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GUIA 12: MITIGACION DE CADMIO EN EL SUELO MEDIANTE ENMIENDAS INORGANICAS

1. Introduccion

Este documento tiene como proposito dar a conocer la biorremediacion
como una de las estrategias de mitigacion del contenido de cadmio (Cd)
en suelos bajo cultivos de cacao. En Ecuador, esta es una estrategia que
apenas estainiciando, pero que, por su potencial e innovacién para disminuir
la absorcion y acumulacion de este metal en la almendra de cacao, se la ha
considerado dentro de las herramientas a ser desarrollada en el pais.

Para reducir la absorcion de cadmio en las plantas de cacao es posible
utilizar mecanismos naturales de inmovilizacion y/o transformacion a nivel
del sistema suelo-planta-microorganismo. Este tipo de biorremediacion
puede ser una alternativa ecoldgica y efectiva, pero deberan realizarse
previamente ensayos con bacterias, hongos, enzimas u otros metabolitos a
nivel de laboratorio, invernadero y campo, para posteriormente desarrollar
y registrar el producto biologico obtenido por la autoridad nacional
competente, y poner al servicio del agricultor, con el fin de recuperar
ambientes alterados por contaminantes a su condicion natural.

La implementacion de la biorremediacion permite obtener resultados
bastante favorables de reduccion de cadmio disponible en el suelo.
Ademas, los microorganismos provocan un impacto menor al medio
ambiente (en cuanto a la contaminacioén) y menor costo, en comparacion
con otras tecnologias alternativas (fitorremediacion, adicion de enmiendas
organicas e inorganicas) que se utilizan para reducir la disponibilidad del
cadmio en el cultivo de cacao (Garzon et al., 2017).

Para comprender el papel ecologico de los microorganismos con
capacidades metabdlicas especiales, relacionadas a la inmovilizacion
de cadmio, es necesario seleccionar y evaluar los actores biologicos
involucrados en la translocacion (principalmente hongos) y en la
inmovilizacion (principalmente bacterias) de este metal como alternativas
potenciales para mitigar la absorcion de cadmio (Babich & Stotzky, 1977;
Bai et al,, 2008). Considerando que un solo microorganismo no podria
inmovilizar y/o translocar los metales pesados de un sitio contaminado, es
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importante evaluar consorcios microbianos que ayuden a contrarrestar la
toxicidad del cadmio (Clausen, 2000).

Cabe resaltar que los microorganismos nativos son mas tolerantes a las
condiciones ambientales de un determinado habitat, debido ala selectividad
y adaptabilidad de crecimiento en relacién al contaminante. Por lo tanto,
es importante reforzar la capacidad biorremediadora de bacterias y hongos
nativos tolerantes al cadmio. Para ello se requiere que estos sean aislados,
caracterizados, propagados y luego reintroducidos en el ambiente a ser
remediado (Dirk, 2019).

En la presente guia dirigida a asesores, técnicos e investigadores, se
aborda en forma breve los mecanismos que favorecen la inmovilizacién
de cadmio en el suelo, por actividad microbiolégica; también se nombran
algunas especies de microorganismos denominados “bacterias tolerantes
al cadmio” (en inglés se denominan CdtB por el acronimo de Cadmium-
tolerant Bacteria), que pueden inmovilizar o transformar el metal in situ, lo
cual puede minimizar la toxicidad y la biodisponibilidad del metal pesado en
el suelo, evitar la absorciony consecuentemente la acumulaciéon de cadmio
en la almendra del cacao. Ademas, se indica las condiciones edaficas
optimas para el crecimiento de CdtB y los criterios para seleccionar un
Bioformulado a base de CdtB, como alternativa de mitigacion de cadmio.
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2. Mecanismos de reduccion de los
niveles de cadmio en suelos cacaoteros

Los mecanismos responsables de reducir la biodisponibilidad de
los metales por actividad microbiana son varios y pueden expresarse
dependiendo del microorganismo a utilizarse y su ambiente. A continuacién
se describe de forma breve y grafica algunos de ellos:

2.1Biosorcion

La biosorcién es un proceso pasivo, que consiste en la adsorcion de
cadmio a la superficie de la biomasa microbiana, que se puede dar tanto
en biomasa viva como en muerta. Los cationes como el Cd* son retenidos
a través de mecanismos fisicos y quimicos, como la adsorcion y atraccion
electrostatica, tal como se ilustra en la Figura 1(Mejia, 2006).

