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Si de todos los organismos creados por Dios, los mas pequefios y
aparentemente menos utiles fueran suprimidos, la vida se tornaria
imposible, ya que el regreso a la atmosferay al reino mineral de todo lo
que dejo de vivir seria bruscamente suprimido.

Louis Pasteur
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RESUMEN

El agua es un recurso vital para el desarrollo de las actividades humanas y para
mantener los procesos ecoldgicos de la biodiversidad. Para los humanos que son los
generadores de la contaminacion, existen graves riesgos a la salud, pues la gran mayoria
de las enfermedades tiene su origen en el agua contaminada asociada a la proliferacion
de microorganismos patdgenos, sin embargo también muchos esos microorganismos
pueden servir para degradar compuestos tdxicos o bien biorremediar algin dafio
ecolégico. Un humedal es una zona inundada y saturada, bien sea por aguas
subterraneas o superficiales y con una frecuencia, duracion y profundidad suficientes
para mantener especies de plantas predominantemente adaptadas a crecer en suelos

saturados.

En el presente estudio se investigaron los géeneros y especies de microorganismos que
colonizan un humedal artificial ubicado en el Valle del Mezquital del Estado de
Hidalgo. Las muestras recolectadas fueron tomadas a largo de 4 meses de muestreo y
sometidas a procesos de enriquecimiento, aislamiento y conservacion de las cepas que

de ellas se obtuvieron.

El diagrama de caja y bigote muestra una dispersion muy alta en la composicion
microbiana lo cual puede atribuirse a la heterogeneidad en el sustrato del humedal. El
namero total de microorganismos aislados e caracterizados en el humedal durante todos
los meses de muestreo fueron: 10 cepas en alcatraz, 10 cepas en papiro estrella y 8
cepas en el sustrato, a este respecto se puede decir que en el sustrato inerte las
condiciones para que se desarrollen de manera favorable los microorganismos no son
las adecuadas como ocurre con el alcatraz y el papiro, sin embargo como la cantidad de
capas aisladas en cada punto de muestreo no distan mucho, al parecer no existen
cambios importantes a nivel de rizosfera y sustrato que nos indiquen que los
microorganismos colonicen de manera mayoritaria alguno de los sitios muestreados y

analizados



INTRODUCCION

Con el crecimiento de la poblacion mundial la demanda de agua para consumo humano
y la contaminacion de los recursos hidricos, hace necesaria la aplicacion de métodos de
tratamiento a las aguas residuales. En México apenas se da tratamiento al 35% de las
aguas residuales que se generan, lo que propicia que buena parte del agua contaminada
llegue a rios, lagos, lagunas y zonas costeras. Las alternativas convencionales de
tratamiento basadas en lodos activados o procesos de elevada complejidad tecnoldgica
tienen costos muy elevados de disefio, construccion y mantenimiento, en cambio, las
comunidades rurales requieren alternativas adecuadas a condiciones econdmicas,
culturales y ecol6gicas acordes a su contexto, es decir, tiene que ser sustentables en
cuanto a factibilidad y rentabilidad economica, aceptacion y participacion

comunitaria®.

Los contaminantes presentes en el agua residual son una mezcla de compuestos
organicos e inorganicos y los organismos patdégenos que se encuentran cominmente en
las aguas residuales, se clasifican entre bacterias, protozoarios, helmintos y virus. En
México se ha adoptado como indicador de contaminacion al grupo coliforme, por lo que
su presencia esta relacionada con descargas de aguas residuales no tratadas, de tipo

doméstico y pecuario™.

Los humedales construidos o artificiales fijan y transforman contaminantes de aguas
residuales por medio de procesos como la transformacion, asimilacion o eliminacién de
contaminantes; son estables, productivos y resistentes, ademas de que su construccion,
disefio y operacion es de bajo costo. EI comportamiento de los humedales artificiales y
su eficiencia son el resultado de un entramado complejo de procesos fisicos, quimicos y
biologicos, siendo de importancia la actuacion e interacciones de las bacterias, hongos,
algas, vegetacion y fauna®”. Destacan las bacterias porque participan en la
trasformacion y eliminacién de los contaminantes. Muchos de ellos participan en los
ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, azufre y fésforo, realizando las transformaciones
que permiten asimilar los contaminantes por las plantas o bien liberarlos a la

atmosfera®.



