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RESUMEN

El presente estudio presentd6 como objetivo determinar a las bacterias
biorremediadoras de cadmio en cultivo de cacao, asi como describir los equipos
usados en el muestreo de las bacterias biorremediadoras, analizar las bacterias
consideradas como mayor biorremediadoras de cadmio y definir los efectos que
conllevan las altas tasas de Cd en los cultivos de cacao; para lo cual se realizé el
andlisis y comparacion de 20 literaturas, los cuales pasaron un proceso de

seleccién para cumplir los requisitos establecidos; presentando:

Que los equipos mas usados por los investigadores en el muestreo de las bacterias
biorremediadoras son estandar de turbidez de mcfarland, recuento de placas, entre
otros, siendo la principal finalidad enumerar la cantidad de microorganismos
presentes en el suelo. Las bacterias consideradas como mayor biorremediadoras
son las bacterias inoculadas (90%) y entre ellas las mas utilizadas para
biorremediar cultivos de cacao con cadmio son las cepas bacterianas bacillus y
pseudomonas; presentando porcentajes de remocién de un 80 a 100%. Por ultimo,
los efectos que conllevan las altas tasas de cd se encuentran principalmente
enfocados en los dafos a las cosechas de cacao; siendo afectos la altura del cacao,

el diametro del tallo, la disminucién del nimero de hojas, entre otros.

Palabras clave: Bacterias, Bacillum, biorremediacién, cadmio, cultivos de cacao,

cultivos agricolas, cepas bacterianas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the bioremediating bacteria of cadmium
in cocoa cultivation, as well as to describe the equipment used in the sampling of
bioremediating bacteria, to analyze the bacteria considered to be the greatest
bioremediators of cadmium and to define the effects that high rates entail. of Cd in
cocoa crops; for which the analysis and comparison of 20 literatures was carried
out, which passed a selection process to meet the established requirements;

presenting:

That the equipment most used by researchers in the sampling of bioremedial
bacteria is the McFarland turbidity standard, plate count, among others, the main
purpose being to enumerate the number of microorganisms present in the soil. The
bacteria considered as the greatest bioremediators are the inoculated bacteria
(90%) and among them the most used to bioremediate cocoa crops with cadmium
are the bacterial strains bacillus and pseudomonas; presenting percentages of
removal of 80 to 100%. Finally, the effects that high CD rates entail are mainly
focused on damage to cocoa crops; being affected the height of the cocoa, the
diameter of the stem, the decrease in the number of leaves, among others.

Key words: Bacteria, Bacillum, bioremediation, cadmium, cocoa crops, agricultural

crops, bacterial strains.



|. INTRODUCCION

Los metales pesados como el cadmio (Cd) son una preocupacién mundial;
Investigaciones recientes han concluido que estan relacionados con los riesgos para
la salud provocados por la ingesta de alimentos contaminados (De los santos
Candelario R. et al., 2019, p.2). Aungue se ha investigado el contenido de Cd en los
granos de cacao y sus derivados, no se dispone de informacién sobre la relacion de
la concentracién de Cd con otros metales como el niguel (Ni) y el plomo (Pb) (Romero
Estévez D. et al., 2019, p.1).

El cacao (Theobroma cacao L.) es una de las pocas especies conocidas del género
Theobroma que genera beneficios econémicos debido a su amplio comercio mundial
(Bertoldi Daniela et al., 2016, p.1). Se cultiva principalmente en Asia, América Central,
América del Sur y Africa Occidental (Assa A. et al., 2018, p.3).

La Organizacion Internacional del Cacao ha estimado en el "Boletin Trimestral de
Estadisticas del Cacao, Vol. XLIV - N° 3 - Afio del cacao 2017/2018" que la produccion
mundial equivale a 4,645 millones de toneladas de cacao en grano (Arguello David et
al., 2019, p.1).

Asi también Pera es uno de los principales exportadores de granos de cacao organico
del mundo; sin embargo, la acumulacion de metales pesados en los granos de cacao
representa un problema para la exportacion de cacao en grano y la calidad del
chocolate (Seneviratne Mihiri et al., 2017, p.2). Y de acuerdo con Arévalo Gardini
Enrique, et al., (2017, p.1) a partir de 2019, la Comunidad Europea comenzara a
limitar los niveles de cadmio para el chocolate que afectan la economia cacaotera del

Perd.

Varios compuestos naturales que se encuentran en los granos de cacao y sus
propiedades han demostrado que el consumo moderado de cacao puede ser
beneficioso para la salud humana (Arévalo Gardini Enique et al., 2016, p.2). Los
granos de cacao tienen mayores niveles de antioxidantes que el té verde y el vino
tinto (ICCO, 2018, p.1). Ademas, la alta presencia de antioxidantes en el cacao y el
contenido de flavonoides en los granos puede tener efectos anticancerigenos y
reducir el nimero de radicales libres implicados en enfermedades cardiovasculares,

hepaticas y autoinmunes (Albarrcin Heidy S. et al., 2019, p.4).



Sin embargo, la acumulacién de metales pesados como el niquel (Ni), el cadmio (Cd)
y el plomo (Pb) en los granos de cacao se ha convertido en un problema para la
calidad de los derivados del cacao, incluidos el cacao en grano, la manteca de cacao,
el polvo de cacao y productos de chocolate, y por tanto ha empezado a afectar a su

exportacion (Kruszewski Bartosz et al., 2018, p.1).

Segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), el Cd esta
clasificado como cancerigeno para los seres humanos (Grupo 1), mientras que el Ni
y el Pb estan clasificados como posiblemente cancerigenos para los seres humanos
(Grupo 2B) (IARC, 2019, p.1). El consumo de alimentos con alto contenido de Cd
podria producir diversas enfermedades como disfuncion tubular renal; calculos
renales alteracion del metabolismo del calcio; y esqueléticas, endocrinas,

reproductivos y respiratorios (FAO, OMS, 2016, p.2).

Por lo tanto, es muy importante recuperar o descontaminar los suelos potencialmente
contaminados con metales téxicos, y la utilizacion de microorganismos es una de las
tecnologias disponibles (Bhagat Neeta et al., 2016, p.1). Algunas bacterias poseen
mecanismos de resistencia que les permiten hacer frente a altas concentraciones de
MTPs (Deomedesse Guilherme et al., 2017, p.1). Por lo que pueden utilizarse como
agentes absorbentes y adsorbentes agentes para eliminar contaminantes que estan

codificados por genes cromosémicos (Ojuederie Omena B. et al., 2017, p.4).

La capacidad de los microorganismos para convertir las sustancias toxicas en
compuestos menos téxicas en compuestos menos nocivos, o para facilitar su
eliminacion de un lugar base de un proceso conocido como biorremediaciéon
(Chandrangsu Pete et al., 2017, p.2). La fitorremediacion es una técnica de
biorremediacion por la que se utilizan plantas para eliminar los PTM del suelo
(Kapetanovic Ronan et al., 2016, p.1). Esta técnica, combinada con el uso de
bacterias rizosféricas, puede estimular las actividades de crecimiento de las plantas
a través de la sintesis de hormonas promotoras del crecimiento (auxinas,
particularmente el acido indol acético, 1AA), la solubilizacion de fosfatos y otros

mecanismos directos o indirectos (Korshunov Sergey et al., 2016, p.2).

Debido a ello, la gestion del suelo con fertilizantes puede modificar las propiedades

quimicas, bioquimicas y biol6gicas del suelo, incluida la concentracion de



oligoelementos como cadmio (Cd), cromo (Cr) y niquel (Ni) (Minari Guilherme D. et
al., 2020, p.1).

En base a lo expuesto se plantea el siguiente problema general: ¢ Cuéles son las
bacterias biorremediadoras de cadmio en cultivo de cacao? Y los siguientes

problemas especificos:

e ¢Cuales son los equipos usados en el muestreo de las bacterias
biorremediadoras presentes en los cultivos de cacao?

e ¢Cuales son las bacterias consideradas como mayor biorremediadoras de
cadmio en cultivos de cacao?

e ¢Cuales son los efectos que conllevan las altas tasas de cadmio (Cd)

presentes en los cultivos de cacao?