€ —

z
/ Célula \
> bacteriana
/

Cd** —

—  ——

Figura 1. llustracién del mecanismo de Biosorcion.
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Entre los microorganismos, las bacterias son excelentes biosorbentes,
debido a su alta relacion superficie-volumen y gran cantidad de sitios de
quimio-sorcion activos, que pueden inmovilizar o retener el cadmio (Mejia,
2006). Ademas, la afinidad de las bacterias a la adsorcion de Cd* se atribuye
a la calidad y cantidad de exopolisacaridos (EPS) o sustancias poliméricas
extracelulares (Rajendran, Muthukrishnan & Gunasekaran, 2003).

2.2 Biolixiviacion

Esta basada en la capacidad de ciertas bacterias para solubilizar metales
pesados presentes en matrices insolubles (ejemplo: sulfuro de cadmio-
CdS) transformandolos en formas solubles mediante la producciéon de
acidos organicos. Por ejemplo, acido oxalico, el bi-anién, denominado
oxalato, actia como ligando quelante’, que se une a los iones de Cd** para
formar el quelato oxalato de cadmio (CdC204 0 CdOx), como seilustraen la
Figura 2 ( Krebs et al., 1997; Bravo et al., 2011).

CdS + Oxalato «—— | Célula

l ‘ bacteriana

Quelato CdC,0,

Figura 2. Ilustracién del mecanismo de Biolixiviacion.

'Ligando quelante: Es una sustancia que forma complejos con iones de metales pesados.
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2.3 Biotransformacion

Los microorganismos tienen la capacidad de remediar suelos
contaminados con metales pesados mediante la transformacién de
valencia, precipitacion quimica extracelular.

Varias bacterias han sido reportadas por reducir mediante reacciones
enzimaticas, peroxido de cadmio (CdO,*) (oxidado) a diéxido de cadmio
(CdO,) (reducido) que es menos toxico y menos soluble, como se ilustra en
la Figura 3 (Garbisu & Alkorta, 2003).

Como ejemplo, las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR), tienen la
capacidad de reducir sulfato de cadmio (CdSO,) (oxidado) a sulfuro de
cadmio (CdS) (reducido) menos soluble, como se ilustra en la Figura 3
(Garbisu & Alkorta, 2003; Iwamoto & Nasu, 2001; Lens & Kuenen, 2001).

Cdo?
(oxidado)

: Célula
K e bacteriana

Cdo

2
(reducido)

-

Sulfato de Cd, CdSO4 _Yeduccién

Sulfuro de Cd, CdS

Figura 3. Ilustracién del mecanismo de Biotransformacién.
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2.4 Biodegradacion de agente quelante

Eltérmino “biodegradacion” se utiliza para describir un proceso biologico
que convierte un compuesto organico como el quelato de oxalato de
cadmio o el citrato de cadmio en CO,, H,0 y/o sal(es) inorganica(s) (por
ejemplo, fosfato de cadmio) como se ilustra en a Figura 4 (Varjani, Kumar,
Gnansounou & Gurunathan, 2018) o, a veces, en un producto intermedio
que podria tener una toxicidad mayor o menor que la del compuesto
original (Dirk, 2019). Este compuesto es de transicion y no se encuentra
normalmente en el suelo de forma abundante por ser un producto
metabdlico pobre.

Los iones metalicos libres (por ejemplo, Cd*) resultantes de la
biodegradacion de los quelatos metalicos se pueden adsorber y/o absorber
en los minerales o formar precipitados que serian menos moviles y asi
lograr una inmovilizacion deseable de los contaminantes en el lugar (Tabak
et al., 2005).

