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RESUMEN

El estudio de la ecologia ambiental es importante para comprender las funciones, aplicaciones y
aprovechamiento de bacterias con capacidades metabdlicas para degradar compuestos organicos; por lo tanto
es importante caracterizar las bacterias que se pueden encontrar en diversos ambientes contaminados, que por
medio de la identificacién molecular se puede aportar informaciéon mas precisa a la biodiversidad microbiana. Por
lo tanto el presente estudio se identificaron bacterias cultivables de importancia ambiental en seis lagunas y un
lixiviado puro que hacen parte de una Planta de Tratamiento de Lixiviados (PTL) ubicada en el Antiguo
Vertedero de Navarro (AVN) en la ciudad Santiago de Cali. Se aislaron 46 morfotipos y fueron evaluados a partir
de la amplificacion del gen 16S (ARNr 16S) con los cebadores universales U1/U2. Se realizd el andlisis de
secuencias utilizando programas bioinformaticos y se registraron 4 Phylum principales Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidete y Actinobateria de los cuales Firmicutes fue el mas abundante. Ademas, se realiz6
un andlisis de asociacién y se observ6 que dos morfotipos estaban presentes en todas las lagunas muestreadas:
fueron identificados como Bacillus sp., y Bacillus mycoides. Este estudio representa un avance en el
reconocimiento de la biodiversidad bacteria en las seis lagunas que hacen parte de la Planta de Tratamiento
(PTL) del Antiguo Vertedero de Navarro del (AVN); permitiendo obtener y generar 27 secuencias ARNr 16S de
bacterias aisladas a partir de muestras de lixiviados de la PTL del AVN. Debido a que existen pocos estudios
sobre la identificacion molecular de bacterias ambientales en muestras de lixiviados, el presente trabajo
constituye un primer reporte de especies bacterianas presentes en las seis lagunas y el lixiviado puro que hacen
parte de la PTL, contribuyendo al conocimiento de la biodiversidad de bacterias cultivables que estan presentes
en la zona de estudio para la realizacién de futuras investigaciones.

Palabras clave: ARNr 16S, bacterias, planta de tratamiento de Lixiviado s, biodiversidad, Colombia
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BACTERIA PRESENT IN THE LEACHATE TREATMENT
PLANT OF THE OLD NAVARRO LANDFILL, SANTIAGO DE CALI, VALLE DEL CAUCA

ABSTRACT

The study of environmental ecology is important to understand the functions, applications and use of bacteria
with metabolic capacities to degrade organic compounds; therefore it is important to characterize the bacteria
that can be found in various contaminated environments, which through molecular identification more accurate
information can be obtained on microbial biodiversity. Therefore, the present study identified cultivable bacteria of
environmental importance in six lagoons and a pure leachate that are part of a Leachate Treatment Plant (LTP)
located in the Old Navarro Sanitary Landfill (AVN) in the city of Santiago de Cali. Forty six morphotypes were
isolated and evaluated from the amplification of the 16S gene (16S rRNA) with the universal primers U1/U2.
Sequence analysis was performed using bioinformatics programs and 4 main Phylum Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidete and Actinobateria were recorded, of which Firmicutes was the most abundant. In addition, an
association analysis was performed and it was shown that two morphotypes were present in all the sampled
ponds: they were identified as Bacillus sp., and Bacillus mycoides. This study represents an advance in the
recognition of bacterial biodiversity in the six lagoons that are part of the Treatment Plant (PTL) of the Old
Navarro Sanitary Landfill (AVN); Obtaining and generating 27 16S rRNA sequences from bacteria isolated from
AVN PTL leachate samples. Because there are few studies on the molecular identification of environmental
bacteria in leachate samples, this work constitutes a first report of bacterial species present in the six lagoons
and pure leachate that are part of the PTL, contributing to the knowledge of biodiversity. Of cultivable bacteria
that are present in the study area for future research