Ademas, se expres6 como objetivo general de la investigacidén: Determinar a las
bacterias biorremediadoras de cadmio en cultivo de cacao y como objetivos

especificos:

e Describir los equipos usados en el muestreo de las bacterias
biorremediadoras presentes en los cultivos de cacao.

e Analizar las bacterias consideradas como mayor biorremediadoras de cadmio
en cultivos de cacao.

o Definir los efectos que conllevan las altas tasas de cadmio (Cd) presentes en
los cultivos de cacao

El cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas téxicos y contaminantes en
diversos recursos y debido a ello las plantas se han convertido en una de las fuentes
de almacenamiento, llegando a contaminar diversos cultivos, presentando asi niveles

elevados de cadmio (Cd) en los cultivos de cacao en América Latina.

Por tal motivo, este estudio se justifica tedricamente debido a que pretende
conglomerar diversos estudios realizados a nivel nacional e internacional acerca de
las bacterias biorremediadoras de cadmio y profundizar en su aplicacion en los
cultivos de cacao, brindando tedricamente informacion actualizada para que pueda
ser utilizada y aplicada por futuros investigadores en otros campos ampliando el

ambito de las bacterias biorremediadoras.



Il. MARCO TEORICO

Este cultivo tiene una gran demanda para la fabricacién de licor de cacao la manteca
de cacao, el chocolate, etc. Y el chocolate se ha atribuido a la consecucion de una
salud y un desarrollo humanos 6ptimos debido a su alto contenido de flavonoides que
son cruciales para reducir el riesgo o retrasar el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, cancer y otras enfermedades relacionadas con la edad (Beg Mohd
Shavez et al., 2017, p.1). En Peru las plantaciones de cacao han aumentado
considerablemente; y la superficie cultivada actualmente ha alcanzado las 107.000

ha con una produccién total de cacao en grano de 82.000 tm/afio (MINAGRI, 2016,
p.1).

Pero el cadmio ha recibido atencién en la ultima década debido a su importancia en
la calidad y seguridad de los alimentos y en la salud humana, ya que el consumo de
alimentos con alto contenido de Cd podria producir disfuncién tubular renal, formacion
de calculos renales, alteracién del metabolismo del calcio y defectos esqueléticos,

endocrinos, reproductivos y respiratorios (Arévalo gardini et al., 2017, p.1).

En general, América Latina posee mayores niveles de metales pesados en los granos
de cacao, especialmente Cd y Pb, en comparacién con otros productores del mundo
como Africa Occidental (Bertoldi et al., 2016, p.2). La presencia de metales pesados
en los granos de cacao supone una amenaza para los productores de cacao, ya que
los altos contenidos de metales pesados podrian afectar a la exportacién de cacao

en grano (Jan Sumira Parray J., 2016, p.1).

La deteccion de Cd en alimentos a base de cacao en diferentes paises/regiones se
muestra es una grave situacién que se ha intensificada por la deteccion de Cd en
cacao y chocolates, practicamente en todos los rincones del mundo como se muestra
en la Tabla N°1:

Muestra de alimentos NuUmero de Porcentaje de Concentraciéon
muestras muestras que maxima (mg kg-1)
contienen Cd
cacao 12 17 0.001
cacao 2115 88 2.075
chocolate 3810 63 0.470
cacao 107 94 5.239



cacao 74 59 0.490

cacao 20 5 0.001
cacao 1284 85 1327.0
cacao NA NA 1.75
cacao 3505 100 0.0001-1.8
Chocolates con =250% 104 98-100 0.002-0.86
de sélidos de cacao

Chocolates con b50% y 205 98-100 0.01-058
N30% de sdlidos de

cacao

Chocolates con b30% 169 98-100 0.00-0.9
de sdlidos de cacao

Cacao en polvo 82 98-100 0.02-1.26
Chocolates que 133 98-100 0.03-1.56
contienen =50% de

cacao

Chocolates a base de 23 NA 0.01-2.730
cacao

Chocolates con leche 22 NA 0.1-0.852
Caramelos a base de 24 NA 0.001-0.027
azUcar

Chocolates a base de 20 NA 0.353
cacao

Chocolates con leche 12 NA 0.123
Chocolates de cuatro NA NA 0.065-0.141
marcas diferentes

Chocolates oscuros, 16 NA 0.26-0.42
con leche y con trozos

de leche

Tabla N°1: Proceso de contaminacion del Cd en los cultivos de cacao
Fuente: World 2019

Los metales pesados en los granos de cacao se definen como elementos con una
densidad superior a 5 g cm-3 donde el cobre, el Fe, Mny Zn en bajas concentraciones
son esenciales para los procesos bioquimicos y fisiolégicos de las plantas, pero el As,

Cd y Pb no tienen ningun papel conocido en las plantas (Maddela Naga et al., 2020,
p.3).

Debido a ello, la acumulacién de metales pesados en las plantas se ve afectada,
ademas por varios factores como el pH, el contenido de materia organica y la textura
del suelo, el genotipo de la planta y el contenido de metales pesados en el medio de

crecimiento (Arévalo Gardini Enrique et al., 2016, p.1).

Pero, es posible que las plantas no muestren ningin sintoma de toxicidad, sin

embargo, pueden acumular Cd en sus partes comestibles por encima de los niveles

5



permitidos para los humanos (Wang Peng et al., 2019, p.1). Luego, cuando estas
plantas ingresan a la cadena alimentaria son altamente peligrosas y pueden causar
varios problemas de salud (Hamid Yasir et al., 2019, p.1).

Por ejemplo, se encontré que una baja contaminacion con Cd de 1,1 mg kg -1 de
suelo no afecta el crecimiento de las plantas y las semillas de las plantas en cinco
cultivares diferentes de soja; sin embargo, a una concentracion tan baja, las plantas
podrian acumular Cd més alla de los niveles maximos permitidos en la soja (Wang
Hao Engstrom A., et al., 2017, p.4).

Es también asi el caso de las plantaciones de cacao, donde el desarrollo de clones
de cacao con una capacidad innata de absorber niveles bajos de Cd de los suelos y
la investigacion de Cd-cacao en sitios especificos podrian contribuir a limitar la
transferencia tréfica de Cd (Barraza Fiorella et al., 2017, p.1). Como se observa en la
Figura N°1 la transferencia tréfica del Cd desde el suelo, acumulacion en los granos
de cacao, en la cadena alimentaria hasta llegar en los alimentos generados a base

de cacao.

* Demographic transition!
* High food insecurity
* Increasing health risk

'Futurity

Tropkic @ & Qr@®
transfer S\ \
—

Europe consumes 50% of world’s cocoa
and children are the major consumers

Cocoa-based

food "
Health risk

* Kidney failure

« Tissue toxicity
\.— * Organ dysfunction

- ) » Carcinogenicity
Cd in soil

Cacao farm

Figura N°1: Proceso de contaminacion del Cd en los cultivos de cacao
Fuente: Maddela Naga R. et al., 2020

La acumulacion de metales pesados en las plantas varia segun los elementos y las
especies vegetales (Woldetsadik Desta et al., 2016, p.1). Siendo el cadmio entre los

otros metales pesados uno de los elementos mas modviles con un factor de

6



bioconcentracion en las plantas mayor que el de algunos nutrientes esenciales, y se
acumula principalmente en los brotes, mientras que el Pb se acumula principalmente

en raices (Chavez E. et al., 2016, p.2).

Las interacciones elementales influyen en la acumulacion de metales pesados en
brotes y frutos, y las plantas con niveles adecuados de nutrientes esenciales suelen
contener menos metales pesados como Cd (Zhu Hanhua et al., 2016, p.3). Sin
embargo, las interacciones entre estos elementos podrian conducir a una mayor

acumulacion de metales pesados en las plantas (Zhang H. y Reynold M., 2019, p.1).

Las especies y variedades de plantas y las practicas agricolas no pueden ser
ignoradas en la movilidad del Cd; por ejemplo, en México, el uso de aguas residuales
crudas contaminadas causo niveles elevados de acumulacion de Cd (1,9 mg kg-1) en
el suelo, y la mayor fraccion de este Cd era fito-disponible (Yang Yang et al., 2016).
Ademas, se encontrd que los cultivos vegetales expuestos a diferentes fuentes como
las aguas residuales municipales y agricolas contenian niveles mas altos de ciertos

metales pesados, incluyendo el Cd (Ismael Marwa A. et al., 2019, p.1).

Asi también, el uso indiscriminado de fertilizantes, pesticidas, riego de cultivos con
aguas residuales no tratadas son las principales fuentes de contribucion de Cd a los
suelos superficiales en Ecuador y son en parte responsables de la contaminacion del

cacao en el pais (Wang Xiangqin et al., 2019, p.2).