Quelato de Oxalato de

cadmio (CdO, 0 CdC,0,) ‘>

CO, + Cd?*

Célula
bacteriana

Cd-<Citrato + Fosfato

de hidrégeno (HPO?) W

Fosfato de cadmio (Cd,(PO,),)

Figura 4. Ilustracién del mecanismo de Biodegradacion.
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2.5 Biomineralizacion

Los microorganismos inmovilizan metales 3 través de la precipitacion
extracelular (Rajendran et al., 2003; Gadd, 2008). Las bacterias ureoliticas
producen la enzima ureasa, que puede hidrolizar la urea. Debido a esta
reaccion enzimatica, el pH del suelo aumentay se producen carbonatos que
se unen a los iones metalicos presentes en el agua del suelo (por ejemplo,
Cd*)y precipitan como otavita (CdCO,) (Al Qabany et al., 2012; Bhattacharya
et al., 2018; Kang et al.,, 2014; Li et al,, 2013).

También, las bacterias pueden precipitar el Cd** en forma de sales
insolubles fuera de las células como: sulfuro de cadmio (CdS) (greenockita
y hawleyita), fosfato de hidrogeno de cadmio (CdHPO,) y fosfato de cadmio
(CdPO,), como seilustra en la Figura 5.

CdHPO, «— Ca# + HPOZ «—— pg > o
4 B
N\

f Otavita
& CdCO, «— Cd* +CO, +— CO 7« cqpr| Célula
2 | bacteriana

\
Greenockita - j s //

Hawleyita H.S N
$~ CdS+ 2H' «— Cd* +H,S +——'2

Figura 5. Ilustracién del mecanismo de Biomineralizacion.
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2.6 Quimisorcion

La quimisorcion es un tipo de adsorcidon que implica una reaccién quimica
entre la superficie bacteriana y el adsorbato (metal pesado). Por ejemplo,
las bacterias que utilizan el ion fosfato de hidrogeno (HPO,*), como aceptor
final del ion de Cd*, lo inmovilizan mediante micro-precipitaciones de
hidrogeno-fosfato de cadmio (CdHPO,), que se acumulan en la superficie
celular bacteriana (Figura 6) (Abbas et al., 2018; Khadivinia et al., 2014;
Tabak et al., 2005).

P —— CdHPO

NN

Célula 1)
(” bacteriana /|

Figura 6. Ilustracién del mecanismo de Quimisorcion.
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2.7 Bioacumulacion

La bioacumulaciéon es un proceso celular que involucra un sistema
de transporte de membrana que internaliza el metal pesado presente
en el entorno celular con gasto de energia. Este consumo energético se
realiza a través de la H*-ATPasa (Figura 8); una vez incorporado el metal
pesado al citoplasma de la célula bacteriana, el cadmio es secuestrado
por Metaloil-proteinas o Metalotioneina (MT) del grupo tiol o sulfhidrilos
(-SH) (Son péptidos que se unen y forman complejos estables con el
Cd*), neutralizando de esta forma la toxicidad del metal pesado (Figura 7)
(Marrero & Coto, 2010; Pdcsi, 2011; Mejia, 2006).

Ca*
\y/ = \
/ ( bacé:;:?na

CdZT\\!\ Produccion de

Metalotioneina (MT) /
~cys-cys)n-Cd
\CK

e =

Figura 7. Ilustracién del mecanismo de Bioacumulacién.
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Cd*

LU A LT "

Membrana
Externa

ﬁ“"ﬂlﬂ‘nﬂ‘lmnn""'

Periplasma

cd2+
ZntA o CadA MntH

Al "y
S,
4

ATP
Cd2+

ADP Cd2+ /Mn2+

Citoplasma

Figura 8. Resistencia al Cd* de bacterias. Entrada y salida de cadmio en una célula
bacteriana Gram negativa. El cadmio atraviesa la membrana citoplasmatica a través
de una via de transporte de manganeso (MntH), que depende del potencial de la
membrana (ver estructura parpura). El cadmio también puede ingresar a la célula a
través del transportador de zinc ZntA o CadA (ver flecha roja). El sistema de eflujo
de cadmio (CzcCBA) excreta cadmio a través de una proteina anti-puerto Cd* / 2H*
(ver estructura verde).