Keywords: 16S rRNA, bacteria, Leachate treatment plant, biodiversity, Colombia

1. INTRODUCCION

Los residuos sélidos domiciliarios, hospitalarios e industriales concentrados en los vertederos generan una
problemética ambiental; la mayoria de los residuos sélidos se tardan afios en descomponerse y al momento de
su descomposicion el agua se filtra a través de estos, generando un liquido oscuro denominado lixiviado [1].
Este liquido contiene una gran carga de contaminantes y microorganismos patégenos, llegando afectar los
suelos, aguas y alterar la fauna; por ello se debe dar un tratamiento previo de los lixiviados. Actualmente, existen
plantas de tratamiento de lixiviados que ayudan amortiguar el impacto de estos contra el ambiente, estas
implementan sistemas que conducen almacena y tratan aguas llevando a cabo diversos procesos [2], [3]. Los
residuos de un vertedero se descomponen a través de las fases anaerébicas y aerobias para ellos las plantas de
tratamiento recurren a reacciones bioldgicas utilizando principalmente bacterias en la degradaciéon de materia
organica, ya que pueden adaptarse y colonizar cualquier ecosistema gracias a su capacidad metabdlica para la
degradacion de compuestos organicos [2], [4]—[6].

En Colombia, son pocos los reportes asociados a la diversidad microbiana en Plantas de Tratamiento de
Lixiviados. Estudios microbioldgicos realizados en plantas de tratamiento de lixiviados han logrado identificar
géneros y/o especies de interés ambiental, que han aportado informacion valiosa para la realizacion de futuras
investigaciones, que permitan conocer cual es el papel de estas bacterias en el habitat donde se encuentran [2].
En este contexto la taxonomia bacteriana en estudios de diversidad, requieren el apoyo de otras técnicas de
identificacion que permitan visualizar diferentes caracteres como: los morfolégicos, los ecolégicos y los
moleculares [7], [8]. Para desarrollar este tipo de estudios, se ha propuesto la amplificacion del gen ARN
ribosomal 16S (ARNr 16S) de bacterias que ha generado un impacto significativo en la taxonomia bacteriana [6],
[9], [10]. Permitiendo la identificacidn y registro de bacterias de importancia clinica por su patogenicidad a los
humanos y ambiental por su capacidad de biosorcion, bioacumulacidon y biotransformacion tales como: Klebsiella
sp. Bacillus sp. Escherichia sp. Serratia sp. Enterobacter sp [6], [11], [12] .

Por lo anterior, el presente trabajo de investigacidn tiene como objetivo Caracterizar molecularmente bacterias
cultivables en seis lagunas de la Planta de Tratamiento de Lixiviados (PTL) en el Antiguo Vertedero de Navarro
(AVN), Santiago de Cali, Valle del Cauca. Este estudio representa un avance en el reconocimiento de la
biodiversidad bacteria en estos ambientes.



2. MATERIALES Y METODOS
2.2 Area de muestreo

Las muestras fueron colectadas en el Antiguo Vertedero de Navarro (AVN) ubicado a 43 kilbmetros de la ciudad
de Cali (3°22'54"N 76°29'18"W). Para ello se realizé un muestreo en las lagunas 3, 4, 5, 6, 7, 8 y en una laguna
de lixiviado puro de la PTL. El muestreo de lixiviados se llevo a cabo en tres etapas en los meses de septiembre
y octubre del afio 2019 y febrero del afio [13].

2.3 Aislamiento de bacterias cultivables

Para el aislamiento de bacterias cultivables se realizaron diluciones seriadas hasta 10, tomando 10 uL del
lixiviado puro mas 90 mL de agua destilada estéril (10). Posteriormente, se tomé 1mL mas 9 mL de agua
destilada estéril en cinco tubos de ensayo para obtener las diluciones 102- 10°% Para el cultivo, se sembraron
100 uL en superficie de los tubos con diluciones 10°-10° en Agar Nutritivo y se incubaron durante 48 horas a
temperatura ambiente. Después de obtener el crecimiento se realizé la identificacion de morfotipos bacterianos
mediante caracteres de la taxonomia bacteriana tradicional, siendo parte de otro proyecto macro [14].
Evaluando el color, la textura, el borde, la forma, el tamafio y la superficie [15]. A cada morfotipo identificado se
le asigné un nimero consecutivo para su registro en una base de datos elaborada en elprograma Microsoft®
Excel v. 2019. Adicionalmente, se realizaron caracterizaciones microscopicas, por mediode la coloracion de
Gram para clasificar los morfotipos en Gram positivos, Gram negativos o Gram variables [16] y se realiz6 tincién
de esporas a las bacterias de morfologia bacilar Gram positivas [17]. Los morfotipos bacterianos fueron
conservados en 1 mL de caldo nutritivo y en medio Skim Milk almacenados a -20 °C.