La acumulacién progresiva de Cd, con una vida media de 10 a 30 afios, en el cuerpo
humano, incluso a niveles ultratraza, puede provocar graves complicaciones de salud
(De Araujo Romaria P. et al. 2017, p.4). Si el Cd se acumula en la cadena alimentaria
a través de los productos del cacao, las consecuencias en los nifios, que son los
principales consumidores de chocolates, incluyen morbilidad y mortalidad que pueden
resultar en una transiciéon demografica significativa para el afio 2050 (Karpagalakshmi
S. etal, 2019, p.1).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) el Cd es el
tercer contaminante principal de mayor peligro para el medio ambiente después del
mercurio y el plomo y se considera el Unico metal que presenta riesgos para la salud
tanto de los seres humanos como de los animales en concentraciones de tejido

vegetal que generalmente no son fitotdxicas (Ismael Marwa A. et al., 2019, p.2).



Los efectos adversos para la salud del cuerpo humano, especialmente los rifiones y
la acumulacion renal de Cd se debe a la capacidad de los rifiones para producir
metalotioneina, que tiene una alta afinidad para unirse al Cd (Li Xiong et al., 2016,
p.2). Ademas de los rifiones, el otro érgano objetivo del Cd es el higado, donde la
acumulacion de Cd en estos dos 6rganos representa del 50 al 70% del Cd total en el

cuerpo humano (Vatamaniuk Olena, 2017, p.1).

Dado que la alta concentracion de metales pesados en los granos de cacao amenaza
la seguridad alimentaria y el desarrollo econémico, existe una gran necesidad de
informacion sobre las concentraciones de metales pesados en este cultivo (Zhou
Jiangtao et al., 2016, p.3).

Dicho ello, cabe sefalar que la biorremediacion con microorganismos es una técnica
prometedora para remediar suelos contaminados con metales pesados (Peng
Weihua et al., 2018, p.1).

Adsorcion
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Grafico N°1: Diferentes métodos para la remediacion de suelos contaminados
Fuente: Sanghvi G. et al., 2020



La biorremediacion es la capacidad de los microorganismos para convertir las
sustancias toxicas en compuestos menos dafinos, o para facilitar su eliminacion de
un lugar, constituye la base de un proceso conocido como biorremediacion (Jean julie
et al., 2018, p.2). Asi también, la fitorremediacion es una técnica de biorremediacion
en la que se utilizan plantas para eliminar los PTM (metales potencialmente toxicos)
del suelo (Shen Zhengtao et al., 2018, p.1). Como se observa en el grafico N°1 el

esquema de las técnicas basicas de biorremediacion.

En su mayoria, el proceso de biorremediacion depende de la eficiencia de
degradacion de los microbios cultivados/aislados (Ojuederie O. y Babalola O., 2017,
p.1). En general, se ha comprobado que los microbios autdctonos tienen una mayor
eficiencia de degradacion que los microbios cultivados/aislados in vitro o condiciones

controladas de laboratorio (Liu Lina et al., 2019, p.4).

Los organismos que han estado expuestos continuamente al contaminante se
familiarizan y desarrollan la capacidad de utilizar este contaminante como fuente de
energia o tienen una adaptacion genética para degradar el contaminante (Sanghvi
Gaurav et al.,, 2020, p.214). Ademas, el plazo para remediar este contaminante
disminuye considerablemente; en realidad, los microorganismos que se encuentran
en los lugares contaminados son los degradadores mas activos (Rucka Lenka et al.,
2017, p.5).

Entre la diversidad de microbios, las bacterias son las especies dominantes que se
encuentran en la naturaleza, lo que las convierte en un excelente candidato para ser
para la biodegradacion/biorremediacion (Mehrotra Tihi et al., 2021, p.1). Las pocas
caracteristicas especiales como las vias metabdlicas y la presencia de toxinas en
algunas especies, ayudan a las bacterias a degradar/descomponer facilmente el
sustrato (contaminante), cuando se les proporcionan condiciones favorables de
crecimiento (Mehrotra Tihi et al., 2020, p.2). Ademas, las bacterias poseen numerosos
mecanismos como biosorcion, reduccion, eflujo o bioacumulacién, de forma natural o

adquirida para contrarrestar la toxicidad (Xue Jianliang et al., 2020, p.1).

Las bacterias pueden incluso funcionar bien tanto en condiciones aerdGbicas como
anaerobicas y técnicas de biorremediacién como la fitorremdiacion combinada con el
uso de bacterias rizosféricas, puede estimular las actividades de crecimiento de las

plantas a través de la sintesis de hormonas promotoras del crecimiento (auxinas,



particularmente el acido indol acético, 1AA), la solubilizacién de fosfatos y otros

mecanismos directos o indirectos (Kohzadi Shadi et al., 2019, p.3).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente se detalla los 16 antecedentes mas

relevantes con respecto a la aplicacion e capas bacterianas y su influencia en la

biorremediacién de cadmio en cultivo de cacao.

Tabla N° 2: Antecedentes de la biorremediacion de cadmio en cultivos de cacao

Autor Objetivo Metodologia Resultado
Minari Evaluar Los aislamientos (592) Cuatro aislamientos fueron
Guilherme | aislamientos se obtuvieron de | resistentes a Cr 3+ (3,06 mmol
D. et al.,  bacterianos de muestras de suelo (19) dm-3)y Cd 2+ (2,92 mmol dm
2020 suelos de tres areas utilizadas | —3). Un aislado fue resistente
contaminados con | en tres sistemas de | alos tres metales a 0,95 mmol
Cd, Cr y Ni para | cultivo de maiz: | dm -3. Todos los aislamientos
determinar labranza cero y | se desarrollaron en un medio
algunas labranza convencional de Cd 2+, Cr3+yNi2+a0,5
caracteristicas con aplicacion de  mmol dm -3, y eliminaron Cd
para su uso en la | fertilizantes minerales; | 2+ (17-33%) y Cr 6+ (60—
biorremediacion. labranza minima con | 70%).
aplicacion de lodos de
depuradora.
Alsutan Este trabajo se | En total, se obtuvieron | Los compuestos volatiles
Wael et llevd a cabo para 103 aislamientos | bioactivos se identificaron
al., 2019 aislar, caracterizar | bacterianos endofiticos | mediante cromatografia de

y cribar endofitos
bacterianos de
plantas de cacao

para sus
actividades de
control biol6gico.
También se
investigaron  sus
mecanismos de

accién, asi como
su capacidad para
reducir la
podredumbre de
la mazorca negra.

de tejidos de cacao
sanos (hojas, ramas vy
frutos) de siete estados
de Malasia en 2016 y se
analizaron in vitro para
determinar su
antagonismo contra P.
palmivora .Se
seleccionaron los dos
mejores aislados AS1y
AS2 con mas del 80%

de inhibicion del
crecimiento radial
(PIRG) para
experimentos
posteriores.

gases y espectrometria de
masas (GCMS). Los
principales compuestos
presentes en el extracto de P.

aeruginosa se identificaron
como  eicosano  (9,11%),
hexatriacontano (6,87%),

tetracontano (5,17%), &cido
trans-2-decenoico (17,04%) y
acido 1-fenantrenocarboxilico,
1,2,3, 4,4a, 9,10,10a-
octahidro-1,4a-dimetil-7-  (1-
metiletil) (3,60%). En C.
proteolyticumextracto, los
compuestos principales se
identificaron como Eicosano
(11,29%), Tetratetracontano
(10,82%), Heneicosano
(10,78%), Hexatriacontano
(9,04%) y Fenol, 2,4-bis (1,1-
dimetiletil) (5,92%). La eficacia
de P. aeruginosa y C.
proteolyticum en la reduccion
de la lesion de la mazorca

negra se confirm6 en las
mazorcas de cacao
desprendidas con una
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Peng
Weihua et
al., 2018

Romero
Estévez
D. et al.,
2019

Akrofi A. 'y
et al.,
2017

Ma Hang
et al.,
2020

Li Weila et
al., 2021

Determinar la
biorremediacion
de Rhodobacter
sphaeroides en
suelo
contaminado con
cadmio y zinc

Determinar una
posible  relacion
entre las

concentraciones
de Cd, Niy Pb en
granos de cacao
de nueve
provincias
ecuatorianas.

Determinar c6mo
los
microorganismos
beneficiosos
pueden explotarse
facilmente para el
control  biolégico
de los patdégenos
de las mazorcas
de cacao, ya que
ambos tienen
nichos ecoldgicos
similares.