Fuente: Roane et al. (2015).
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3. Elavance en las estrategias de
biorremediacion en el mundo

Una de las estrategias de biorremediacion es la utilizacion de bacte-
rias que producen exopolisacaridos. Los EPS son una mezcla compleja de
biopolimeros bacterianos de alto peso molecular; su composicion aniénica
neta permite al biopolimero secuestrar efectivamente cationes de me-
tales pesados, como el Cd* (Gupta & Diwan, 2017). Un ejemplo es el que
presentaron los investigadores Kilic & Dénmez (2008), quienes probaron
que bacterias del género Pseudomonas tienen la capacidad de biosorcion o
bioacumulacion de cadmio por la produccion de EPS. Maddela et al. (2020),
resaltan que la caracterizacion de los EPS de bacterias nativas es impor-
tante en el campo de la biorremediacion, porque ofrece una alternativa
para el desarrollo de una agricultura econdmica, ecologicay sostenible.

En el estudio desarrollado por Bravo et al. (2018) se aislaron bacterias
tolerantes al cadmio (BtCd), asociadas a la rizosfera de suelos cacaoteros
con presencia de Cd* y mediante caracterizacion morfologica, bioquimica
(solubilizacion de potasio y oxalato), termodinamica y molecular (ARNr
16S y el gen CadA), se logro identificar microorganismos tolerantes al Cd*
asociados al cultivo de cacao, destacando las bacterias oxalotroficas que
mediante la ruta oxalato-carbonato (OCP, Oxalate-Carbonate Pathway),
transforman el oxalato de cadmio (CdC,0,) en compuestos geoestables
de cadmio, como la otavita, alrededor de los sistemas de raices del arbol
de cacao (rizoplano y nichos de suelo de la rizosfera). Entre las cepas de
BtCd aisladas e identificadas, se encuentran las bacterias del género
Enterobacter, que demostraron tener alta capacidad de inmovilizacién
de cadmio disuelto, con una tasa de inmovilizacion de 0,22 mg kg™ h™' de
Cd*. Sin embargo, hay que tener cuidado con las bacterias que tengan
patogenicidad en plantas y humanos.
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Enlalndia Bhattacharya et al. (2018), observaron que Serratia marcescens
y Enterobacter cloacae EMB19 inmovilizaban eficazmente el Cd** del medio
de cultivo, mediante precipitaciones de carbonato de Ca-Cd provocadas
por la accion de la enzima ureasa en experimentos in vitro. La precipitacion
o mineralizacion de Cd* ocurri6 principalmente en la copresencia de calcio
como compuestos de Ca-Cd para ambas cepas. Li et al. (2013), indicaron
que los microorganismos pueden mediar en la formacion de minerales
mediante un proceso de biomineralizacion. Esto ofrece una forma eficiente
de secuestrar contaminantes inorganicos, incluidos los metales pesados. En
general, se puede decir que la remediacion de Cd** mediada por bacterias
con capacidad de producir la enzima ureasa, podria usarse eficazmente para
remediar la contaminacién por cadmio y otros metales pesados en el suelo.
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4. Avance de investigaciones iniciadas
sobre la biorremediacion de cadmio en
el cacao, Ecuador

En Ecuador, se esta iniciando investigaciones de biorremediacion
y se ha partido con la ejecucion de estudios de bioprospeccion
de bacterias biorremediadoras de metales pesados, mediante la
clasificacion e investigacion para fines comerciales de nuevas fuentes de
microorganismos nativos, con capacidad potencial para mitigar el cadmio
en el cultivo de cacao. Este estudio se ejecuta entre la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (UTEQ) y el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), donde se han aislado bacterias nativas tolerantes
al cadmio de suelos, en tres localidades cacaoteras del Ecuador, ubicadas
en las provincias de Manabi, Cafar y Esmeraldas, con un promedio de
concentracion de cadmio de 0,88; 0,97 y 1,04 mg kg™ (datos tomados de
Arguello et al., 2019).

