clorofila presentes en cianobacterias. Fuente: Chlorophylls d
and f and their role in primary photosynthetic processes of cyanobacteria. 2016
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La fotosintesis en cianobacterias inicia cuando los ficobilisomas unidos a la
superficie de la membrana fotosintética absorben la luz en forma de fotones. Estos
sistemas antena estan formados por ficobiliproteinas unidas covalentemente por
ficobilinas. Las ficobilinas canalizan la energia absorbida hacia el Fotosistema | y Il
(CRs: proteinas-pigmentos). En la mayoria de las cianobacterias la cantidad de
complejos PSIl es menor que la de los complejos PSI (relaciéon 3:: 5.8). Las
ficobiliproteinas se asocian primero con el fotosistema Il (Figura 5a), sin embargo

en algunas condiciones pueden asociarse el fotosistema |I.

La conversion de energia solar en energia quimica es el resultado de
reacciones en tdndem que ocurren en los centros de reaccion, la energia se
transfiere a las moléculas de clorofila P680 (PSIl) y luego al complejo
heterodimérico P700 (PSI) en donde inicia el proceso de conversién energético.
En ambos fotosistemas se encuentran cofactores redox y sistemas de
transferencia de electrones que provienen del agua y son transferidos a NADP+
(Figura 5b)
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Figura 5. A. Sistema de transferencia de energia de ficobilisomas al fotosistema.
B. Esquema Z de la fotosintesis oxigénica en cianobacterias representando la
transferencia de electrones del agua a NADP+. Modificado de Stress Biology in

Cyanobacteria. 2013.

Las investigaciones relacionadas con las caracteristicas de la membrana y
la pared celular, asi como de sistemas con la fotosintesis en cianobacterias han
sido de gran interés para estudiar los mecanismos que utilizan en la degradacién y
acumulacion de compuestos contaminantes (Zinicovscaia & Cepoi, 2016). Ademas
de estudiar el efecto de estos compuestos en la fotosintesis, respiracién celular,
expresion genética, division celular y produccion de enzimas con el fin de conocer

la sobrevivencia y la tolerancia a los diferentes compuestos (Ibrahim et al. 2014).

Los microorganismos tienen la capacidad de remover sustancias contaminantes
del medio, entre ellas compuestos organicos como los agroquimicos. El potencial
de las cianobacterias en la remocion de estos compuestos ha sido reportado para

varias cepas (Cuadro 5), las cuales son capaces de remover y degradar del medio
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compuestos tan toxicos para los ambientes acuaticos como lo son los

agroquimicos.

Cuadro 5. Estudios sobre capacidad de remocién de agroquimicos en diferentes

microalgas (algas verdes y cianobacterias).

Organismo

Compuesto

Referencia

Microcystis aeruginosa

Diuron
Acido2,4-diclorofenoxiacético
Fernoxone
BHC

Swain et al. 1994

Scenedesmus sp.
Scenedesmus sp 2
Chlamydomonas sp

Stichococcus sp
Chlorella
Nostoc sp 1
Nostoc sp 2
Nostoc sp 3
Nostoc muscorum

Anabaena sp

Fenamiphos

Céaceres et al. 2008

Anabaena sp
Arthrospira fusiformis
Leptolyngbya boryana
Microcystis aeruginosa

Nostoc punctiforme

Spirulina platensis

Herbicida (Glifosato)

Forlani et al. 2008

Oscillatoria sp

Paraquat

Acido2,4-diclorofenoxiacético

Kumar et al. 2010
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Synechocystis sp.

Anilofos Singh et al. 2011
PUPCCC 64
Westiellopsis
prolifica, Nostoc hatei, Carbofuran, Clorpirifos y

Jha et al. 2005
y endosulfan

Anabaena sphaerica

Anabaena
oryzae, Nostoc . _
Malatién Ibrahim et al. 2014
muscorum, and

Spirulina platensis

Dentro de los mecanismos que utilizan las cianobacterias para remover
estas sustancias se encuentra la absorcion y la adsorcién. La absorcién es el
proceso mediante el cual se incorporan sustancias dentro de una célula; mientras
gue adsorcion se refiere a la adherencia de alguna sustancia en la superficie
celular (Gadd, 2008) (Fig. 6). Ambos son procesos efectivos y generalmente de
bajo costo, que puede ser usados para la remocidon de contaminantes como

agroquimicos y metales pesados.

Adsorcién
®% 2 ©9¢°®e

Membrana
_
Celular

Capade
peptldogllcanos

Figura 5. Representacion de la localizacién de las moléculas luego del proceso de

absorcion y adsorcion en células cianobacteriana.
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La absorcion y la adsorcién son procesos que involucran la participacion de
la membrana y la pared celular. En la biorremediacion de agroquimicos se han
propuesto ademas otros mecanismos como lo son la uniéon a complejos proteicos
(Zimmermann et al. 2006), la degradacion (Lipok et al. 2009) y la mineralizacion
(Lipok et al. 2007).

Los agroguimicos son sustancias que no solo afectan la estructura celular si
no que alteran procesos fisiolégicos y biogquimicos, tales como la sintesis de
enzimas y la fotosintesis (Zheng et al. 2013). En cepas de cianobacterias se ha
demostrado que afectan la tasa de crecimiento, la fotosintesis, la fijacion de

nitrégeno y las actividades metabdlicas (Singh et al. 2013)

El estudio de la alteracidén morfoldgica vy fisioldgica de las células después
de estar en contacto con las sustancias contaminantes es muy importante para
conocer su potencial en sistemas de biorremediacion, ya que se debe determinar
los efectos inhibitorios o estimulantes en la tasa de crecimiento y los procesos
fisiologicos (Dubey et al. 2013). Se han considerado diversos criterios para
determinar la viabilidad en cianobacterias, entre ellos los cambios morfologicos,
bioquimicos, modificaciones en el citoesqueleto y cambios ultraestructurales
(Zheng et al. 2013).

La metodologia utilizada para determinar los cambios morfologicos es la
microscopia de luz y la de fluorescencia ultravioleta. Segin Zheng y colaboradores
(2013) mediante estas técnicas se puede identificar el proceso de muerte celular y
viabilidad en células vegetativas, hormogonios, heterocistes y acinetos. En los
ultimos afios la citometria de flujo ha emergido como herramienta util para

determinar la viabilidad celular.

La citometria de flujo, es una técnica de analisis automatizado de células o
particulas biologicas, es capaz de analizar multiples parametros de una célula y ha
sido ampliamente utilizado para evaluar y cuantificar las condiciones de estrés a

nivel celular, asi como la toxicidad de diversas sustancias en cianobacterias
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(Franklin, 2001)(Hadjoudja et al. 2009),(Prado, 2009). Esta técnica también ha
sido utilizada para separar células mutantes de Synechococcus sp. strain PCC
7942 (Perelman et al. 2002), estudios de afloramientos de Microcystis (Zhou et al.
2012) y analisis de fitoplancton (Dijk et al. 2010).