Biorremediar

suelos agricolas
de cultivos
contaminados con
Cd utilizando

biocarbén (BC) y
bacterias
promotoras  del
crecimiento de las
plantas (PGPB)

Demostrar el
potencial de la
bacteria Bacillus

sp. Como portador

Biorremediar las fases
intercambiables de Cd y
Zn en el suelo.

Se prepararon seis y
tres muestras de cada

provincia para @ ser
analizadas. Se
prepararon tres

fortificaciones de cada
muestra como control
de calidad para cada

técnica. Todas las
muestras fueron
molidas y
homogeneizadas.

La poblacién de

bacterias en las vainas
de tres progenies de
cacao, SCA6,T85/799
e IFC 5, se determind
utilizando el método de
recuento en placa en
agar nutritivo, agar
selectivo de
Pseudomonas y agar
de soja triptico.

Se aisl6 una nueva
cepa TZ5 de PGPB
inmovilizadora de Cd

baséndose en el
potencial de
inmovilizacion de Cd y
los rasgos de
promocién del
crecimiento vegetal
(PGP).

La cepa bacteriana

ureolitica Bacillus sp.
aislado de un suelo
contaminado con

inhibicion del 100% para
ambos aislamientos.

Después de la
biorremediaciéon, las fases

intercambiables de Cdy Zn en
el suelo se redujeron hasta en
un 30,7% vy un 100,0%,
respectivamente; los niveles
de Cd en la hoja y la raiz del
trigo se redujeron hasta en un
62,3% y 47,2%,
respectivamente.

El Ni fue el mas abundante
alcanzando concentraciones
entre 1.462 y 8.528 mg/kg
(promedio  3.930 mg/kg),
seguido por Pb entre 0.502 y
1.966 mg kg -1 (promedio
1.432 mg/kg) y Cd entre 0,267
y 1,715 mg/kg (media 0,753
mg/kg).

Trece de los diecisiete
aislamientos inhibieron
significativamente (p <0,001)
el crecimiento de micelios de
P. palmivora en placas.
Analisis molecular de
secuencias de dos de los

aislamientos de Pseudomonas

con mejor rendimiento,
codificados 96 y 97, vy
agrupados como
Pseudomonas

fluorescentesspp. 1, reveld
una similitud del 100% con
Pseudomonas putida .

El experimento de maceta
indicd que el porcentaje de Cd
extraible con acido acético en
los tratamientos con BCM
disminuyd significativamente
en un 11,34% que el control.
Mientras tanto, BCM aumento6
significativamente el peso
seco del raigras en un 77,78%
y disminuy6 la concentracion
de Cd del raigras en un
48,49%, en comparacion con
el control.

Los analisis integrados a
escala de laboratorio
enfatizaron las ventajas de
BCM por la actividad maxima
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Anusha P.
y
Natarajan
D., 2020

Kousa
Saman H.
et al.,
2020

Alves
JUnior
Miguel et
al., 2021

fungico para la
inmovilizacién de
cadmio en suelos
agricolas.

El objetivo del
estudio fue
determinar la
eficiencia de
remediacion  de
cadmio de |las
bacterias nativas
B.cereusen
laboratorio y
estudio de
remediacion  de
campo.

Realizar la
caracterizacion
molecular y
seguidas de su
produccion de
acido indol acético
(IAA), solubilidad
de fosfato,
actividad
antibiosis de las
bacterias PGPR
en suelos

contaminados con
metales pesados.

El objetivo de este

trabajo fue
caracterizar
funcional y
morfolégicamente
bacterias
endofiticas
aisladas de
arboles de cacao
(Theobroma

metales adquiridos
previamente en Guiyu,
China, estaba bien
adherido a las
superficies del polvo de
mazorca de maiz, lo
que indica el papel del
portador como un
refugio duradero para
las células bacterianas.
Demostracion de
concentracién minima
inhibitoria de metales, el
aislado fue altamente
resistente a los iones de
plomo seguido de otros
metales de prueba y
también altamente
resistente a mdultiples
antibioticos. Se
determiné el pH 6ptimo
(pH 7) y la temperatura
35 ° C) para el
crecimiento bacteriano.
Se recolectaron 162
muestras de suelo de la
rizosfera del cacao para
aislar cepas de Bacillus
subtilis utilizando medio
de agar Méssel con una

yema de huevo
adicional e identificadas
mediante la

secuenciacién del gen
ytcP.

Se obtuvieron un total
de 197 aislamientos de
bacterias endofiticas de
hojas y raices de
plantas de cacao con
diferentes sistemas de
produccion y en
diferentes épocas del
afo. La caracterizacion
de los grupos

de ureasa del suelo (hasta
3.440 U / mg y aumentada en
un 214% en 28 dias) y la
mayor tasa de inmovilizacion
de Cd (el Cd intercambiable
disminuyé en un 68,54%),
entre todos los tratamientos.

Se encontré que la eficiencia
de biorremediacion del método
de cultivo por lotes por la cepa
fue del 91,98% (Cd), 79,9%
(Cr), 97,17% (Pb), 77,44%
(Zn), 81,6% (Fe), 62,8% (Mn) y
60,92 % (Mg)
respectivamente.

Se aislaron e identificaron
cincuenta (50) cepas de B.
subtilis utilizando el gen ytcP.
El noventa por ciento (90%) de
las cepas pudieron formar una
biopelicula. Todos los
aislamientos produjeron un
IAA. Cuarenta (40 (80%)) de
B. subtilis se solubilizaron con
fosfato con un indice de
solubilizacion de fosfato (PSI)
de 0 a 97,33 = 0,70%. De
todas las cepas de B. subtilis,
45 (90%) tienen el gen srfAA,
19 (38%) tienen el gen fenD y
12 (24%) tienen el gen ituC.
Las cepas de B. subtilis de la
rizosfera del cacao serian
beneficiosas para la
produccién agricola en niveles

elevados con Cd por sus
actividades de PGPR.
La mayor cantidad de

bacterias endofiticas se aislo
de la raiz (95,9%), en la época
seca. Las actividades mas
expresivas en cuanto al indice
enzimatico fueron amilolitica
(71,9%), proteolitica (70,2%) y
fijadora de nitrégeno (38,6%),
respectivamente. El andalisis
de similitud formé dos grupos
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Zhou
Xinfei et
al., 2021

Yu Ying et
al., 2022

Laslo
Vasile et
al., 2022

cacao.) y evaluar
su potencial
antagonista frente
a fitopatdégenos.

Evaluar el
potencial de
aplicacién de
Comamonas

testosteroni ZG2

para cultivos en
suelos
contaminados con
niquel y cadmio

Una bacteria,
Alishewanella sp.
WH16-1-MT, se
disefo para
expresar

metalotioneina en
la superficie
celular.

El objetivo
principal de
nuestro  estudio

fue desarrollar un
disefio
experimental
novedoso para la

funcionales consistio en
actividad  proteaolitica,
amilolitica y celulolitica
y capacidad para fijar
nitrégeno y solubilizar
fosfato. La diversidad
morfolégica se evalud
principalmente de
acuerdo con los
siguientes parametros:
forma, color, tamafio y
elevacion de la colonia.

Se utilizaron trece
aislamientos de
bacterias  endofiticas,

seleccionados
mediante analisis de
conglomerados, para
evaluar el potencial
antagonista en ensayos
emparejados contra
cuatro especies de
hongos fitopatdgenos.
Se aisl6 una cepa
bacteriana resistente al
niguel-cadmio, que no
solo puede producir
actividad ureasa para
inducir la precipitacion
de carbonato, sino
también acido indol-3-
acético (IAA) y
sideréforos , del suelo
contaminado con
metales pesados.

En comparacién con la
cepa parental WH16-1,
Cd 2+La eficiencia de
adsorcion de WH16-1-
MT en el medio
aumentd de 1,2 a 2,6
mg / kg de peso seco. A
continuacion, se incubd
la cepa WH16-1-MT
con arroz en un suelo
de arroz
moderadamente
contaminado con Cd .

El diseiio experimental
se desarroll6 en dos
pasos. En el primer
paso se realiz6é la bio-
sintesis, caracterizacion
morfoloégica y quimica
de nanoparticulas de

conlos aisladosCSR 2.4y CS
R 2.25 que exhibian una
similitud del 100%.