En este estudio, de un total de 30 aislados bacterianos, se seleccionaron
cuatro BtCd nativas de cada provincia; estas fueron identificadas mediante
caracterizacion morfolégica y bioquimica (tincion de Gram, ureasa,
proteasa, catalasa, emision de fluorescencia y capacidad de solubilizar
potasio y fosforo), tolerancia a antibidticos (cloranfenicol y ampicilina) y
niveles de 50 mg L™ de cadmio (4,5 mL de solucion stock de 1000 mg L'de
cadmio en 1000 mL de H,0). Actualmente, se esta realizando los analisis
de caracterizacion molecular al gen ARNr 16S y dos genes de resistencia al
cadmio CadAy CadR, para la identificacién de bacterias nativas tolerantes
al Cd*, para posteriormente determinar la disminucion en la absorcion de
cadmio por plantas trampa, a nivel de vivero, por efecto de la aplicacion
de bacterias (BtCd), y finalmente, lograr optimizar un bioformulado de bajo
costo, con alta produccion de biomasa-metabolitos y que mantenga su
efectividad de biorremediacion.
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5. Diversidad de bacterias tolerantes
al cadmio que pueden ser usadas
para escalar un bioproducto para la
mitigacion de cadmio en el cultivo de
Cacao

Muchos microorganismos del suelo son tolerantes a los metales
pesados y juegan un papel importante en la inmovilizacion de estos
elementos. El grupo funcional de bacterias tolerantes al cadmio (BtCd)
es diverso, no corresponde a3 un taxon o phylum especifico. Las bacterias
como Novosphingohium sp., Ensifer sp., Burkholderia sp., P. aeruginosa, son
un grupo de bacterias que tienen excelente capacidad de metabolizacion
de metales pesados, pero hay que mencionar que estas bacterias
estan asociadas al desarrollo de enfermedades en seres humanos y
especies vegetales, por lo tanto, no se recomiendan usar en procesos de
biorremediacion de cadmio en agricultura (Bravo et al.,, 2018; Chellaiah,
2018).

En la Tabla 1 se presenta la capacidad de biosorcion de cadmio por
algunas bacterias. Esta capacidad depende de la especie o de la cepa
bacteriana, observandose que Acinetobacter anitratus, Enterobacter sp.,
Serratia marcescens y Pseudomonas sp., presentan mayor capacidad de
biosorcion.
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Tabla 1. Algunas bacterias aerobias implicadas en la biorremediacién de metales
pesados.

Acinetobacter anitratus Umes Ahuja et al. (2007)
Dash et al. (2013);
Cd Enterobacter cloacae 276 Bhattacharya et al. (2018)
cd Enterobacter sp. 46,2 Lu et al. (2006)
Cd Enterobacter sp. (CdDB41) 220 Bravo et al. (2018)
Pardo et al. (2003); Andreoni et al.
Cd Pseudomonas putida 8,0 (2003); Xu et al. (2012); Liu et al.
(2019)
Sheng & Xia (2006); Ziagova et al.
Cd Pseudomonas sp. 278 (2007); Sayyed (2019)
cd Pseudomonas veronii (2E) 54,0 Vullo et al. (2008)
Cd Serratia marcescens 510 iR Citel 0T =
(2019)
Samuelson et al. (2000); Ziagova et
250 ’
Cd Staphylococcus xylosus al. (2007)
cd Streptomyces pimprina 30,4 Puranik et al. (1995)
cd Streptomyces rimosus 64,9 Selatnia et al. (2004)

El proceso de biorremediacion en suelos agricolas debe enfocarse a la
aplicacion de consorcios bacterianos, que impliquen 3 funcionalidad de
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento (PGPR) y la adicién de bacterias
tolerantes al cadmio (Ghosh et al., 2019; C. Kang et al., 2016; B. Wu et al,,
2019). Por lo tanto, para el desarrollo de una agricultura sostenible se
requiere el empleo de bacterias con capacidad de inmovilizar metales
pesados y caracteristicas que ayuden a proteger las plantas de patégenos,
mitigar el estrés por los metales pesados y facilitar la solubilizacion de
minerales (Tabla 2).
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Tabla 2. Organismos con actividades antagonistas, promotoras del crecimiento y
solubilizadoras de minerales.