El sistema estandar BD FASCalibur de citometria incluye un laser (15mW,
488 nm, argon) y detectores para dos parametros de dispersion y tres parametros
de fluorescencia. Adicionalmente, puede tener un laser adicional (635 nm) y
detector de diodos (FL4) (BD FACSCalibur Instructions For Use, 2007). La luz del
laser se enfoca en el flujo de células por un lente, esta es interceptada por
detectores, los cuales envian los datos a un programa informatico que permite
analizarlos. La fluorescencia y la dispersion proveen informacion acerca de la
forma, el tamafio, la granularidad del citoplasma vy la intensidad de la fluorescencia
en cada célula. La dispersion frontal (FSC siglas en inglés) es colectada por el
diodo frontal y la dispersion lateral (SSC siglas en inglés) es colectada por lentes
colectores de fluorescencia, espejos dicroicos (DMs) y fotomultiplicadores (BD
FACSCalibur Instructions For Use, 2007) (Figura 7)
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Figura 6. Diagrama funcionamiento basico de la citometria de flujo. Se sefialan las
etapas de entrada de fluidos o células, la seccion Optica, la electronica y la
seleccion de células y desechos. Fuente: Modificado de Basic Principles in Flow
Cytometry. Universidad de Berkley.

La dispersion frontal es proporcional al area y tamafio de la superficie
celular, por lo que es util para distinguir poblaciones celulares de diferente tamafio
y forma; la dispersion lateral es proporcional a la granularidad del citoplasma
celular o la complejidad interna de la misma, al menos en eucariotas. Un gréfico
bivariado de FSC y SSC permite diferenciar tipos de células en poblaciones
heterogéneas (BD FACSCalibur Instructions For Use, 2007). El laser de argon es
utilizado en citometria de flujo debido a que emite luz a 488 nm lo cual genera la
excitacion de mas de un fluorocromo. Uno de estos es el isocianato de
fluoresceina, el cual tiene un pico de absorcion maximo de 488 nm (Introduction to
Flow Cytometry: A Learning Guide, 2000).

Dentro de esta técnica, los principales parametros que se utilizan para
determinar la viabilidad celular son la medicion de la autoflorescencia y el

procesamiento celular del isocianato de fluoresceina(FDA), es cula es un indicador
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de la integridad de la membrana (Hyka et al. 2013). La autoflorescencia permite
evaluar pigmentos como clorofila a, b, ¢ y d, ficoeritrinas y carotenoides; todos
estos pigmentos absorben radiacién a 488 nm y presentan un pico de emision a

longitudes de onda mayores a 600 nm, todos son detectados por el filtro FL3.

El ensayo con diacetato de fluoresceina (FDA) ha sido utilizado en estudios
fisiolégicos de diferentes tipos de células y fitoplancton (Latour et al. 2004), asi
como en evaluaciones de la toxicidad de diferentes agroquimicos y metales
pesados en microalgas (Prado et al. 2009). Es un compuesto no polar, hidrofébico
y sin fluorescencia, su absorbancia maxima es a 490nm y la emision maxima de
513 nm (Hyka et al. 2013) (Fig. 8), tiene una alta absorcion, excelente energia de

fluorescencia y alta solubilidad en agua (Stratiber & Muller, 2010).

Una vez dentro de la célula, el FDA es hidrolizado por esterasas no
especificas que generan la fluoresceina, que si es fluorescente (Li et al. 2011)
(Fig. 9). Las esterasas son principalmente lipasas y acilasas, las cuales son
esenciales para el metabolismo de fosfolipidos en las membranas celulares (Prado
et al. 2009). Debido a la alta polaridad de la fluoresceina es atrapada dentro de las
células mostrando la integridad de la membrana, y la intensidad de la
fluorescencia se incrementa en el tiempo dependiendo de la actividad metabdlica
de las esterasas (Prado et al. 2009). De esta manera, la observacion de una sefal
fluorescente en células que fueron tratadas con FDA indica que aun se mantiene
una funcion celular, y por lo tanto se interpreta como evidencia de viabildiad

celular.
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FITC= Isotiocianato de fluoresceina
PE= Ficoeritrina

PerCP= Proteina Clorofila Perifina
APC= Aloficocianina
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Figura 7. Intensidad Normalizada en relacion con la longitud de onda (nm) de los

fluorocromos Isotiocianato de fluoresceina, Ficoeritrina, Proteina Clorofila Perifina

y aloficocianina. A. Espectro de absorcion. B. Espectro de emision. Fuente:

Modificado de Introduction to Flow Cytometry: A Learning Guide. 2002.
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Figura 8. Transformacion del diacetato de fluoresceina en fluoresceina por accién
de las enzimas esterasas.. Fuente: Modificado de A Fluorimetric Sensor for
Detection of One Living Cell. 2007.

Se ha reportado la citometria de flujo como una técnica para determinar la
viabilidad celular de las cianobacterias expuestas a agroquimicos (Yamagami et
al. 1994; Du et al. 2017). No existe reporte de investigaciones que hayan utilizado
esta técnica en nuestro pais para determinar la viabilidad celular en
cianobacterias. lgualmente, no hay investigaciones relacionadas con la remocion
de agroquimicos utilizando estos microorganismos.

Las cepas que se utilizaron en esta investigacion forman parte de la
coleccibn de cianobacterias y microalgas del laboratorio de Microbiologia
Ambiental. Estas cepas se han identificado basandose en técnicas moleculares
(Morales, 2008) y se han utilizado en diferentes proyectos para la biorremediacién

de metales como aluminio, zinc y cobre (NUfiez, 2012).
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JUSTIFICACION

Los agroquimicos son sustancias muy toxicas que alteran los procesos
fisioldgicos de las células. El uso intensivo de los mismos en la produccion de pifia
en nuestro pais es un grave problema, ya que ocasiona que residuos de estos
compuestos lleguen a los cuerpos de agua y afecten a organismos como peces,
macroinvertebrados, plantas acuaticas y microorganismos; asi como a la
poblacion en general. En los principales cantones pifieros del pais se ha reportado
la presencia de estos compuestos en rios, lagunas y humedales.

La utilizacion de mecanismos quimicos y fisicos para remover estos
compuestos ha sido reportada en la literatura, sin embargo el empleo de
microorganismos como las cianobacterias en sistemas de biorremediaciéon es un
proceso alternativo y novedoso. Estudios demuestran que las cianobacterias
tienen la capacidad de remover agroquimicos del medio en el que viven. Las
caracteristicas de estos microorganismos las hacen buenas candidatas para ser
incorporadas en sistemas de tratamiento, con el fin de reducir y eliminar estos
compuestos.