En los experimentos de
tratamiento del suelo, la cepa
ZG2 podria aumentar el pH del
suelo, reducir el contenido de
Niy Cd disponibles en el suelo
y las partes comestibles de
pakchoi, aumentar la biomasa

de pakchoi, y también
promueve el crecimiento y
desarrollo del sistema de

raices.

La inoculacion con WH16-1-
MT redujo la
biodisponibilidad.de Cd en el
suelo, con un aumento de la
proporcion de Cd total en
estados oxidables y residuales
de 29% a 32%. El analisis del
microbioma demostré que la
adicion de WH16-1-MT no
alteré significativamente la
abundancia bacteriana original
y la estructura de Ila
comunidad en el suelo.

La eficiencia de la
bioabsorcion de Cd por LAB
estuvo en el rango 43.78% -
50.87%, la relacion de 1: 2
bacterias del &cido lactico
(LAB) / SeNPs mostro los
mejores  resultados para
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Zhang
Jun et al
2021

Lin
Xiaoyan

et al.

2016

Etminani
F.
Harighi B
2018

y

eliminacion de
cadmio (Cd)
utilizando L. casei
o L. fermentum y
nanoparticulas de
selenio exdgenas.

Medir la eficiencia
de la cepa
bacteriana

alcalinizante para
la reduccién de la
disponibilidad vy

acumulacion  de
cadmio en
cultivos.

Evaluar la
bacterias
resistentes al
cadmio y su
potencial para
reducir la
acumulacion  de

cadmio en cultivos
agricolas.

Aislar e identificar
bacterias

endofitas con
actividad
promotora del
crecimiento
vegetal y potencial
de control

selenio (SeNPs)
producidas por L. casei
. En el siguiente paso, L.
casei y L. fermentumse
utilizaron para
evidenciar su capacidad
de unibn al Cd,
destacando el papel de
los SeNP contra la
toxicidad inducida por
Cd.

Se aisl6 una cepa
bacteriana alcalinizante
y resistente al Cd XT-4
de un suelo
contaminado con Cd y
evaluamos su
aplicaciéon potencial en
la biorremediacion de
Cd. Con base en sus
caracteristicas
morfolégicas,

fisiolégicas y
bioguimicas, junto con
el andlisis de la

secuencia del gen 16S
rRNA, la cepa XT-4 fue
identificada como
miembro del Bacillus
género.

Se aislaron y evaluaron
tres bacterias
resistentes al Cd para
su posible aplicacion en
la biorremediacion del
Cd. Basandose en sus
caracteristicas
morfolégicas,

fisiolégicas y
bioguimicas, junto con
los andlisis de Ia

secuencia del gen del

ADNTr 16S, se
identificaron las
bacterias como
Pseudomonas

aeruginosa Delftia
tsuruhatensis .

Se recolectaron

muestras de hojas y
tallos de arboles de
pistacho silvestres
sanos (Pistacia
atlantica L.) de varios
lugares de las regiones
de Baneh y Marivan,

ambas bacterias. Se demostrd
el efecto sinérgico de SeNP
biogénicos y LAB contra la
toxicidad del Cd.

La inoculacién aumenté el pH
de la rizosfera, disminuyé el
Cd extraible con CaCl 2 en el
suelo 'y disminuyé la
concentracion de Cd en la
parte comestible de Pak choi
en un 28—-40%.

Pseudomonas aeruginosa
mostrd una tolerancia muy alta
a los metales, especialmente
Cd (2200 mg /L), Zn (1800
mg /L)y Pb (1200 mg/L),y
se cree que es una bacteria
resistente a multiples metales.

los aislamientos se
identificaron como bacterias
pertenecientes a
Pseudomonas,

Stenotrophomonas, Bacillus,
Pantoea y Serratia.género. Se
evaluo la capacidad de estos
aislados para la produccion de
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biologico de
arboles de
pistacho silvestres

Irdn. En total, se
aislaron 61 bacterias
endofiticas y se

agruparon segun
propiedades
fenotipicas. Diez

aislados seleccionados
de <cada grupo se
identificaron
adicionalmente
mediante
secuenciacion  parcial
del gen de ARNr 16S.

fitohormonas como auxina y
giberelina, produccién de
sidero6foros, solubilizacion de
fosfatos, fijacion de nitrégeno

atmosférico, produccion de
proteasas y cianuro de
hidrégeno.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacién

El presente estudio tiene como metodologia una investigacion cualitativa, de tipo
aplicada; ya que se va a realizar el estudio de diversas investigaciones para resolver
una probleméatica mediante el enriquecimiento de los conocimientos obtenidos por los

estudios realizados de estos investigadores.

De acuerdo con Vargas, (2009, p. 159), la investigacion cualitativa se sumerge en el
campo y ahonda en los contextos de investigacion que no son artificiales, son
naturales. Se explica asi también por Veland, Siri, et al. (2018, p.7) que la
investigacion tipo aplicada consiste sobre todo en determinar la eficacia de las
soluciones de un problema. Y es empleado por la busqueda de informar como las
bacterias interactian en la biorremediacion de cadmio en cultivos de cacao; esto en

base a diversas investigaciones a nivel mundial Valderrama, (2013, p.38).

Ademas, el disefio planteado es la narrativa de topico; de acuerdo con Rocha (2015,
pp. 265-266), los investigadores utilizan el andlisis narrativo para comprender como
los participantes de la investigacion construyen la historia y la narrativa a partir de su
propia experiencia personal. Eso significa que hay una doble capa de interpretacion
en el andlisis narrativo; primero, los participantes de la investigacion interpretan sus
propias vidas a través de la narrativa, luego el investigador interpreta la construccion
de esa narrativa. Las narrativas pueden derivarse de revistas, cartas, conversaciones,
autobiografias, transcripciones de entrevistas en profundidad, grupos focales u otros
tipos de investigacion narrativa cualitativa (Facal, 2015 p. 6), y de acuerdo al disefio
del presente estudio se toman en cuenta Unicamente articulos cientificos que traten
y se encuentren enfocados en las bacterias biorremediadoras de cadmio en cultivo

de cacao.

3.2. Categoria, subcategoria'y matriz de categorizaciéon
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Tabla N°3: Matriz de categorizacion

Objetivo especifico

Problema especifico

Categoria

Sub categoria

Criterio 1

Criterio 2

Describir los

¢, Cudles son los equipos

Tipo de muestreo

e Prueba de tinciébn de

De acuerdo a

De acuerdo a la

equipos usados en | usados en el muestreo de | de las bacterias Gram la diversidad | caracterizaciéon
el muestreo de las | las bacterias | biorremediadoras e Caracterizacion de morfofisiologica y
bacterias biorremediadoras pre;entes en los morfolégica poblaqlones genetlg:a de
biorremediadoras | presentes en los cultivos | Cultivos de cacao (De Aralijo Roméria P. et al. bacterianas 2?3&[&2 .
presentes en los | de cacao? (Karpagalakshmi | 2017, p.4) aisladas
cultivos de cacao. S. et al., 2019,

p.1)
Analizar las | ¢ Cudles son las bacterias | Tipos de e Bacterias naturales De acuerdo a | De acuerdo al
bacterias consideradas como mayor | bacterias  con e Bacterias inocuas la cantidad de | porcentaje de
consideradas como | biorremediadoras de Lng?lrzrmed'ac'én \é(re:leado inhibicion

H H | 1aCl

g]i?r/fermediadoras g:ggzjlg en cultivos e de cadmio en (zhang H.y Reynold M., 2019,
de  cadmio  en cultivos de cacao | P-1)
cultivos de cacao. (zhu Hanhua et

al., 2016, p.3)
Definir los efectos | ¢Cuales son los efectos | Efectos de altos e Amenaza en la salud | De acuerdo al | De acuerdo al
que conllevan las | que conllevan las altas niveles de Cd en humana concentraciéon | tiempo presente
altas tasas de Cd | tasas de Cd presentes en cultivos de cacao e Amenaza en la del . iones | en el cultivo de
presentes en los | los cultivos de cacao? economia metalico cacao

(Maddela Naga presente

cultivos de cacao

R. et al., 2020,
p.1)

(Li Xiong et al., 2016, p.2)

Elaboracion propia
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3.3. Escenario de estudio

Al ser este estudio una revision sistematica de diversas literaturas cientificas se toma
como escenario de estudio a los laboratorios y lugares de campos en los que los
investigadores realizaron sus analisis y toma de muestras para el estudio préactica,
siendo ellos escenarios encontrados en los articulos cientificos extraidos de diversas

plataformas y portales web a nivel nacional e internacional.
3.4. Participantes

Los participantes que se encuentras involucrados en el desarrollo del presente
estudio son las paginas web institucionales y cientificas que nos permitieron extraer
las diversas literaturas utilizadas para afadir al estudio; siendo estos participantes

paginas indizadas como: SpringerLink, sciencedirect, PubMed.
3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica empleada en este estudio es el andlisis documental empleando como

instrumento de recoleccion de datos la ficha de analisis de contenido.