Acinetobacter calcoaceticus | BMR2-12
2 | Klebsiella variicola B0O3-4 + + + +
3 | Enterobacter asburiae BA4-19 + +
4 | Enterobacter asburiae PM3-14 2 4 + +
5 | Pseudomonas protegens CHAO + + + + + + + + +
6 | Pseudomonas veronii R4 + + + + + + +
7 | Serratia marcescens PM3-8 + + + | + | +

* Metabolitos: PR-Proteasa, HCN-cianuro de hidrégeno, Prn-pirrolnitring, 2,4-
DAPC diacetilfloroglucinol, Sd-sideréforos, AIA-acido indol-3-acético.

Fuente 1: Chavez et al. (2018).

Fuente 2: Pefiafiel Jaramillo et al. (2016).

El productor debe entender que la obtencién de un bioproducto
involucra un proceso que requiere de verificaciones y validaciones a nivel de
laboratorio, invernaderoy campo, antes de registrar un producto deinsumos
agropecuarios en la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario -
AGROCALIDAD autoridad competente en Ecuador.
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6. Caracteristicas y condiciones
edaficas 6ptimas para el crecimiento
de microorganismos que reducen la
absorcion de cadmio

En la Tabla 3 se resume las caracteristicas y condiciones edaficas
Optimas para el crecimiento de microorganismos que reducen la absorcién
de cadmio realizado por Dirk (2019); y Singh & Tripathi (2015). A manera de
ejemplo, como se indico, en Ecuador se debe poner a punto todas estas
variables, una vez que se haya terminado la fase inicial de aplicaciones en
campo de microorganismos.
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Tabla 3. Factores principales que afectan el éxito de la biorremediacion de
contaminantes en el suelo.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de suelo (g):
<1x10° Son bajos
>1x10° Son deseables

Factores
biologicos

Materia Organica del Suelo (MOS):
<0,5% son bajos

Factores >2,0% son deseables
fisicoquimicos
Niveles toxicos de cadmio para microorganismos del suelo:
Superior a 2 mg kg™ de cadmio

Si el contaminante es parte del sustrato
principal de la comunidad microbiana
Nutrientes biosorbente y estd presente en altas La relacién 6ptima:
concentraciones, se necesitan otros 100% C:10% N: 1% P
nutrientes como N, Py O para mantener
el crecimiento de los microorganismos
p Generalmente, la biosorcion aerébica es Aerobios: [0,] disuelto > 0.2 mg L™
Oxigeno (O) . .. X ) L 2
mas rapida que la biosorcion anaerébica. Anaerobicos: [0,] < 1% en volumen
Porosidad optima para
microorganismos aerdbicos entre:
38% y 81%, valores menores del
La textura del suelo influye en las limite mfenor pueden crear asfixia
) . . en las raices.
comunidades de  microorganismos, PR .
Los suelos estan divididos segin
porque es uno de los factores que .
. sutextura e influye en la
definen: 3) 3 porosidad del sueloy R . X L.
L . L fisiologia y capacidad metabélica
su aireacion, b) la disponibilidad de agua . LY
) » de inmovilizaciébn de metales
(capacidad de retencién de agua) y ¢) la
. pesados por parte de los
permeabilidad del suelo. : .
Texturay . . microorganismos (Bravo et al, 2018).
Los suelos arcillosos tienen una alta . .
estructura del . o . Arenoso arcilloso: 35% o mas de
capacidad de retencién de agua y baja . o P
suelo . - arcilla y 45% o mas de arena.
permeabilidad; por lo tanto, la movilidad . . .
; : Limo-arcilloso: 40% de arcilla y
de los contaminantes es baja. . .
40% o mas de limo.
La estructura del suelo que presenta una Z;agrcec;acol;tﬁn:r:clﬁ;al proporcion
buena porosidad y una alta permeabilidad ’ y :
es recomendada. Ejemplo: estructura -
e La estructura prismatica, bloquesy
prismaticay de bloques.
granular en suelos de textura franca,
en ese orden son recomendadas
para el crecimiento de los
microorganismos.
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Continuacion Tabla 3

Intercambio
catiénico

Contenido de
humedad del
suelo

Temperatura

pH del suelo

La capacidad de intercambio catiénico (CIC),
es la habilidad de las particulas de suelo de
atraery retener cationes.