2.4 ldentificacion molecular a partir del gen ARNr 16S

La identificacibn molecular se realizdé a partir de la extraccién de ADN total usando, el kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). Se amplifico el ARNr 16S, utilizando los cebadores universales
Ul- 5CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3—- U2 5-ATCGG(C/T) TACCTTGTTACGACTTC-3 [18]. El programa de
amplificacion se realizé a partir de una desnaturalizacion inicial a 95°C/5", posteriormente una desnaturalizacion
a 95°C/30s, una alineacién a 55°C/30s, una extensién a 72°C/2" (30 ciclos), finalmente se termino con una
extension final a 72°C/10. El producto de amplificacion se visualizo en geles de agarosa al 1% tefido con
GelRed. La electroforesis se realiz6 durante 30 minutos a 60V. Posteriormente, los productos de PCR fueron
enviados al servicio de secuenciacién a Psomagen, New York, EE.UU Las secuencias obtenidas fueron
editadas y evaluadas con el programa Geneious Pro9.1 [19].

2.5 Analisis de secuencias.

El andlisis filogenético se realiz6 a partir de la comparacién en las bases de datos GenBank y Ribosomal
Database Project (RDP, http://rdp.cme.msu.edu/) de las secuencias obtenidas que tuvieran un porcentaje de
identidad superior al 97% [11]. Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple con el algoritmo ClustalW y
se realizé un analisis filogenético con el mejor modelo utilizando el método estadistico Maximum likelihood, con
el programa Mega 5.0 [20]. Se construyé un diagrama de Venn con la herramienta en linea, jvenn
(http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) y se visualizaron los morfotipos identificados para determinar qué
especies predominan en cada laguna.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacién molecular de bacterias cultivables del Antiguo Vertedero de Navarro

En total se obtuvieron 311 morfotipos, a partir de cada laguna se seleccionaron y se evaluaron 46 morfotipos
con caracteristicas morfolégicas en comun (Tabla 1) para el andlisis molecular (Tabla 2). De estos, 20
morfotipos se encuentran asociados al género Bacillus sp. (60%), cuatro morfotipos corresponden al género
Pseudomonas sp. (12%), cinco morfotipos corresponden al género Exiguobacterium sp. (16%), el 6%
comprende los géneros Alishewanella sp. Brevundimonas sp. Castellaniella sp. Serratia sp., Vibrio sp. Y el 3%
para otros géneros.

Tabla 1. Caracterizacion morfolégica de los morfotipos presentes en las seis lagunas y un lixiviado puro del