Es asi que, el andlisis de documentos es una técnica disefiada para revisar
documentos empleando un conjunto de estrategias que facilite la representacion del
documento y su contenido, pero en otro formato y de una manera simplificada para

facilitar su posterior recuperacién (Hernandez et al., 2014, p. 415).

Dicho ello, para abordar tal técnica se propuso la ficha de andlisis de contenido de
elaboracién propia encontrada en el Anexo N°1, Esta ficha elaborada permite plasmar
la informacion esencial, relevante y que resuma el contenido total del documento
original; siendo detallados datos como: Nombres de autor (es), afio, pagina,
publicacion, investigacion, objetivos, metodologia, Tipos de bacterias con mayor
biorremediacion de cadmio en cultivos de cacao, tipos de muestreo de las cepas
bacterianas biorremediadoras, efectos de la presencia de Cd en los cultivos de cacao,

resultados y conclusiones.

De acuerdo con Orellana y Sanchez, (2006, p. 207) la Guia de analisis de contenido
define el andlisis de contenido como "el analisis sistematico, objetivo y cuantitativo de

las caracteristicas del mensaje".
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3.6. Procedimiento

Grafico N°2: Procedimiento de recoleccion de datos

Busqueda de literaturas Tipo de investigacion:
Palabras clave: Bacteria, Bacillum, bioremediation, — Aplicada — No experimental
cadmium, cocoa crops, agricultural crops, bacterial
strains.
=P  Fechade publicacion:
2016-2021
l Idiomas:

Inglés y espaiiol
Fuentes:

SpringerLink = 64
Sciencedirect = 11

PubMed =9 —
Total: N=84

A'\rtlculos afiadidos por Total: 56
titulo y resumen: N= 4

Total: 60 —
Articulos afadidos
de la referencia Total: 18 J
bibliogréafica: N=2

l

Articulos afadidos
al estudio: (N=20)
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3.7. Rigor cientifico
Credibilidad:

La credibilidad es que tan creible son para los investigadores los datos que brindan
los autores y para ello pueden regresar a verificar los datos obtenidos y si existen
dudas o puntos a esclarecer que no son creibles brindan ejemplos desde su punto de
vista apoyandose en resultados generados por otros autores (Norefia, Alcaraz, Rojas
y Rebolledo, 2012, p.268). Esto se puede ver en la discusion de los resultados en los

gue se aplican otros estudios para apoyar o refutar los resultados obtenidos.
Transferibilidad:

Con el criterio de transferibilidad se puede juzgar el rigor metodolégico de la
investigacion cualitativa; ya que se observa que tanto se puede trasferir el estudio a
otros contextos y que tan bien se pueden ajustar a otros campos (Hernandez et al.,
2014, p.456). Esto se cumple ya que el presente estudio esta realizado como un
aporte para futuros investigadores y que puedan continuar con la investigacion

aplicandolo a otros campos u otras realidades.
Confiabilidad:

Para estimar la confiabilidad, los investigadores construyen varias nociones
hipotéticas (por ejemplo, la teoria de la puntuacion verdadera) para tratar de eludir un
hecho; ademas hace énfasis la necesidad de que el investigador dé cuenta del
contexto en constante cambio dentro del cual ocurre la investigacion (Arias y Giraldo,
2011, p.503). Este criterio se observa en el aporte de los resultados obtenidos en la
presente revision sistematica para que futuros investigadores puedan hacer uso de

los hallazgos encontrados.
Confirmabilidad:

Hay una serie de estrategias para mejorar la confirmabilidad. El investigador puede
documentar los procedimientos para verificar y volver a verificar los datos a lo largo
del estudio. Otro investigador puede asumir el papel de "abogado del diablo" con
respecto a los resultados, y este proceso puede documentarse. El investigador puede
buscar y describir activamente instancias negativas que contradicen observaciones

previas. Y, después de estudiar, se puede realizar una auditoria de datos que
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examina los procedimientos de recopilacion y analisis de datos y emite juicios sobre
el potencial de sesgo o distorsion (Arias y Giraldo, 2011, p.503). Dicho ello la
confirmabilidad se refiere a si los resultados son corroborados o refutados y esto se
observa en los diversos resultados obtenidos por otros investigadores, plasmandolos

en la discusion.
3.8. Método de analisis de informacién

El método de analisis de esta revision sistematica consta en la aplicacién de
estrategias de recoleccion de datos; como es el caso de la matriz aprioristica en la

cual mediante los objetivos y problemas especificos se planteados 3 categorias:

e Tipo de muestreo de las bacterias biorremediadoras presentes en los cultivos
de cacao
e Tipos de bacterias con mayor biorremediacion de cadmio en cultivos de cacao

e Efectos de altos niveles de Cd en cultivos de cacao

Cada una de ellas con sus respectivas sub categorias de acuerdo a los criterios
propuestos; ello es realizado para obtener resultados ordenados y claros buscando

resolver el objetivo general planteado
3.9. Aspectos éticos

Los aspectos éticos con los que cumple este estudio son:
e El cumplimiento de la normativa vigente establecida por la universidad Cesar
Vallejo - Resolucién rectoral 0089-2019.
e Uso estricto del manual de Referencia estilo ISO 690 y 690-2
e Calidad del presente documento mediante el programa Turnitin demostrando

la autenticidad del trabajo presentado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2 Tipo de muestreo de las bacterias biorremediadoras presentes en los

cultivos de cacao

De acuerdo al primer objetivo se busca describir los equipos usados en el muestreo

de las bacterias biorremediadoras presentes en los cultivos de cacao, mostrando la

comparacion de confiabilidad de algunos métodos de deteccion y enumeracion.

Tabla N° 4: Tipos de equipos usados en el muestreo de las bacterias
biorremediadoras presentes en el cacao

METODO DE  SENSIBILID VENTAJAS LIMITES REFEREN
DETECCION  AD CIAS
ESTANDAR DE Bajo No destructivo, -El tamafio de los Guo Rachel
TURBIDEZ DE rapido y de microorganismos et
MCFARLAND bajo costo. influye en la al., (2017)
concentracion
bacteriana
-No se puede utilizar
para la identificacion
-No es posible
distinguir entre células
vivas y muertas
RECUENTO DE | Bajo Enumerar -Consume mucho Emerson
PLACAS microorganism tiempo y es laborioso Joanne B. et
0s -No se puede utilizar al., (2017)
para la identificacion
-Solo  para células
cultivables
-Limitaciones
importantes para las
bacterias anaerdbicas
NUMERO MAS @ Bajo Enumerar -Solo para microbios Lin Xiaoyan
PROBABLE microorganism  simbidticos etal., (2016)
(MPN) 0s -No utilizable para
identificacion
-Mala repetibilidad
MPN-PCR -Deteccion y -Depende de la Bonny
Meda enumeraciéon especificidad de las Sharmin Q.
especificas sondas et al.,
-Aplicable  a (2018)
microorganism
0s no
cultivables
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RECUENTO DE | Media -Enumerar -Consume mucho Xie Weidi et
CELULAS POR microorganism tiempo y es laborioso al., (2018)
MICROSCOPIA os -No es posible
distinguir entre células
vivas y muertas
-Equipo y [/ o
consumibles costosos
- No siempre es posible
la deteccion
INMUNOTRAN | Media -Deteccibn 'y -Solo para células Zhou Xinfei
SFERENCIA DE enumeracion cultivables etal., (2021)
COLONIAS especificas - -Se requieren
-Método no marcadores
destructivo vy identificables
econoémico
MARCADOR Elevado -Se puede - Se requiere equipo de Reddypriya
DE cribar una gran laboratorio costoso y Pasupuleti
CICATRICES / cantidad de sofisticado et
PCR muestras a la -Requiere cebadores al., (2019)
CUANTITATIVA vez especificos disefiados
EN TIEMPO -Buena a partir de un gen
REAL repetibilidad especifico
-Especificas y -Depende de la
reproducibles  especificidad de las
-Deteccion y sondas
cuantificacion
-Aplicable a
microorganism
0s no
cultivables
SISTEMAS DE | Elevado -Detecta la -Caro Abbasian
SECUENCIACI presencia de -Analisis bioinformatico Abbasian F.
ON DE GENES diferentes requerido et al.,
DE PROXIMA microorganism (2018)
GENERACION 0s en una
muestra

Respecto a la tabla N°4 los equipos mas usados por los investigadores en el muestreo
de las bacterias biorremediadoras presentes en los cultivos de cacao son 8, entre los
cuales, la principal finalidad es enumerar la cantidad de microorganismos presentes
en el suelo determinando asi la eficiencia de las bacterias en la eliminacién de cadmio

y el aumento de los microorganismos y mejoramiento de los cultivos.