Suelos con una alta CIC son mas fértiles,
porque retienen una mayor cantidad de
cationes (Ca, Mg, N3, K, NH4, etc.).

Los suelos que tienen altos contenidos de
arcilla, materia organica y minerales, en
general su CIC es alta, y en estos suelos hay
mayor concentracion de microorganismos.
En los suelos con una baja CIC, los espacios
donde pueden adherirse los nutrientes son
pocos, por lo que muchos de ellos quedan
en la solucién del suelo, expuestos aser
lavados por el agua de riego o lluvias.

Un suelo con bajo CIC en general tiene baja
concentracién de microorganismos.

La humedad del suelo es esencial para las
reacciones enzimaticas y mecanismos
bioquimicos de los microbios del suelo.

El contenido de humedad del suelo controla
el espacio poroso y la difusion de oxigeno en
el suelo.

La mayoria de los microorganismos
bioadsorbentes son activos en condiciones
mesofilicas (temperaturas entre 20 °C 3 45 °C).
La temperatura afecta la composicion
microbiana.

EL pH también puede cambiar la carga de
algunas arcillas, materia organicay minerales
del suelo, afectando a la biorremediacionyy la
biodisponibilidad para las comunidades
microbianas.

CIC
(moles
Textura kg'de
suelo)

Arenoso 1-5
Franco arenoso | 5-10
Franco limoso 5=
Franco arcilloso | 15-30

Arcilloso >30

(Toledo, 2016)

Nivel 6ptimo de humedad:
Del 30% al 90% de la capacidad de
retencién de agua del suelo.

Bravo et al. (2018), reportaron que la
mejor condicién para su metabolismo
es 25 °C.

EL crecimiento bacteriano es ptimo
entre:
pH6,5-8,0

Biodegradacién por hongos entre:
pH fuertemente acido (<5) a pH
ligeramente acido 5,1 - 6,6
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7. Criterios de seleccion de bioformulado
a base de bacterias tolerantes al cadmio

Actualmente, se ofertan productos biolégicos comerciales con posibles
efectos en la biorremediacion de cadmio, pero algunos de ellos no cuentan
con especificaciones técnicas para las condiciones del cultivoy certificacion
de estudios e investigaciones previas que respalden su eficiencia.

Es importante tener en cuenta el uso adecuado de los bioproductos,
porque las malas practicas como mezclar diversos productos para ahorrar
tiempo, agua y mano de obra, puede significar pérdida de la eficiencia
cuando los principios activos no son compatibles. Antes de adquirir
productos bioldgicos bacterianos para mitigar la absorcion de Cd*, se debe
cumplir con ciertas variables: actividad metabdlica, concentracion del
producto, dosis, frecuencia de aplicacion, viabilidad del producto (vida Gtil,
temperatura, humedad y luminosidad de almacenamiento) y disponibilidad
del producto (registro).

7.1 Certificar la actividad metabélica del principio activo
Mediante técnicas calorimétricas y espectrométricas se puede
determinar la capacidad metabdlica real y bajo diferentes condiciones de

preparacion, para que un bioformulado sea eficiente y pueda ofertarse bajo
escenarios particulares del cultivo.

7.2 Concentracion de células viables en el producto

Elrecuento de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC mL™),
determina la concentracion de células viables en el bioproducto.
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Tabla 4. Concentracion de células viables en el bioproducto.

« Concentraciones adecuadas > 1x106 A B
células por mL de producto Py
bacteriano o PY .' LS
° .. o 00 o0 0
« La concentracion celular se reduce o © ° .: ..0 ® o
a medida que transcurre el tiempo. e} P ' e ©
o 0o ®
°La carga bacteriana  esta 1x104 1x108
estrechamente relacionada con la
viabilidad y fecha de caducidad del
bioproducto. A. baja concentracion y B. alta concentracion

La dosis y frecuencia de aplicacion deben estar especificadas en la
etiqueta del producto de acuerdo con la concentracién del producto.