Las cepas de la coleccion de ambientes extremos del Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular han demostrado su capacidad en la
remocion de diversos metales pesados, por lo que pueden tener un alto potencial
en la biorremediacién de agroquimicos; proceso que ha sido demostrado en la
literatura utilizando otras cepas de cianobacterias. Este estudio es el primero en
Costa Rica en utilizar estas cepas de cianobacterias para remover agroquimicos
del medio.

La citometria de flujo es una técnica utilizada en analisis de células
humanas, sin embargo este es el primer estudio en nuestro pais que utiliza esta
técnica para determinar la viabilidad celular en suspensiones libres de células de
cianobacterias. Ademas del establecimiento de un protocolo de preparacion de
las muestras y analisis de resultados que pueden ser Utiles para futuras

investigaciones.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la capacidad de remocién de Paraquat® (Gramoxoén), Diuron® y
Bromacil® de dos cepas de cianobacterias aisladas de fuentes termales de Costa

Rica para la recuperaciéon de aguas residuales.

Objetivos Especificos

1. Determinar la isoterma de adsorcion de los agroquimicos sobre las dos
cepas de cianobacterias.

2. Estimar la cinética de adsorcion y el efecto del pH en dicha cinética, de la
cepa que presente la mayor absorcion de los agroquimicos.

3. Evaluar el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular de las cepas

de cianobacterias utilizando citometria de flujo.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de cianobacterias

Se utilizaron dos cepas de cianobacterias pertenecientes a la coleccion de
cianobacterias termofilicas del area de Microbiologia Ambiental del CIBCM,
aisladas de fuentes termales. Dichos morfotipos han sido identificados como 7M
MO04 Leptolyngbya sp 2 (Morales, 2008) y M03 Nostoc (Fig.10). El género
Leptoylyngbya pertenece al orden Synechococcales, se caracteriza por ser una
cepa filamentosa, con células vegetativas alargadas y en algunos casos presencia
de hormogonios. El género Nostoc, por otro lado forma parte del orden Nostocales
y se caracteriza por la presencia de heterocistes y acinetos, las células tienen

forma esférica.

Figura 9. Fotografia microscopio de luz.A.Cepa 7M M04 Leptolyngbya sp 2.
Fuente: Morales (2008). B. Fotografia microscopio de luz Cepa M03 Nostoc sp

Preparacion de la biomasa de cada cepa

Las cianobacterias se mantuvieron en medio modificado BG;; Rippka et al.
(1979). Cuando la biomasa fue suficiente, fue filtrada y , lavada 3 veces con agua
Milli-Q y secada a 45°C durante 24 h (Fig. 11). La biomasa seca se morterizd y
almacend en tubos conicos estériles de 15 mL en una desecadora para su
posterior utilizacion. Se hicieron pruebas preliminares con diferentes

concentraciones de los agroquimicos para obtener las isotermas de absorcion.
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Figura 10. A. Escalamiento de biomasa en Erlenmeyer. B. Secado de biomasa a
45°C durante 24 h.

Preparacion de los herbicidas

Se utilizé la version comercial de los herbicidas Paraquat® y Bromacil®. El
Paraquat® (20SL), es distribuido por la casa comercial Colono Agropecuario y el
Lote utilizado fue el A0431502, el Bromacil® (80 WP) por su parte esta registrado
por la casa comercial Agromart. INQUISA dentro del lote 0703815. El Paraquat®
tiene una presentacién liquida espesa de color verde, por lo cual para obtener las
concentraciones utilizadas (0, 28.76, 71.42, 114.28, 157.15, 200.01, 244.69,
285.70 mg /L) se hicieron diluciones con agua MilliQ estéril. EI Bromacil®, tiene
una presentacién en polvo blanco, que fue disuelto en agua MilliQ para obtener
disoluciones utilizadas (0, 100, 200, 300, 400, 500 mg/L). EIl herbicida Diuron®
es distribuido por la casa comercial Agromart. INQUISA con el numero de lote

2030714, y tiene una consistencia liquida blanca espesa.

Se utilizaron envases plasticos previamente lavados con jabon Alconox y
agua destilada para eliminar las posibles sustancias contaminantes de los tubos.
Los patrones para la elaboracion de la curva estandar en el espectrofotometro de
luz ultravioleta fueron facilitados por el Centro de Investigacion en Contaminacion
Ambiental (CICA).

35



Las principales caracteristicas de los agroquimicos se muestran en el Cuadro 6

Cuadro 6. Principales caracteristicas y propiedades de los herbicidas Paraquat®,

Bromacil® y Diuron®.

Paraquat®

Bromacil®

Diuron®

Dicloruro de 1,1'-

5-Bromo-3-sec—buti

3-(3,4-Diclorofenil)-

dimetil-4,4'-
Nombre L |-6—metiluracil 1,1-dimetilurea
bipiridilo
S Uracil Fenilurea
Bipiridilo
Férmula
C12H14C|2N2 CnggBerOz C9H10C|2N20
Molecular
o CH, O <
Estructura =\ [\ HyC I Br a HoG
. Hac'\ M\ /'CHa (Y N—CH,
quimica " OA\N - hY
H 3 o
Peso Molecular 274,17 261,12 233,09
Solubilidad en
agua® (mg/L a 62 815 42
20°C)

Caracteristicas

de hidrolisis

Hidroliticamente
estable en
condiciones
acidas, neutras y
alcalinas, no hay
una disminucion
significativa de la
concentracion a
pH 5,7y 9
después de 30

Estable con bases
acuosas. Se
descompone

levemente con acidos

concentrados.

Se descompone
entre 180y 190 °C
librando gases
toxicos de cloro y
nitroxidos.
Poco estable en
condiciones

alcalinas®
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dias a 25°Cy
40°C*

Caracteristicas

Vida media

estimada en agua

bajo ambientes
Europeos fue

calculada entre 2

Vida media en suelo

275 dias

Se descompone

levemente en

de fotolisis y 280 afios, Baja descomposicion . ;
_ ) 5 presencia de luz
dependiendo de | en presencia de luz
la intensidad de
luzyla
profundidad*
Toxicidad® [ Y, IV
Herbicida de

Modo de accion

en plantas

contacto no
selectivo que se
absorbe por
follaje. Destruye
el tejido de la
planta, es un
disruptor de la
fotosintesis y de
la membrana
celular. Esto
provoca la salida
de agua y la
rapida
desecacion del

follaje®

Herbicida sistémico
de amplio espectro.
Inhibe la fotosintesis
y el crecimiento de la

planta

Herbicida sistémico
de amplio espectro.
Inhibe la fotosintesis
y el crecimiento de
la planta. Ocasiona

peroxidacion lipidica

Efecto en

Ligeramente

toxico para peces

organismos

No téxico para peces

y

toxico para peces e

Moderadamente
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acuaticos Embriotoxiciday | macroinvertebrados. invetebrados

teratogenicidad No se bioacumula® acuaticos’
en peces 'y Utilizado como
anfibios. alguicida

Afecta especies
de algas de agua
dulce y plantas

acuaticas®

TFAO Specifications and Evaluations for Agricultural Pesticides, 2003.