Estos resultados son apoyados por Guo Rachel et al., (2017), sefialando que el
método estandar de turbidez de McFarland es rapido relativamente econdmico

(alrededor de US $ 10 por prueba) para la enumeracion de bacterias por orden de
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magnitud reducira el tiempo y el costo de las pruebas microbiolégicas que requieren
informacion de concentracion bruta. Ello es también corroborado con Montero recalde
M. et al., (2018, p.3), quien afirma que esta técnica permite mantener la viabilidad
bacteriana y puede ser considerada como un procedimiento eficaz y con una

aplicacion sencilla para la preservacion de bacterias.

Lo que es opuesto por Montero Recalde M. et al., (2017, p.4), quien afirma que solo
aplicando los estandares de turbidez de McFarland no es suficiente, por lo cual se
debe aplicar una combinacion de técnicas como criopreservacion y la escala de
McFarland, y este uso en conjunto de ambas técnicas presentaria ventajas por
encima de los métodos de preservacion y estimacion de poblaciones por cultivos

activos, por su confiabilidad, eficiencia y bajo costo.

Asi también se encuentra Reddypriya Pasupuleti et al., (2019), sefialando que la
evaluacion de la calidad basada en marcadores de cicatrices / pcr cuantitativa en
tiempo real seria una herramienta sensible para monitorear la produccion de

biofertilizantes, asi como su persistencia en la rizosfera del cultivo inoculado.

Esto es también respaldado por Balasubramanian S. et al. (2020, p.287), quien
demostré con éxito en su estudio que los marcadores de cicatrices se pueden utilizar
como un sistema de deteccion molecular para rastrear los biofertilizantes a nivel de
cepa. La PCR (polymerase chain reaction) multiplex y la PCR en tiempo real dirigida
a los marcadores podrian aplicarse al control de calidad de la produccion comercial
de biofertilizantes, para garantizar la calidad del producto para la satisfaccién de los

agricultores.

4.2 Tipos de bacterias con mayor biorremediacion de cadmio en cultivos de

cacao

Tabla N°5: Tipos de bacterias con mayor biorremediacién de Cd en cultivos de

cacao

Autor Tipo de  Bacteria Resultado

bacterias
Minari Naturales | Bacillus sp.. Porcentaje de eliminaron Cd
Guilherme 2+:17-33%
D. et al,
2020
Alsutan Inoculadas | P. aeruginosa y C.  Eliminacibn de 100% para
Wael et proteolyticum ambos aislamientos
al., 2019
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Peng
Weihua et
al., 2018

Romero
Estévez D.
etal., 2019

Akrofi A. y
etal., 2017
Ma Hang
etal., 2020

Li Weila et
al., 2021
Anusha P.
y .
Natarajan
D., 2020
Kousa
Saman H.
etal., 2020
Alves
Junior
Miguel et
al., 2021
Zhou
Xinfei et
al., 2021
Yu Ying et
al., 2022

Laslo
Vasile et
al., 2022
Zhang Jun
etal., 2021
Lin
Xiaoyan et
al., 2016
Etminani
F. y
Harighi B.,
2018
Saranya
K. et al,
2018
Choinska-
Pulit A. et

Naturales

Naturales

Inoculadas

Inoculadas

Naturales

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Inoculadas

Naturales

Inoculadas

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Cepa TZ5 de PGPB

inmovilizadora

Cepa bacteriana ureolitica

Bacillus sp.
Pseudomonas

Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Pseudomonas

L. caseiy L. fermentumse

Bacillus

Pseudomonas aeruginosa
Delftia tsuruhatensis

Pseudomonas,
Stenotrophomonas,
Pantoea y Serratia

Bacillus,

Cronobacter muytjensii

Pseudomonas
azotoformans JAW1

Se redujeron hasta en un
30,7% 'y un 100,0%,
respectivamente; los niveles
de Cd en la hoja y la raiz del
trigo se redujeron hasta en un
62,3% y 47,2%,
respectivamente.

Cd entre 0,267 y 1,715 mg/kg
(media 0,753 mg/kg)
Porcentaje de eliminacion:
87%

Eliminacion de cadmio 100%

Mientras tanto, BCM aumento
significativamente el peso
seco del raigras en un 77,78%
y disminuyd la concentracion
de Cd del raigrdas en un
48,49%, en comparacion con
el control.

el Cd intercambiable
disminuyd en un 68,54%
Eliminacion de Cd: 91,98%

Eliminacion de Cd: 90%

Eliminacion de Cd: 95,9%

Eliminacion de Cd en un
porcentaje >85%

Eliminacion de Cd en un
porcentaje 32%

La eficiencia de la
bioabsorcion de Cd estuvo en
el rango 43.78% - 50.87%.
Eliminacion de Cd en un
porcentaje 93%

Eliminacion de Cd en un
porcentaje 97%

Eliminacion de Cd en un
porcentaje >90%
Porcentaje de remocién de Cd:

44,62%

Porcentaje de remocion de Cd:
98,57%
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al., 2018

Camacho- | Inoculadas | Bacillus sp. MC3B-22 Eliminacion de Cd en un
Chab J. y Microbacterium sp. porcentaje: 93%
etal., 2018 MC3B-10

De acuerdo a los resultados expuestos en la tabla N°5, se tiene que un 90% de los
investigadores emplearon las bacterias inoculadas, siendo las mas usadas las cepas

bacterianas Bacillus y Pseudomonas.

Esto es corroborado con lo dicho pro Kousa Saman H. et al., 2020, quien sefiala que
realizando una inoculacion de la bacteria Bacillus subtilis en un medio agar Mdssel
con una yema de huevo adicional e identificadas mediante la secuenciacién del gen
obtuvo una remocion de Cd en los cultivos de cacao en un un 90 %. Esto también es
cooroborado por Anusha P. y Natarajan D., 2020 quien afirma que las cepas de B.
subtilis de la rizosfera del cacao serian beneficiosas para la produccion agricola en

niveles elevados con Cd por sus actividades de PGPR.

Asi también respalda las afirmaciones anteriores Rizwan M. et al., (2017, p.4);
presenta en su estudio que la mayor cantidad de bacterias endofiticas se aisl6 de la
raiz (95,9%), en la época seca y las actividades mas expresivas en cuanto al indice
enzimatico fueron amilolitica (71,9%), proteolitica (70,2%) y fijadora de nitr6geno
(38,6%), respectivamente. El andlisis de similitud formé dos grupos con los aislados
CS R 2.4y CS R 2.25 que exhibian una similitud del 100%.

Lo que es refutado por Yu Ying et al., (2022), quien sefiala que la inoculacién de
bacterias con WH16-1-MT redujo la biodisponibilidad de Cd en el suelo, con un
aumento de la proporcién de Cd total en estados oxidables y residuales de 29% a
32%. El analisis del microbioma demostré que la adicion de WH16-1-MT no altero
significativamente la abundancia bacteriana original y la estructura de la comunidad

en el suelo.

Lo dicho por Yu Ying et al., 2022 es refutado por el autor Laslo Vasile et al., 2022
quien afirma en su estudio que la relacidon de 1: 2 bacterias del acido lactico (LAB) /
SeNPs mostré los mejores resultados para ambas bacterias inoculadas, demostrando
el efecto sinérgico de la inoculacion de las cepas bacterianas contra la toxicidad del

Cd. Asi también Zhang Jun et al., 2021 afirma lo dicho, donde indica que la
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inoculacion aumento el pH de la rizosfera, disminuyé el Cd extraible con CaCl 2 en el

suelo y disminuy6 la concentracion de Cd.
4.3 Efectos de altos niveles de Cd en cultivos de cacao

Por otro lado, se determinada los efectos que conllevan las altas tasas de Cd

presentes en los cultivos de cacao, para lo que se presenta la tabla 9 y 10.