(AVN)
Morfotipo Color Textura Borde Forma Tamafio | Superficie | Elevacion Cog::r(;lon Temperatura | Humedad | pH
6 Blanco Cremosa Filamentoso Rizoide Grande Rugosa Plana Estreptobgt‘:llos 27°C,30°C 55%,70% | 8,9
Grampositivos
7 Blanco Cremosa Filamentoso Rizoide Grande Rugosa Plana Estreptobgpllos 30°C 55% 9
Grampositivos
13 Amarillo Cremosa Ondulado Circular Pequefio | Rugosa Convexa Bamlq; 29°C 59% 9
Grampositivos
. i . Bacilos o o o
17 Blanco Cremosa Regular Circular Mediano Lisa Convexa Grampositivos 30°C,32°C 55% 8.12
33 Blanco Algodonosa | Filamentoso Irradiada Mediano Rugosa Convexa Ba\f:s:b?ersam 29-31°C 49-59% 9,10
36 Indeterminado | Cremosa Regular Circular Mediano Lisa Convexa Bacno‘s‘ 22°C-33°C | 49%-94% | 8-12
Grampositivos
38 Blanco Cremosa Ondulado Irregular Mediano Rugosa Plana Baulqg 22-32°C 52-94% | 8-12
Grampositivos
39 Rosado Cremosa Regular Circular Pequefio Lisa Convexa Baulq; 22°C-30°C 55-94% | 8-10
Grampositivos
40 Blanco Cremosa Filamentoso Rizoide Mediano Lisa Convexa COCO? 32°C 50% 11
Grampositivos
42 Blanco Cremosa Irregular Circular Grande Lisa Convexa Ba\f:s:bf’e;am 31°C,32°C | 50%,50% | 10,11
43 Incoloro Cremosa Ondulado Circular Grande Lisa Convexa COCO?. 32°C 50% 11
Grampositivos
46 Amarillo Cremosa Regular Circular Pequefio Lisa Convexa Ba\;:;ﬁ:b%rsam 23-33°C 49-89% 8-12
50 Blanco Algodonosa Irradiado Circular Grande Rugosa Convexa Bacﬂo_s_ 23-30°C 55%-70% | 8-12
Grampositivos
55 Amarillo Cremosa Regular Circular Pequefio Lisa Convexa COCOS. 26°C,32°C 50%,75% | 9,11
Grampositivos
56 Amarillo Cremosa Regular Puntiforme Pequefio Lisa Convexa Bacﬂo_s_ 22°C-32°C | 55%-94% | 8-12
Grampositivos
] " ; Bacilos o o
63 Blanco Cremosa Entero Puntiforme Pequefio Lisa Plana Grampositivos 23-33°C 49-89% 8-12
65 Blanco Cremosa Regular Puntiforme Pequefio Lisa Convexa Bacno_s_ 29-32°C 50-59% 8-11
Grampositivos
97 Rojo Cremosa Entero Circular Pequefio Lisa Plana Bacno_s_ 32°C 60% 9
Grampositivos
107 Blanco Algodonosa Ondulado Circular Pequefio Lisa Plana Estafllocggos 31°C 52% 10
Grampositivos
120 Amarillo Cremosa Irregular Circular Mediano Lisa Convexa Bacnc_)s Gram 29°C 59% 9
variables
133 Incoloro Cremosa Regular Puntiforme Pequefio Lisa Convexa Bacno_s_ 22°C, 32°C | 50%-94% | 8-11
Grampositivos
R . . . Bacilos o o
202 Beige Cremosa Entero Circular Mediano Lisa Convexa Gramnegativos 32°C 60% 9
) o ; Bacilos o o
265 Blanco Cremosa Filamentoso Rizoide Grande Lisa Convexa Grampositivos 22°C 94% 10
298 Beige Cremosa Entero Circular Pequefio Lisa Plana Bacno_s_ 29°C,28°C 67%,69% 10
Grampositivos
53 Naranja Cremosa Regular Circular Pequefio Lisa Convexa Cocobaq!os 22°C.33°C 49%,94% 10
Grampositivos
275 Blanco Cremosa Entero Circular Mediano lisa Plana Estreptoc_o_cos 32°C 55% 8
Grampositivos
99 Blanco Cremosa | Indeterminado | Indeterminado | Mediano Lisa Plana Estreptobacilos 27°C 69% 9

Grampositivos




Tabla 2. Identificaciébn molecular a partir del gen ARNr 16S de los 46 morfotipos presentes en las seis lagunas y
un lixiviado puro del (AVN)