2Clasificacion segln el Servicio Fitosanitario del Estado, Costa Rica.
*PANAP_http://www.panna.org/sites/default/files/Paraquat®%20monograph%20final%202011-1.pdf
*http://www.wsdot.wa.gov/NR/rdonlyres/7004073D-DBAD-4BBA-B32D-04082C699136/0/Bromacil®.pdf

°PubChem Open Chemistry Database._https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Moilanen & Crosby. 1974. The photodecomposition of Bromacil®. Arch Environ Contam Toxicol. 2:3-8

"Okamura. 2002. Photodegradation of the antifouling compounds Irgarol 1051 and Diuron®released from a commercial antifouling paint.
Chemosphere. 48:43-50

8 Djebbar, K. et al. 2008. Comparison of Diuron®degradation by direct UV photolysis and advanced oxidation processes. Journal of
Environmental Management. 88:1505-1512.

9 Environmental Fate of Diuron®. http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/fatememo/Diuron®.pdf

Andlisis de adsorcion y analisis residual del contenido del pesticida en la
solucion

Se utilizé el protocolo publicado por Kumar y colaboradores (2010). La
adsorcién de los herbicidas fue determinada en lotes con tres réplicas. Se
colocaron 200 mg de la biomasa seca en cada tubo y se agregaron 10 mL de la
disolucion del herbicida en una concentracién conocida (Fig. 18a), se mantuvo en
agitacion 100 rpm durante 96 horas a temperatura ambiente (25 + 2 °C). Antes de
realizar las isotermas se hicieron evaluaciones previas con diferentes rangos de
concentraciones y pH en placas de cultivo plasticas con 5mg de biomasa y 5 mL
del herbicida durante 3 h de exposicion.

La biomasa se separ6 por centrifugacion a 5,000 rpm. El sobrenadante se
coloco en tubos limpios para la determinacién de la concentracion residual de

pesticida. La absorbancia en la disolucion se obtuvo en un espectrofotbmetro de
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luz ultravioleta. El Paraquat® fue cuantificado a 257 nm (Sannino et al. 2007) y el
Bromacil® a 405 nm Bromacil® (Linde et al. 1996). Los resultados de las
concentraciones remanentes en la isoterma de Paraquat® fue validado mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) en colaboracién con el CICA. El
pH utilizado en todos los experimentos fue de 7, ya que se traté de modificar el pH
utilizando acido clorhidrico a 1% y se observé una disminucion en la concentracion

del mismo.

Cinéticay modelos de isotermas de los datos de adsorcién

Se realizdé un modelo de la aproximacion a ecuaciones empiricas como las
de Freundlich y Langmuir ya que se ha encontrado previamente que los datos
siguen este tipo de curva (Kumar et al. 2010). Una vez encontrada la capacidad de
absorcion maxima, se determind la ecuacion de la cinética solamente a la reaccion
de la cepa Leptolyngbya sp 2 con el herbicida Paraquat®. La escogencia de la
misma se baso6 en la cantidad de biomasa, y que la concentracion remanente del
herbicida se comprobd por HPLC. Se utiliz6 200 mg de biomasa en cada tubo, el
volumen total del agroquimico fue de 15 mL a una concentracion de 100 mg/L.

Analisis de viabilidad celular

Después de los analisis de cuantificacion de adsorcién se tomaron las
células y estas fueron lavadas con agua destilada estéril y maceradas levemente.
Posteriormente se filtraron con un tamiz de 40 um (Fig. 12a y b) y el filtrado fue
colocado en tubos Corning Falcon Round Bottom de poliestireno. En cada tubo se
agregaron 3 gotas de fluoresceina al 1% en agua destilada minutos antes de la
medicidén, se agitd levemente en un agitador. Se utilizd6 como referencia el
protocolo establecido por Hadjoudja y colaboradores (2009). El citdmetro marca
BD FACSCalibur™.
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Figura 11. A. Macerado de la muestra antes de ser filtrada para citometria. B.

Sistema de filtracion con tamiz de menos de 40 um.

El andlisis posterior de los datos se realizd6 con el software BD
FACSComp™, para obtener el porcentaje de células considerado como viables y
no viables, los graficos de dispersién de las células y el promedio en cada
medicion segun el fluorocromo utilizado. Se utiliz6 como control las cepas que no
habian sido expuestas a los herbicidas, y con esto se determind la medicion
estandar para FL1 y FL3, que corresponden a la fluoresceina y a la clorofila
respectivamente (Fig. 13). Como control positivo se utilizaron cianobacterias
expuestas a cloro al 3% durante 30 min.

Se tom6 una de las réplicas expuestas a los herbicidas de cada
concentracion y se tomaron fotografias utilizando un microscopio de fluorescencia
ultravioleta para evaluar el efecto de los mismos en la fluorescencia y los

pigmentos.
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Figura 12.Resultados del tratamiento control en el analisis de citometria que
se utiliz6 como medicién estandar. FL1 corresponde a la fluoresceinay FL3
a la clorofila. Se midieron 100000 eventos. Lalinea azul sefiala las células
no afectadas o viables (M1) y la linea roja las células afectadas (M2) o no
viables. A. Diagrama de dispersiéon. Cada punto representa la mediciéon de
una célula. B. Cuadro de resultados que se obtienen en cada medicion.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con un analisis de variancia para determinar si
existe una diferencia entre los tratamientos utilizados. En caso de un resultado
positivo, se utilizé una prueba post-hoc de Tukey-Kramer. El analisis se realiz6 con
el paquete estadistico R con la interfase R studio para comparar los resultados
obtenidos en el analisis de citometria de flujo. Los graficos de este analisis
también fueron elaborados en este programa. Los valores de las ecuaciones de
las isotermas y la cinética se obtuvieron en el programa OriginPro y se graficaron

en el programa estadistico R.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Isoterma de adsorcion del herbicida Diuron® con las cianobacterias

Leptolyngbya sp y Nostoc sp.