Tabla N°6: Efectos que conllevan las altas tasas de Cd presentes en los cultivos de

cacao

Investigadores

Anusha P. y
Natarajan D., 2020,
Ma Hang et al,
2020, Li Weila et al.,

Efectos

Sobre el crecimiento

-En la altura de la planta de cacao
-En el diametro del tallo

En la -En la disminucion del nimero de hojas 202 | .
cosecha -En la longitud de las raices 21, Alves Junior
-En el rendimiento de materia seca Miguel et al,, 2021,
: Laslo Vasile et al.,
-En el genotipo del cacao 2022 Alsutan Wael
-En los sustratos etal., 2019
En la salud Efecto de las etapas de procesamiento Zhou Xinfei et al.,

posteriores a la cosecha sobre las
concentraciones de Cd en los productos
(intermedios) derivados del cacao,
considerando una concentracion total inicial
de Cd en el grano de 0,60 mg Cd kg-1.

- El riesgo para la salud del Cd en la dieta esta
relacionado con su forma biodisponible lo que
significa que no todo el Cd presente en los
alimentos es perjudicial.

2021, Yu Ying et
al.,, 2022, Zhang
Jun et al.,, 2021,
Lin Xiaoyan et al.,
2016, Etminani F.
y Harighi B., 2018,
Minari Guilherme
D. et al., 2020,
Peng Weihua et
al., 2018

Ello es confirmado por lo expuesto en el estudio de Tamtahal G. et al., (2018, p.7),
quien sefala que el efecto del cadmio en el crecimiento de las plantas es de deletéreo

a concentraciones de cadmio en el suelo de 5 ug g-1.

Esto es respaldado por Chavez E. et al., (2016, p.2), quien indica que el efecto
deletéreo del Cd sobre las plantulas de cacao esta determinado por las caracteristicas
fisicas y quimicas del suelo, lo cual se evidencié con concentraciones crecientes a
partir de 5 yg g-1. Esto es consistente con otros estudios que reportaron toxicidad

para la mayoria de las plantas a concentraciones de Cd de 5 a 10 ug g-1.
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Asi también de acuerdo con Oliva M. et al., (2020, p.3), el crecimiento de la planta y
el Cd foliar mostraron una correlacion negativa moderada y fueron estadisticamente
significativos en todas las variables medidas. Las correlaciones se muestran en la
Tabla 7.

Tabla N°7: Correlaciones de Pearson entre el cadmio foliar y el crecimiento de la

planta
Parametro de crecimiento Cadmio foliar (r?)
Longitud de la raiz -0,59%**
Longitud del tallo -0,54***
Diametro del tallo -0,43***
Area foliar -0,56***
Biomasa radicular -0,52***
Biomasa del tallo -0,46***
Biomasa foliar -0,52***

Correlaciones significativas (P < 0,001)

Fuente: Extraido y modificado de Correa Juan E. et al., 2021

De acuerdo a la correlacion presentada en la Tabla 7 se corrobora el efecto deletéreo
del Cd en las plantas de cacao, en concentraciones entre 5y 20 ug g-1 en los suelos.

Ademas, en el estudio de Chen Haiyang et al., 2016, p.1), los suelos con pH superior
a b, alto contenido de materia organica, Ky P, y mayor saturacion de bases, porosidad
y retencion de humedad presentaron menor Cd relativo disponible, con promedios
que oscilan entre 38,3% y 42,7%, asi como una menor acumulacion en materia seca,
con promedios que van desde 7,25 a 8,50 yg g -1 y un menor impacto en el
crecimiento vegetal con porcentajes promedio de pérdida de biomasa de entre 40%

y 69% a concentraciones de 20 ug g -1.

Asi también, en suelos con mayor contenido de arcilla, pH bajo y mayor al
intercambiable y densidad real, el Cd relativo disponible fue significativamente mayor
con promedios entre 51.9% y 55.9%, y la acumulacién fue significativamente mayor
con concentraciones promedio entre 10.41 y 12.40 ug g -1en materia seca
(Rodriguez H. et al., 2019, p.5). En el articulo de Lewis C. et al., 2021, p.4), el efecto
del crecimiento de las plantas fue estadisticamente significativo, con porcentajes
promedio de pérdida de biomasa del 85%, llegando incluso a la muerte de algunas

plantas a concentraciones de cadmio de 20 ug g -1.

Ademas, los Factores como niveles de Fe, Zn, Ca, fitato y fibra en los alimentos si

afectan a la biodisponibilidad (absorcién neta) del Cd (Akesson y Chaney, 2019, p.2).
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Segun las estimaciones de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de
EE.UU., la exposicion media al Cd en nifios oscila entre 0,38 y 0,44 ug kg-1 de peso
corporal dia-1 y son ~4 veces superiores a la referencia toxicoldgica mas baja.

De acuerdo con Vanderschueren R. et al., (2021, p.14), existen procesamiento que
pueden reducir potencialmente la concentracion de Cd en el producto final: (1) una
fermentacion adecuada puede causar la migracion del Cd del grano de cacao a la
cascara, lo que resulta en una reduccién del Cd del grano de cacao en un factor de
hasta 1,3; (2) las regulaciones actuales permiten que el 2,5% (m/m) de material de
testa permanezca en el licor de cacao, una eliminacion mas eficiente de la testa puede
resultar en concentraciones mas bajas de Cd debido al alto Cd de la testa (En este
caso, la eliminacion completa de la testa daria como resultado un licor de cacao con
0,42 mg de Cd kg-1); (3) el Cd esta contenido en los sélidos de cacao no grasos y,
por tanto, las concentraciones de Cd en el producto final dependen del tipo de

producto.
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V. CONCLUSIONES

Respecto a la revision sistematica realizada para determinar a las bacterias

biorremediadoras de cadmio en cultivo de cacao, se puede concluir lo siguiente:

Los equipos mas usados por los investigadores en el muestreo de las bacterias
biorremediadoras presentes en los cultivos de cacao son estandar de turbidez
de mcfarland, recuento de placas, nimero mas probable (mpn), mpn-pcr,
recuento de células por microscopia, inmunotransferencia de colonias,
marcador de cicatrices / pcr cuantitativa en tiempo real y sistemas de
secuenciacion de genes de proxima generacion, entre los cuales, la principal
finalidad es enumerar la cantidad de microorganismos presentes en el suelo
determinando asi la eficiencia de las bacterias en la eliminacién de cadmio y

el aumento de los microorganismos y mejoramiento de los cultivos.

Las bacterias consideradas como mayor biorremediadoras de cadmio en
cultivos de cacao son las bacterias inoculadas en un 90% y entre ellas las mas
utilizadas para biorremediar cultivos de cacao contaminadas con cadmio son
las cepas bacterianas bacillus y pseudomonas; presentando porcentajes de

remocion de un 80 a 100%.

Los efectos que conllevan las altas tasas de cd presentes en los cultivos de
cacao se encuentran principalmente enfocados en los dafios a las cosechas
de cacao; siendo afectos la altura del cacao, el didmetro del tallo, la
disminucién del numero de hojas, la longitud de las raices, el rendimiento de
materia seca, el genotipo del cacao y los sustratos. mientras en la salud
humana las concentraciones de cd solo sobrepasan si exceden los 0,60 mg cd
kg-1, pero existen procesamientos en los productos de cacao que pueden

reducir potencialmente la concentracion de cd en el producto final.
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VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a la investigacion realizada, se recomiendo a los futuros investigadores:

Realizar estudios experimentales en las que se describa a detalle las técnicas
y la metodologia de inoculacién para que se pueda permitir la repeticion del

experimento en otros estudios y comparar resultados.

A las investigaciones futuras se recomienda centrarse en otros grupos que
todavia tienen un repertorio oculto que puede explorarse para desarrollar la
biorremediacion de calidad; por ejemplo, al asociar estas bacterias con hongos

micorrizas arbusculares,

Realizar mayores enfoques en la biorremediadoras de cadmio en cultivo de
cacao centrdndose en la cepa Actinobacterias ya que son las menos
estudiadas por su interés agronémico, pero presentan prometedores
resultados de acuerdo a los pocos estudios que lo emplearon, ademas, estas
bacterias merecen una atencion especial debido a su capacidad para
adaptarse a diversos ecosistemas como suelos desérticos, suelos marinos,

depdsitos de rocas fosfatadas, etc.
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