Morfotipo Laguna Identificacion Molecular % similitud Gcecr)'ncli'a‘lgr?k
M6 L6-L8 Bacillus amyloliquefacien 98.57% MK530128.1
M7 L7 Bacillus thuringiensis 100.00% CP076539.1
M13 L6 Microbacterium barkeri 98.71% MT214325
M17 LP-L8 Vibrio harveyi 95.35% FJ227111.1
M23 L3-L4-L8 Bacillus sp. 93,32% KX099270.1
M33 L4-L5-L6 Pseudomonas sp. 87.94% EF554921
M36 L3-L4--L7-LP B e 95.65% MT065803.1
M38 L3'L4'L5|_"F36'L7'L8' Bacillus mycoides 96.49% KP685409.1
M39 L6-L7-L8 Bacillus infantis 97.50% KU922247
M40 L7 Rheinheimera sp. 90.91% HM104373.1
M42 L5-L7 Pseudomonas stutzeri 97.66% MN190172.1
M43 L7 Alishewanella solinquinati 97.26% NR_125524.1
M44 L7 Exiguobacterium sp. 85.59% X70316
M46 L3-L4-L6-L8-LP Pantoea eucrina 96.89% : MN889276.1
M50 L3-L6-L8 Alishewanella aestuarii 98.34% NR_044344.1
M53 L4-L7 Pedobacter cryoconitis 95.13% AM237384.1
Exi rium
M55 L7-L8 dguobacteriu 99.08% MT373550.1
M56 L3-L6-L7-L8-LP Exiguobacterium sp. 85.91% MT544587.1
M61 L4-L7-LP Bacillus sp. 86.06% KP119811.1
M63 L3-L4-L5-L7-L8-LP Serratia sp. 93.89% KY964302.1
M65 L5-L6-L7-LP Bacillus sp. 92.03% MT795778.1
M73 L4-L7-L8 Bacillus sp. 81.38% KT150176.1
M75 L3-L5 Pseudomonas stutzeri 95.35% MK007478.1
M90 L4 Bacillus sp. 85.03% MN309835.1
M96 L4 Bacillus sp. 93.03% MG988257.1
M97 LP Serratia marcescens 97.44% KJ626362.1
M99 L4 Brevundimonas sp. 92.18% KM502881.1
M104 LP Pseudomonas stutzeri 96.08% KT380509.1
M105 LP Bacillus sp. 92.51% MT795779
M107 L6 Halomonas sp. 93.69% J0Q946335.1
M117 L4 Bacillus infantis 98.00% MHO005066.1
M120 L6 Bacillus cereus 99.07% KX146483
M123 L7 Exiguobacterium sp. 93.79% KC699817
M133 L7-L4 Castellaniella denitrificans 97.04% MN538892.1
M134 L7-LP-L3 Bacillus sp. 89.60% MT542335.1
Exiguobacterium
M137 L4 a%rantiacum 99.17% MT373550.1
M151 LP Bacillus sp. 88.96% MT 795778
M193 L8 Bacillus sp. 92.16% FJ654442.2
M198 L3 Bacillus sp. 92.32% MG984581.1
M202 LP Enterobacter sp. 91.78% KY271632.1
M250A L8 Bacillus sp. 87.15% MT795778.1
M262 L6-L7 Castellaniella denitrificans 98.32% MN538892.1
M263A L3-L4-L5-L7-L8-LP Bacillus sp. 90.01% MT795778.1
M265 L7 Bacillus pumilus 05.68% MZ359964.1
M275 LP Morganella sp. 85.32% CP061513.1
M298 L6-L5 Vibrio sp. 85.65% MH298567.1

L: Laguna Lp: Lixiviado puro

3.2 Abundancia relativa de Phylum de bacterias en cada laguna

El estudio de abundancia mostro cuatro Phylum bacterianos caracteristicos en estos ambientes como;
(Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidete y Actinobacteria), teniendo en cuenta la abundancia promedio (X) de
cada Phylum, se observd que Firmicutes fue el mas abundante (X = 50%); seguido Proteobacteria (X = 43 %),
Bacteroidete (X = 2 %) y Actinobacteria (x = 5 %). Con base a la abundancia relativa a nivel taxonémico de
Phylum por cada laguna del AVN, se determind que la laguna 8 presenta el mayor porcentaje con una
abundancia del 71% de Firmicutes, le sigue la laguna 5 con un porcentaje de 67% de Proteobacteria. Por otro
lado las lagunas 3, 4, 6, 7 y el Lixiviado Puro, presentaron especies asociadas al Phylum Actinobacteria, y las
lagunas 4 y 7 fueron las Unicas lagunas que presentaron especies del Phylum de Bacteroidete. (Figura 1).



Porcentaje de bacterias

100% -
90% |
80% -
70% |
60% -
M Actinobacteria
50% |
i Bacteroidete
40% | M Firmicutes
30% M Proteobacteria
-
20% -
10% -
0% -
L3 L4 L5 L6 L7 L8 LP

Lagunas

Figura 1. Abundancia relativa (%) promedio por cada laguna del Antiguo Vertedero de Navarro

3.3 Andlisis filogenético

El andlisis filogenético de las especies identificadas en la diferentes lagunas mostro siete clados principales
dentro de los cuales fueron agrupados en cuatro Phylum (Proteobacterias, Firmicutes, Actinobacteria y
Bacteroidete). ElI Phylum Protebacteria incluye los géneros Serratia, Pantoea, Enterobacter, Rheinheimera,
Alishewanella, Castellaniella, Pseudomonas, Halomonas, Morganella y Vibrio; por otra parte, el grupo
perteneciente al Phylum Firmicutes presenté morfotipos representativos del género Bacillus, y Exiguobacterium.
El Phylum Actinobacteria correspondié a representante del género Brevundimonas, y Microbacterium; y por el
ultimo Bacteroidete alberg6é un representante Pedobacter.
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Figura 2. Arbol filogenético de especies bacterianas identificadas en seis lagunas y lixiviado puro de la Planta de Tratamiento de Lixiviado
del AVN. El arbol fue realizado con 27 secuencias amplificando el gen ARNr 16S por el método estadistico Maximum likelihood.