Se hicieron evaluaciones previas para encontrar las concentraciones a
utilizar y con esto determinar la isoterma de adsorcién utilizando Diuron®, sin
embargo se did la formacion de un precipitado de color blanco que se mantenia
adherido a la placa utilizada en este ensayo (Fig. 14). Esto dificultd el analisis de
los datos ya que no fue posible cuantificar con precision la concentracion
remanente. La formacion del precipitado se observé en todas las concentraciones
evaluadas a pH 7, por lo que no se pudo determinar la capacidad de remocién de

Diuron® de las dos cepas de cianobacterias.

| Durante la exposicién del agroquimico ‘

7M Paraquat

7M Diuron

MO3 Paraquat

MO3 Diuron

7M Paraquat

7M Diuron

MO3 Paraquat

MO3 Diuron

Figura 13. Evaluacion previa del efecto de los herbicidas Paraquat®y Diuron® en

placas de cultivo plasticas.
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En la foto superior se muestra la formacién de un precipitado de color blanco. En
la placa inferior se observan las cianobacterias después de la exposicion a
Diuron®.

Isoterma de adsorcion del Paraguat®y Bromacil®con las cianobacterias
Leptolyngbya y Nostoc

La isoterma de adsorciéon del Paraquat® y del Bromacil® se ajusta al
modelo de Langmuir (Fig. 15 y Fig. 16). El ajuste a estos modelos sugiere una
distribucion heterogénea de los sitios de unién del Paraquat® en la superficie de la
biomasa (Kumar et al. 2010). Los valores de gmax, y ajuste del modelo se

describen en el cuadro 7.

La cepa Leptolyngbya tiene la capacidad de remover hasta 11,72+0.002
mg/g del agroquimico Paraquat® en disolucion acuosa a pH 7,0, mientras que la
cepa Nostoc puede remover hasta 17,59 0.002 mg/g del compuesto a pH 7.La
cepa Nostoc tiene una mayor capacidad de remocion de Bromacil® que la cepa
Leptolyngbya, sin embargo estas diferencias no son significativas. Ambas pueden
remover una mayor cantidad de Bromacil® que de Paraguat®. Leptolyngbya tiene
la capacidad de remover hasta 52,33 mg/g del herbicida en disolucién acuosa y
pH 7, la cepa Nostoc puede remover hasta 53,33 mg/g del compuesto a pH 7.
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Cuadro 7. Parametros, coeficientes de determinacion y ajuste de los modelos

Langmuir a las isotermas de adsorcién de las dos cepas de cianobacterias.

Paraguat® Bromacil®
Modelo
Leptolyngbya Nostoc Leptolyngbya Nostoc
gmax
11,72+0,91 17,59+1 52,3343 53,33+1,46

Langmuir [ (Mg/g)

y
Freundlich

b (g/L)| 0,006+0,0014 | 0,012+0,035 | 0,00713+0,009 |0,00514+0,004

r‘a 0,779 0,796 0,887 0,878

El modelo de absorcion de agroquimicos en superficies biologicas y
soluciones acuosas ha sido reportado en algunos estudios. Tsai y colaboradores
(2005) sefialan que la carga negativa de la superficie de las células interactia con
la propiedad cationica que tienen los agroquimicos. Otras hipétesis propuestas
para plantas sugieren la existencia de transportadores, vesiculas y mecanismos

de secuestro en las paredes celulares (Hawkes, 2013).

En otros estudios con metales pesados utilizando cepas de la misma
coleccion se ha observado que la capacidad de retencion aumenta hasta alcanzar
una curva concava donde la biomasa alcanza un punto de saturacion (Nufiez
2012). En este caso no se alcanza con tanta precision ese punto de saturacion y
algunos de los datos se desvian del ajuste matematico de Langmuir. La desviacion
de los datos obtenido segun el ajuste de Langmuir y Freunlich representa la
heterogenidad de los sitios de union en la superficie de la biomasa (Kumar et al.
2010).
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La cepa Nostoc tiene una mayor capacidad de remocién del herbicida
Paraquat® que la cepa Leptolyngbya, sin embargo ambas presentaron valores
mayores que los reportados en otras cianobacterias como Oscillatoria (0,3 mg/g)
(Kumar et al.2010) y capacidad similar a la encontrada utilizando hidrogeles de
poliacrilamida y metilcelulosa (14.3 mg/g) (Aouada et al. 2009), pero menor a la
reportada para cenizas (30mg/g) (Ilgwe et al. 2012) , carbon activado (116 mg/g)
(Lerdsirivichai 2011) y materiales microsporosos (Rongchapo et al. 2013).

No se encontraron estudios relacionados con la remocion del herbicida
Bromacil® utilizando cianobacterias, es la primera vez que se reporta para las
cepas de esta coleccion la capacidad de remover estos herbicidas. Algunos
estudios de los afios 80 sefialan la tolerancia de cepas de Mastigocladus
laminosus y Tolypothrix tenium a concentraciones de 100 ppm and 500 ppm de
agroquimicos del grupo de los uracilos (Khalil et al.1980), sin embargo no reportan

si estas cepas puede remover 0 no el compuesto del medio.

Andlisis de viabilidad celular mediante citometria flujo utilizando
fluoresceinay clorofila

El andlisis indca que para ambas cepas, conforme aumenta la
concentracion del herbicida Paraguat®, el porcentaje de células vivas disminuye
significativamente utilizando el indicador fluoresceina (Nostoc: gl=23, F=510.9,
p<0.001; Leptolyngbya: gl=23, F=138.5, p<0.001) (Fig. 17), por lo que se utilizd un
analisis de contraste de Tukey-Kramer para determinar en cuales concentraciones
se observaban estas diferencias. Para Leptolyngbya el menor porcentaje de
células vivas se obtuvo cuando se utilizaron 285,70 mg/L de agroquimico (Cuadro
8), no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento control sin

agroquimico y la concentracion de 28,76 mg/L.

El menor porcentaje de células vivas de Nostoc se encontré en la maxima
concentracion (285,70 mg/L) se obtuvo cerca del 40% de eventos positivos
(Cuadro 9). En este caso hay diferencias entre el tratamiento control sin herbicida

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rongchapo%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23985517

y la concentracion de 28,76 mg/L. Para ambas cepas la dosis que afecta a la
mitad de la poblacion es de 144,69 mg/L. Segun este indicador la cepa Nostoc es
mas sensible al agroquimico, ya que en bajas concentraciones se observa un

menor porcentaje de eventos positivos en comparacion a la cepa Leptolyngbya.

Por otro lado utilizando el indicador clorofila se observdé que en ambas
cepas, se mantuvo constante conforme aumentaba la concentracion del herbicida
Paraquat®, sin embargo a la concentracion de 285,70 mg/L se observé una
disminucién significativa en comparacion a los otros tratamientos (Nostoc: gl=23,
F=41.9, p<0.001; Leptolyngbya: gl=23, F=30.7, p<0.001) (Fig. 17). Al analizar el
resultado de la prueba de contraste de Tukey- Kramer, se encontr6 que no hay
diferencias entre algunos tratamientos a lo largo del tiempo. Segun este indicador,
la dosis media en donde podemos encontrar el 50% de células vivas en Nostoc
esta en el rango de 244,69 mg/L y 285,70 mg/L , en la cepa Leptolyngbya este

valor se encuentra a una concentracion de 285,70 mg/L (Cuadro 9).