7.3 Factores que afectan la viabilidad del producto

+ Los productos biologicos al estar compuestos principalmente por
organismos vivos, tienen un tiempo de vida Gtil limitado que se ve
afectado por las condiciones de almacenamiento como humedad
ambiental, temperaturay luminosidad.

+ (Cada producto bioldgico varia su tiempo de vida Gtil dependiendo
de la concentracion celular, composicion de la formulacién, tanto de
excipientes? como de elementos coadyuvantes®.

2Excipientes: Sustancia inactiva usada para incorporar el principio activo.
3Coadyuvantes: Elementos que mejoran la efectividad del bioproducto.
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Tabla 5. Condiciones de almacenamiento.

La humedad mayor al 70% genera un microclima perceptible
por las bacterias, que se mantienen en constante crecimiento <70%
en los contenedores.

Humedad
ambiental

Las temperaturas altas favorecen el crecimiento aceleradoy
Temperatura como consecuencia, se tiene la produccién excesiva de <25°C
metabolitos secundarios e intoxicacién del medio.

Genera lisis* celulary alteraciones en la composicién del
Luminosidad producto, evitar comprar el bioproducto con envases 0
transparentes.

7.4 Certificaciones

Los productos biolégicos que se produceny comercializan en el territorio
ecuatoriano, deben contar con una certificaciéon emitida por organismos
reguladores como AGROCALIDAD (https:/www.agrocalidad.gob.ec/), MAG
(https:/www.agricultura.gob.ec/) y MAE (https:/www.ambiente.gob.ec/).
Esta certificacion cuenta con un registro Unico que consta en la etiqueta de
cada envase y permite validar la eficacia y cumplimiento de las normativas
de produccion y comercializacion.

7.5 Composicion

Se debe evitar la adquisicion de bioproductos con altas concentraciones
de N-P-K, ya que estos afectan el metabolismo bacteriano ocasionando
alteraciones en el pH, facilitando asi la muerte celular y reduccién de
unidades formadoras de colonias.

“Lisis: se refiere al deterioro de la célula debido a una lesién en su membrana plasmatica (exterior).
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8. Recomendaciones

+ Antes de la aplicacion de un bioproducto, el agricultor, con apoyo
de un técnico, debe asegurarse que este tenga certificaciones
por la autoridad competente, que permita asegurar la calidad y
pertinencia del mismo, en funcién de investigaciones y validacion
correspondiente.

+ Adicionalmente, el productor, cuando tenga acceso a un bioproducto,
debe verificar si en el etiquetado del producto indica la composicion
relativa (salvaguardando el secreto industrial del formulado), dosis,
forma, frecuencias de aplicacion, fecha de elaboraciony vencimiento,
condiciones de almacenamiento, registro sanitario y permiso de
comercializacion de bioproductos agropecuarios por la entidad
competente.

* En general un bioproducto de calidad, normalmente presenta
recomendaciones previas como: analisis de suelos, condiciones de la
fincay/o la concentracién de cadmio en diferentes componentes del
sistema de cultivo, como: suelos, tejido vegetal, grano frescoy grano
seco (Bravo & Benavides-Erazo, 2020).

« Asegurarse con un técnico que las bacterias tolerantes al cadmio,
presentes en el bioproducto, no presenten efectos adversos a la
salud humana y/o promuevan la proliferacion de microorganismos
patogenos o enfermedades a la planta de cacao.
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La “coleccién de guias sobre recomendaciones y buenas practicas para la
prevencién y mitigacion de la contaminacion de cadmio” es el resultado del
esfuerzo de diferentes actores que, bajo la coordinacion del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, han rescatado y sistematizado conocimientos y buenas
practicas, generadas por investigadores y técnicos nacionales e internacionales,
Gtiles para prevenir y mitigar la contaminacion por cadmio en la cadena del cacao.
Las publicaciones que componen esta coleccion han sido elaboradas, publicadas
y difundidas gracias al apoyo de las siguientes instituciones y organizaciones:
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