3.4 Andlisis de correlacion

Para determinar la correlacién entre la diversidad microbiana identificada en cada una de las lagunas se realiz6
un andlisis a partir de diagramas de Venn, de las 27 secuencias evaluadas se encontraron cuatro géneros 'y 11
especies bacterianas (Figura 3). Se destacé un género y una especie en las seis lagunas la cual fue Bacillus
mycoides y Bacillus sp. Por otra parte se determinaron los géneros; Brevundimonas, Vibrio, Rheinheimera,
Halomonas, y las especies: Pedobacter cryoconitis, Bacillus cereus, microbacterium barkeri, Alishewanella
solinquinati, Bacillus pumilis, Bacillus thuringensis, Vibrio harveyi, Bacillus amyloliquefacien; representantes que
predominan en cada laguna y en mas de una laguna (Tabla 3).
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Figura 3. Diagrama de Venn de especies bacterianas identificadas en seis lagunas de la Planta de Tratamiento de Lixiviado del AVN. Los
valores representan la distribucion en abundancia relativa. Este andlisis fue realizado por medio de la herramienta en linea Jvenn.

Tabla 3. Bacterias asociadas a cada laguna de la PTL del AVN

Lagunas Bacterias mas relevantes en cada laguna
L4 Brevundimonas sp.
L5 Halomonas sp.

Bacillus cereus

L6 Microbacterium barkeri

Alishewanella solinquinati
L7 Bacillus pumilus
Rheinheimera sp.

Bacillus thuringiensis

L8 Vibrio harveyi
Bacterias mas relevantes en mas de una
Lagunas |
aguna
L4yL7 Pedobacter cryoconitis
L5y L6 Vibrio sp.
L6yL8 Bacillus amyloliquefacien

Bacillus mycoides

L3,L4,L5,L6,L7,L8 .
Bacillus sp.




4. DISCUSION

El estudio de la biodiversidad microbiana juega un papel clave para poder comprender funciones, aplicaciones y
aprovechamiento de los microorganismos; existen lugares donde pueden crecer bacterias con capacidad de
tolerar ambientes extremos, siendo de gran importancia la identificacién de bacterias en zonas contaminadas [5],
[7], [21]. Colombia, es uno de los paises megadiversos del mundo, pero a pesar de abundancia biologica. Sin
embargo, carecemos de datos robustos asociados a la diversidad microbiana. Existen lugares en donde aun se
desconoce cudles son los géneros y/o especies que estan presentes, para el caso particular de Colombia de
acuerdo con lo reportado en el sistema de informacion sobre biodiversidad Colombiana (SiB Colombia) el
namero de bacterias identificadas es de 100 especies [22]. Pero esta informacion encontrada en el SiB Colombia
no contiene la amplia biodiversidad bacteriana. Especificamente para el Valle del Cauca, se conoce un listado
de especies del Distrito Regional de Manejo Integrado-DRMI realizado para la Laguna de Sonso y corresponde
a nueve registros de bacterias con interés ambiental, pero solo identificados hasta el nivel de género,
correspondientes a la Clase Cyanophyceae distribuidos en los Ordenes Chroococcales, Nostocales y
Oscillatoriales y en las Familias Chroococcaceae, Nostocaceae y Oscillatoriaceae respectivamente [23].Por lo
tanto es de importancia identificar qué géneros y especies de bacterias habitan en los diferentes ambientes para
contribuir a estudios de ecologia bacteriana, biorremediacion y otros; en el presente estudio se evidencio la
biodiversidad de bacterias que habitan en zonas contaminadas como lo es la PTL del AVN.

El andlisis de abundancia a nivel Phylum, se observd que en mayor abundancia predominan, Firmicutes y
Proteobacterias y en menor abundancia, Actinobacteria y Bacteroidete. Generalmente cuando se hacen estudios
de biodiversidad en ambientes contaminados estos cuatro Phylum son los mas comunes asociadas a la
descomposicion y remocion de materia organica [24], [25].