La disminucion significativa de la clorofila en presencia de Paraquat® para
ambas cepas solo se observO cuando se exponia la cepa al agroquimico
comercial puro. A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, Prado y
colaboradores (2011) encontraron una disminucion significativa de la clorofila en
células de Chlamydomonas conforme aumentaba la concentracion del herbicida
Paraquat®, tanto en la concentracion en la biomasa como en la autoflorescencia,
ademas plantean que la fluorescencia de la clorofila es un parametro muy
sensitivo. Resultados similares se han descrito para la cepa Haematococcus
donde se encontr6 una disminucion significativa de la clorofila después de 12
horas de exposicion al herbicida utilizando concentraciones menores a las

utilizadas en este estudio (Rioboo et al. 2012).

En plantas se ha observado un fendbmeno similar a los resultados obtenidos
con la clorofila en esta investigacion. En plantas de frijol con deficiencia de
magnesio se ha descrito cierta resistencia a las especies de oxigeno reactivas
mediante la produccidén de enzimas y antioxidantes, la clorofila en estas plantas

no disminuye significativamente en comparacion con el tratamiento control
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(Cakmak & Marschner et al. 1992). En otras plantas resistentes al Paraquat® se
ha planteado la presencia de mecanismos de secuestro del agroquimico en el

cloroplasto, esto provoca que la disminucion de la clorofila sea un proceso mas

lento que lo observado en plantas no resistentes (Euerst et al. 1985).
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Figura 16. Porcentaje de células vivas segun la concentracion del herbicida

Paraquat®. A. Leptolyngbya clorofila. B. Leptolyngbya fluoresceina. C. Nostoc

clorofila. D. Nostoc fluoresceina.
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Cuadro 8. Porcentaje de células vivas de la cepa Leptolyngbya, desviacion

estandar segun los indicadores fluoresceina y clorofila en relacion a la

concentracion del herbicida Paraquat®.

Fluoresceina Clorofila
Concentracioén . -
: Porcentaje Porcentaje
Tratamiento (malL ] 1| Desviacion ] %] Desviacion
9 de Celulas ) de Celulas )
) estandar _ estandar
vivas vivas
1 28,76 84,372 0,34 77,722 3,26
2 71,42 81,66°¢ 0,19 80,73 2P 4,01
3 114,28 76,88%¢ 0,21 81,44° 4,56
4 157,15 74,59¢ 0,43 78,87° 1,91
5 200,01 65,15° 0,52 84,12b 2,76
6 244,69 53,96' 0,31 73,82° 1,53
7 285,70 43,709 0,15 50,24° 1,19
Control
. 89,942 0,09 91,702 2,19
negativo
Control
N 58,61 0,35 55,92 3,80
positivo

Las letras iguales indican similitud segun Analisis de contraste de Tukey-Kramer

(9=3,46).
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Cuadro 9. Porcentaje de células vivas de la cepa Nostoc, desviacién estandar
segun los indicadores fluoresceina y clorofila en relacion a la concentracion del

herbicida Paraquat®.

Fluoresceina Clorofila
Concentracion - -
: Porcentaje Porcentaje
Tratamiento (mag/L) ] % | Desviacion ] % | Desviacion
9 de Celulas ) de Celulas ]
) estandar ) estandar
vivas vivas
1 28,76 74,4° 1,25 77,72° 3,14
2 71,42 70,82° 1,06 70,73b 4,63
3 114,28 67,33¢ 1,68 71,44° 2,28
4 157,15 65,7° 1,32 68,87° 3,38
5 200,01 58,67°¢ 1 74,11b 4,01
6 244,69 51,46' 1,26 63,82" 3,76
7 285,70 40,349 0,46 40,24° 1,65
Control
) 90,61° 0,78 91,61° 2,16
negativo
Control
N 57,21 0,39 57,21 0,39
positivo

Las letras iguales indican similitud segun Analisis de contraste de Tukey-Kramer
(g=3,46)

A diferencia de lo observado con el Paraquat®, los porcentajes de células
vivas encontrados en ambas cepas no disminuye significativamente en relacion a
las concentraciones utilizadas de Bromacil®. No se observaron diferencias

significativas en la cantidad de células vivas entre el tratamiento control y los

51



tratamientos para ninguna de las dos cepas utilizando la fluorescencia de la
clorofila (Leptolyngbya: g/L= 5/12; F=1,02; p> 0,05 ; Nostoc: g/L= 5/12; F=2,10; p>
0,05). Por el contrario en ambos casos, el porcentaje de células vivas tuvo un leve

aumento (Fig. 18)

La fluoresceina si disminuye conforme aumenta la concentracion del
agroquimico Bromacil®, sin embargo estd disminucion no es significativa para
ninguna de las dos cepas. En la cepa Leptolyngbya, el menor porcentaje de
células vivas utilizando el indicador fluoresceina se obtuvo a una concentracion
de 400 mg/L, sin embargo en concentraciones mas altas del agroquimico se
observa porcentajes cercanos al 90% de células vivas (Cuadro 10). En todos los
tratamientos se encontré6 un menor porcentaje de células vivas en comparacion
con el control, sin embargo no se encontraron diferencias significativas (g/L= 5/12;
F=0,39; p> 0,05)

Este mismo comportamiento se observo en la cepa Nostoc, en donde el
menor porcentaje de células vivas utilizando el indicador fluoresceina se observo
en la concentracion maxima utilizada 500 mg/L(Cuadro 11), sin embargo en las
concentraciones mas altas el porcentaje de células vivas es cercano al 90% por lo
gue es similar al tratamiento control. No se encontraron diferencias significativas

entre el control y las diferentes concentraciones (g/L= 5/12; F=1,02; p> 0,05)
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Cuadro 10. Porcentaje de células vivas de la cepa Leptolyngbya, desviacion
estandar segun los indicadores fluoresceina y clorofila en relacion a la

concentracion del herbicida Bromacil®.

Fluoresceina Clorofila
_ Concentracion | Porcentaje o Porcentaje o
Tratamiento ) Desviacion ) Desviacion
(mg/L) de células ) de células )
) estandar _ estandar
vivas vivas
1 500 91,03 0,33 99,30 0,19
2 400 88,51 0,41 99,29 0,48
3 300 89,13 0,28 98,90 0,89
4 200 83,86 0,41 98,94 0,37
5 100 90,69 0,48 99,53 0,22
Control
_ 86,82 8,00 97,46 1,86
negativo
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Cuadro 11. Porcentaje de células vivas de la cepa Nostoc, desviacion estandar
segun los indicadores fluoresceina y clorofila en relacion a la concentracion del

herbicida Bromacil®.

Fluoresceina Clorofila
_ Concentracion | Porcentaje o Porcentaje o
Tratamiento ) Desviacion ) Desviacion
(mg/L) de células ) de células )
) estandar _ estandar
vivas vivas
1 500 99,94 1,75 99,91 0,040
2 400 99,84 1,02 98,43 13,53
3 300 99,86 1,46 99,10 8,23
4 200 99,7 0,44 98,82 4,04
5 100 99,8 1,18 98,48 12,10
Control
_ 97,0 6,33 95,79 3,67
negativo

Los filamentos de Leptolygnbya poseen una cubierta mucilaginosa que
podria ser capaz de remover el agroquimico y a la vez proteger a las células de
estrés oxidativo, lo que se ve reflejado en el aumento de la capacidad de remocién
del herbicida Bromacil® y la cantidad tan baja de células afectadas tanto
cuantificando clorofila como fluoresceina. El herbicida Paraquat® posee
detergentes que van degradando las membranas por lo que la proteccion que esta
le da a las células va disminuyendo conforme aumenta la concentracién del

mismo.

La tolerancia al Paraquat® se ha relacionado a organismos capaces de
resistir situaciones de desecacion, altas concentraciones de sal y fuertes
intensidades luminosas (Lascano et al. 2012). Estas caracteristicas son similares a
los que enfrentan estas cepas de cianobacterias de ambientes termofilicos, con
altas concentracion de iones y situaciones de desecacion. Ademas se ha

reportado la presencia de regulacion positiva en la sintesis de pigmentos y las
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enzimas asociadas a la proteccidn contra especies reactivas de oxigeno como
superoxido dismutasa, ascorbato peroxidase, catalasa y glutation reductasa
(Muller et al. 2004).

En cepas mutantes de Nostoc punctiforme ATCC 29133 con alta tolerancia
al Paraquat® se ha encontrado altos niveles de actividad en la enzima catalasa y
bajo nivel de ROS en comparacion a cepas silvestres (Moirangthem et al. 2014).
Por otro lado, andlisis bioinformaticos del genoma y pruebas moleculares con
mutantes de Synechocystis sp PCC Demu6803 tolerante a Paraquat®, sugieren la
presencia de genes que codifican para diferentes subunidades de la enzima
permeasa, la cual transporta al agroquimico fuera de la célula (Prosecka et al.
2009). Estos genes también se han encontrado en cianobacterias como

Synechococcus, Anabaena variabilis y Thermus thermophilus.

En este estudio la cuantificacion de la actividad de la fluoresceina es un
mejor indicador de la viabilidad celular de las cianobacterias utilizando la
citometria de flujo. Conforme aumenta la concentracién del agroguimico se puede
observar una disminucion en la actividad de las enzimas esterasas debido a la
peroxidacion de los acidos grasos en las membranas y la presencia de especies

reactivas de oxigeno (Muller et al. 2004).

Aunque no se pudo realizar la isoterma de absorcidén para el caso de las
muestras tratadas con Diuron®, el experimento de las cianobacterias en las placas
de Petri mostraron algunos resultados. Para ambas cepas el porcentaje de
eventos positivos a diferencia de los resultados con los otros dos agroquimicos
muestran una mayor toxicidad en concentraciones mas bajas, a concentraciones
intermedias se observa un aumento en el porcentaje y luego disminuye hasta casi
el 80%. Tanto la clorofila como la fluoresceina tienen comportamientos similares,
siendo la clorofila levemente mayor. En la cepa Nostoc se observa un menor
porcentaje de células vivas, alrededor del 60% en la concentracion mayor. En la
Figura 19, se muestran los resultados del analisis de citometria en cada
concentracion. Estos resultados no fueron analizados estadisticamente pues

solamente se tenia una réplica por concentracion.
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Figura 18. Resultados Analisis de Citometria de la cepa Leptolyngbya expuesta a
diferentes concentraciones del herbicida Diuron.®. La concentraciéon de 50 mg/L

es la que se encuentra en la presentacion comercial.

Dentro del grupo de bacterias, las cianobacterias de ambientes extremos se
consideran como el grupo mejor adaptado, ya que pueden desarrollarse en
ambientes hipersalinos y alcalinos (Margesin, 2001), soportar altas
concentraciones de metales pesados, pH acidos y tolerar la desecacion
(xerofilicas) (Horikoshi & Bull, 2001), son capaces de formar comunidades

endoliticas en regiones desérticas (Rampelotto, 2013).

Algunas expresan ciertas proteinas en presencia de contaminantes como
agroquimicos y mutagénicos (Ausc et al. 2011). Otras investigaciones demuestran
gue la biorremediacién a altas temperaturas de hidrocarburos clorinados, como el
agroquimico 2,4D, genera la mineralizacion del mismo (Michael et al. 1995). La
presencia de lo que Leal y colaboradores (2015) llaman extremoenzimas es de
gran importancia para adaptarse a condiciones fisicas y quimicas extremas lo que

las hace utiles en aplicaciones industriales y biotecnoldgicas.
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Cinética de Adsorcién de la cepa Leptolyngbya expuesta al herbicida

Paraquat®

La cinética de remocion del Paraquat® fue realizada con la cepa
Leptolyngbya utilizando 200 mg/L del herbicida. Paraquat®.En la Figura 20 se
muestra la variacion de la concentracién remanente del compuesto en funcion del
tiempo. Se encontré que es una cinética de degradacién de pseudo primer orden
(Fig.21).

Las cinéticas quimicas permiten explicar que tan rapido ocurren los
procesos quimicos y los factores que los afectan. Los sistemas de absorcion en
los sistemas naturales dependen de caracteristicas fisicas y quimicas del
absorbente y de las condiciones del sistema (Kumar 2006). Kumar vy
colaboradores (2005) plantean que las cinéticas mas usadas para explicar los
procesos de adsorcion solido/liquido son de pseudo primer orden o de pseudo

segundo orden.
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Figura 19. Variaciéon de la concentracion de Paraquat®en funcién del tiempo
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Figura 20. Variacion dela concentracion remanente del herbicida Paraquat®

en relacion al tiempo.
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Este tipo de cinética de adsorcién de agroquimicos se ha encontrado en
otras investigaciones utilizando diversos bioabsorbentes. Tsai & Chen (2013)
mostraron que la cinética de adsorcién del Paraquat® en carbdén activado es de
pseudo primer orden, por otro lado Baup y colaboradores (2010) sefalan que la
biomasa inicial es un factor importante para determinar la tasa de remocion de
agroquimicos, debido a la disponibilidad de sitios de union en la membrana e

internalizacion dentro de las células.