En la comparacién de la abundancia en cada laguna, el porcentaje mas alto de abundancia lo tiene la laguna 8
con el 71% de Firmicutes, esta laguna tiene como funcién realizan el proceso de extraccién y purificacion de los
diferentes componentes de todos los lixiviados de las demas lagunas, siendo este Phylum bacteriano el mas
comln en ambientes extremos, agrupando géneros bacterianos con capacidad de tolerar y metabolizar
diferentes compuestos [5], [26]. La laguna 5 tiene un 63% de proteobacterias, esta laguna tiene como funcién
recolectar los lixiviados sin tratamiento; el Phylum proteobacteria es posible encontrarlo en este ambiente debido
a su alta eficiencia en degradar materia organica [27], [28]. En cuanto al Phylum Bacteroidete, esta presente solo
en la laguna 4 y 7, la laguna 4 realiza el proceso de cristalizacion y remocion, y la laguna 7 tiene como funcién
colectar los lixiviados; el Phylum Bacteroidete, asociados principalmente con la degradacién de materia organica
pero existen pocos estudios de este Phylum en ambientes contaminados siendo de importancia para futuras
investigaciones. ElI Phylum Actinobacteria se ha reportado por tener una gran capacidad de formar una amplia
variedad de metabolitos bioactivos, encontrados en diversos ambientes [29], [30]. Este Phylum estuvo presente
en las lagunas 3, 4, 6, 7, y LP teniendo cada una funciones diferentes; para las lagunas 3, LP y la laguna 7 son
las encargadas de recolectar los lixiviados sin tratamiento, para las laguna 4 realiza el proceso de cristalizaciéon y
remocion, y la laguna 6 tiene un proceso de evaporacién.

El analisis filogenético mostro cuatro clados principales, dentro de estos los Phylum méas predominantes fueron
Proteobacterias y Firmicutes . Dentro del Phylum Proteobacteria se destacan miembros del género Serratia,
Halomonas, Pseudomonas [31], [32] reportadas como bacterias desnitrificantes [31], [33], [34]. Para el Phylum
Firmicutes, se observé miembros del género Bacillus y Exiguobacterium estan asociados principalmente a la
bioacumulacion de metales pesados [35], [36]. Con respecto a los Phylum Actinobacteria y Bacteroidete
mostraron una menor abundancia, asociandose a géneros como Brevibacterium y Microbacterium que han
sido utilizados en bhiorremediacion de metales pesados de cadmio (cd), cromo (cr) y mercurio (hg) [37]. Al igual
que el género Pedobacter que es considerado un género psicrofilo y ha sido identificado como
biodegradador de hidrocarburos [38]

Estudios de diversidad bacteriana en zonas con alta produccion de lixiviados han mostrado que especies como;
Bacillus sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. Capaces de producir biosurfactantes por lo tanto participan en
procesos de remocion de contaminantes, también en procesos de nitificacion y desnitrificaicon en fases
termdfilas [35], [39]. Por otra parte, especies como Serratia sp; Halomonas sp. han mostrado que estas
especies juegan un papel importante en degradacion y mineralizacion de compuestos organicos gracias a que
también cuentan con la capacidad de producir biosurfactantes estimulando su adaptabilidad y elpotencial para
degradarlos, son bacterias desnitrificantes, bioacumula y biotransforma metales pesados, remocién de nitratos y
metabolizacion de cianuro [5] .

En Colombia, son pocos los reportes asociados al estudio de la diversidad bacteriana en plantas de lixiviados.
En el presente estudio se han identificado nuevos géneros bacterianos en los lixiviados de la PTL del AVN. pero
debido a la falta de informacion de bacterias en este tipo de matrices ambientales se ha recurrido a los reportes



de investigaciones de diversidad bacteriana cultivable en aguas residuales ya que estas también son zonas
contaminadas por actividades, industriales, mineras, agricolas, domesticas entre otras, conteniendo desechos
orgénicos e inorganicos que pueden albergar consorcios bacterianos de interés ambiental. La mayoria de
estudios se centran solo a la identificacion de especies bacterianas, en zonas donde se presenta mayor
concentracion de aguas residuales donde se han reportado especies como; Serratia sp., Halomonas sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., (Exiguobacterium sp., Alishewanella sp., Brevundimonas sp., Castellaniella sp.,
Vibrio sp., Microbacterium sp., Pantoea sp., Pedobacter sp., Morganella sp., Rheinheimera sp., Brevibacterium
sp). Adicionalmente, otras especies bacterianas se han reportado en proyectos de restauracién ecolégica,
principalmente en procesos de biorremediacion debido a su potencial metabdlico, muchos de los géneros
identificados tienen capacidad desnitrificante como Alishewanella sp, Morganella sp  [40], [41]. fito-
biorremediadoras: Brevundimonas sp [42]. Bioindicadores: Vibrio sp [43]. Capacidad de degradacion de
microplasticos: Microbacterium sp [44]. También se localizaron algunos géneros de bacterias donde se han
utilizado en crecimiento vegetal: Pantoea sp [45]. Produccion de anti-fingicos: Pedobacter sp [46]. Productoras
de lipopéptidos que tienen actividad antibacteriana contra gran-negativos: Exigoubacterium sp [40]. Esta
informacién permite tener una primera aproximacion de las comunidades bacterianas cultivables presentes en
estas zonas contaminadas, que podrian beneficiar y complementar proyectos que implementen procesos para la
transformacion de ambientes alterados, partiendo de la importancia de estudiar las funciones de estas bacterias
en estos nichos, y sus posibles aplicaciones en biotecnologia para el tratamiento de zonas afectadas por
compuestos toxicos.