Fluorescencia ultravioleta

Las células de las cianobacterias que no estuvieron en contacto con los
herbicidas o se expusieron a bajas concentraciones se observaban de color rojo,
lo que indica la presencia de pigmentos fotosintéticos. Roldan y colaboradores
(2014) estudiaron cianobacterias endoliticas del desierto de Atacama y observaron
dos ambitos distintos de emision de sefial de fluorescencia. Los agregados
celulares emiten fluorescencia roja cuando hay presencia de pigmentos
fotosintéticos autoflorescentes (PAF) tales como la clorofila a y las
ficobiliproteinas. La emisién de color verde (GAF) sugiere la degradaciéon de los

pigmentos y el dafio celular.

Se observaron las células de todas las concentraciones de los tres
herbicidas sin embargo solamente a concentraciones cercanas a los 285 mg/L se
observaron cambios en la fluorescencia de la clorofila en las células de las
cianobacterias. En la cepa Nostoc expuesta al herbicida Paraquat®, se observa
una reduccion en el numero de células en las colonias y cambio en la coloracion
de las células, sin embargo la cubierta mucilaginosa se mantiene (Fig.22). En la
cepa Leptolyngbya expuesta al Paraquat® se observaron células de color amarillo
y rojo muy tenue, lo que es indicador de la perdida de pigmentos como la clorofila
(Roldan et al. 2014) (Fig.23). Es importante considerar que no todas las células del
mismo filamento son afectadas de igual manera, pues en un mismo filamento se

observan diferentes colores.
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Figura 21. Imagenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Paraquat®. Las
imagenes superiores corresponden al tratamiento control.

Figura 22. . Imagenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Paraquat®. Las

imagenes superiores corresponden al tratamiento control.
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En cuanto a las cepas expuestas a Bromacil®, se encontraron resultados
similares a los obtenidos con el Paraquat®. En la cepa Nostoc se observaron
células de color rosado en el tratamiento con 500 mg/L. En la imagen de luz se
observa el mucilago de las células vacio, protegiendo las células que se
encuentran en el interior (Fig. 24). En la cepa Leptolyngbya se observan algunas
células de los filamentos de color amarillo, rosado y anaranjado en lugar del rojo

gue indica clorofila sana (Fig. 25).
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Figura 23 Imagenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Bromacil®. Las

imagenes superiores corresponden al tratamiento control.
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Figura 24. Imégenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Bromacil®. Las

imagenes superiores corresponden al tratamiento control.

Las cepas que fueron expuestas a Diuron® también mostraron efectos
negativos, especificamente a concentraciones cercanas a los 50 mg/L (Fig. 26).
En la cepa Leptolyngbya se observan células dentro de los filamentos de color

anarajando. En Nostoc se muestra un color rojo poco intenso y células de color

verde (Fig. 27).
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Figura 25. Imdgenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Nostoc
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Diuron®. Las

imagenes superiores corresponden al tratamiento control.

o

Figura 26. Imagenes de microscopio de luz y ultravioleta de la cepa Leptolyngbya
después de estar en contacto durante 96 horas con el herbicida Diuron. Las

imagenes superiores corresponden al tratamiento control.
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Segun Zheng y colaboradores (2013), la fluorescencia ultravioleta es
utilizada como criterio morfoldgico para identificar el proceso de muerte celular y
viabilidad en células vegetativas, hormogonios, heterocistes y acinetos. Frankling y
colaboradores (2012) sefialan que la pérdida de pigmentos fluorescentes se
correlaciona con una reduccion de la eficiencia del fotosistema I, un incremento
de la abundancia de productos de oxidacion de la clorofila como metoxiclorofila a e
hidroxiclorofila y un aumento de la permeabilidad de la membrana. Ademas, puede

ser indicador de senescencia (Airs et al. 2014).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las suspensiones celulares de las cepas Leptolyngbya 7M M04 y Nostoc
MO3 son capaces de remover los herbicidas Paraquat® y Bromacil®. La cepa
Nostoc tiene una mayor capacidad de remocidon sin embargo no existen
diferencias significativas entre el valor de g max entre ambas cepas. El valor de q
max en la remocién del herbicida Paraquat® obtenido en las cepas de
cianobacterias es mayor al reportado en la literatura para algunas cepas de
cianobacterias, sin embargo es menor en comparacién con otros adsorbentes no
biologicos. Es importante continuar con las investigaciones de remocion de

agroquimicos utilizando otras cepas de la coleccion.

El Paraquat® afecta al fotosistema Il y produce una letalidad mayor que el
Bromacil®. Esto se puede atribuir a la alta toxicidad del mismo y a los detergentes
gue coadyudan a la desintegracion de la membrana. La remocion del agroquimico

del medio se alcanza alrededor de las 96 h de exposicidén con la cianobacteria.

La citometria de flujo es una técnica que permite cuantificar la viabilidad de
cada célula lo que ayuda a medir el efecto de los compuestos téxicos sobre cada
individuo y no sobre todo el cultivo como se hace con otras técnicas como
medicion de clorofila utilizando espectrofotometria. Ademas permite cuantificar la
viabilidad de cada célula por separado, sin embargo muestra una fotografia del
momento y no permite cuantificar el dafio de las mismas células a largo del
tiempo. La fluorescencia es una técnica cualitativa que ayuda a visualizar el
estado de las células segun los diferentes tipos de pigmento, es util si se tiene un

cultivo control con el cual comparar.

En este estudio solamente se cuantific la concentracion del agroquimico
remanente en el medio, sin embargo para determinar si en realidad existe un
proceso de internalizacién del compuesto se debe hacer una lisis celular y
cuantificar la concentracion dentro de las células. Ademas se propone la utilizacion

de otros agroquimicos y cepas que permitan validar los resultados.
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Debido a que los resultados de la isoterma no se ajustan completamente al
modelo de Langmuir, se propone el aumento de las réplicas y el tiempo de
exposicién al agroquimico para mejorar el ajuste a los modelos. Para préximas
investigaciones se debe hacer varios experimentos para la cinética utilizando
diferentes concentraciones iniciales de biomasa, ademas de evaluar el efecto del
pH que no fue posible en esta investigacion debido a la cantidad de biomasa

disponible.

Las cepas de cianobacterias utilizadas en esta investigacion tienen
potencial para ser utilizadas en sistemas de biorremediacion donde se encuentren
agroquimicos, ya que su alta tolerancia a estos compuestos y su capacidad de
remocién seria de utilidad en dichos sistemas. Es importante para futuras
investigaciones incluir el estudio de genes relacionados con la degradacion de
agroquimicos y tolerancia a estos compuestos. Ademas del planteamiento de

sistemas de escalamiento que permitan obtener altas cantidades de biomasa.
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