Teniendo en cuenta los resultados del presente estudio, se encontré que el género que mas predomina es
Bacillus sp. Siendo uno de los géneros mas utilizado en procesos de biorremediacion gracias a la tolerancia a
metales pesados, dada la capacidad que tienen de producir exopolisacaridos son capaces de quelar este tipo de
metales, siendo Utiles en la desintoxicacién de ambientes contaminados [36], [47] . Otro resultado destaca que la
especie Bacillus mycoides estuvo presente en todas las lagunas; estos microorganismos se ha utilizado en
ensayos de biodegradabilidad de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y en la biosolubilizacion del lignito
gracias a la capacidad que tiene de producir biosurfactante principalmente a temperaturas elevadas [48].
También se han encontrado numerosas especies del genero Bacillus, con lo cual se sugiere deberia dividirse en
al menos cinco géneros o grupos de ARNr, entre este grupo se encuentra la especie Bacillus mycoides, ya que
posee secuencias de ARNr 16S y 23S muy similares, lo que indica que se ha separado recientemente de una
linea evolutiva relativamente comun [49]. Otros estudios consideran que posiblemente varias especies del
género Bacillus podrian ser consideradas como una sola especie, entre estos Bacillus mycoides (B. cereus
sensu stricto (s.s.), Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus pseudomycoides, Bacillus
weihenstephanensis) [50]. Por lo cual junto con otras especies (Bacillus cereus, B. anthracis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis,) del genero Bacillus, Bacillus mycoides,
ha sido clasificado dentro de un grupo denominado Grupo B [51]. Sin embargo son pocos los reportes de
investigaciones de Bacillus mycoides, por ello se requieren estudios que permitan conocer su descendencia
evolutiva, y funcibn en nichos especificos, para futuros estudios donde se pueda emplear en diferentes
procesos biotecnolégicos.

Debido también a que existen pocos estudios sobre la identificacion molecular de bacterias ambientales en
muestras de lixiviados, los resultados obtenidos en este estudio constituyen un primer reporte de especies

bacterianas presentes en las seis lagunas y el lixiviado puro que hacen parte de una PTL del ANV en la ciudad
Santiago de Cali, aportando informacién valiosa para la realizacion de futuras investigaciones.

5. CONCLUSION

El desarrollo de este trabajo permitid La identificacién de cuarenta y seis bacterias provenientes de la PTL del

AVN. Constituyendo un primer acercamiento para conocer cuéles y cuantas especies de bacterias cultivables

estan presentes en la zona de estudio teniendo en cuenta que en la literatura investigada son pocos los reportes
de estos aislamientos en las PTL, por consiente este estudio implica un aporte importante de interés ambiental
para futuras investigaciones

+Los cuatro Phylum con mayor predominancia en las seis lagunas fueron; Proteobacteria, Firmicutes
Actinobacteria y Bacteroidete siendo los cuales fueron importantes ya que son los mas comunes en estos
ambientes contaminados

* El género Bacillus sp. presenta mayor abundancia, estando presente en todas las lagunas; estos géneros son
los més tolerantes en ambienteshostiles y con capacidad de degradar hidrocarburos
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» La especie Bacillus mycoides estuvo presente en todas las lagunas siendo un posible bioindicador de
contaminacion ambiental y morfotipo de referencia para este tipo de ambientes

Recomendaciones

Se sugiere secuenciar el genoma completo para obtener resultados precisos y de alta calidad a nivel de especie

para este tipo de muestras ambientales
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