Por ello para mejorar el funcionamiento de los humedales artificiales, es necesario

conocer la cantidad y abundancia de la comunidad microbiana.

En este trabajo se realiz6 una evaluacion para conocer la cantidad y abundancia de la
comunidad microbiana de un humedal artificial establecido en el Valle de Mezquital,
Estado de Hidalgo. Con ello se obtuvieron més elementos para conocer y mejorar su
funcionamiento.



. MARCO TEORICO

1.1 Aguas residuales

Las aguas residuales pueden definirse como aquellas que provienen del sistema de
abastecimiento de una poblacion, después de haber sido modificadas por diversos usos
en actividades domésticas, industriales o comunitarias. El agua residual es aquella que
se ha usado en casas, establos, escuelas, mercados y en otras actividades industriales y
comerciales. Las aguas residuales urbanas son aguas que se han canalizado a los nucleos
urbanos para uso doméstico (inodoros, fregaderos, lavadoras, lavabos, lavavajillas y
bafios) y que pueden contener algunos residuos de los arrastres de las aguas de lluvia
por una parte y de pequefias actividades urbanas por otra. Su origen son liquidos
procedentes de la actividad humana y se constituye a base de excretas, residuos
domeésticos, infiltraciones y residuos industriales. Las excretas son las que contienen los
residuos solidos y liquidos que constituyen las heces humanas. Los residuos domésticos
son los que proceden de la evacuacion de los residuos de cocina (vegetales, detergentes
de trastes y particulas), de los lavabos (jabdn, detergentes sintéticos y espumantes), y de

las actividades en las viviendas (insecticidas, almidones, etc.) ®.

Los arrastres de lluvia son las particulas y fluidos presentes en las superficies expuestas
(polvo orgénico o inorganico, particulas sélidas, restos de animales, tierra de los
parques y zonas verdes) y las infiltraciones se llevan a cabo cuando los acuiferos estan
expuestos a las superficies por las lluvias u otras causas, existe la infiltracion y fugas a

través de tuberias en mal estado y con conexiones defectuosas®.

La cantidad de contaminantes adicionados a un cuerpo de agua depende del uso que se
le dio, es decir, urbana, agricola o industrial, siendo las de tipo urbano e industrial las
que producen aguas residuales con mayor cantidad de contaminantes ya que mas de
60% de la poblacidén habita en zonas urbanas. Sin embargo, ain dentro de estos dos
grupos existen marcadas diferencias en contenido de compuestos que sus aguas
residuales poseen, siendo las mas importantes las que se muestran en el Cuadro 1, en la
que se pone de manifiesto que el contenido de materia organica es alto en ambos casos y

también en la cantidad de agua residual producida.



La diferencia mas importante entre los dos tipos de agua, radica en la gran cantidad de
compuestos de origen industrial que se adiciona al agua de este tipo, lo cual hace méas

dificil su tratamiento®.

TIPO DE AGUA RESIDUAL CARACTERISTICAS

Urbanas Grandes volimenes

Alto contenido de materia organica
Patdgenos

Poca variacion en la composicion

Variacién horaria

Industriales Grandes volumenes
Gran variacion en la composicion

Continuas o periodicas

Agricolas Volumenes dependientes de la
precipitacion y permeabilidad del suelo

Componentes de suelo, fertilizantes y
plaguicidas

Cuadro 1. Composicion de diversos tipos de agua residual®.

Un sistema hidrosanitario urbano inicia en la fuente de abastecimiento de agua donde es
captada, si el agua no reune las condiciones de potabilidad se le da un tratamiento para
que cumpla con los parametros establecidos, posteriormente es utilizada por los
usuarios, quienes a su vez le adicionan contaminantes que proceden del uso doméstico,

comercios, industrias, establecimientos de servicio y usos municipales®.

Agua residual agricola y de acuicultura

En 1989 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), publicé una obra que se refiere al
uso directo o indirecto de aguas. Entre otras cosas, las directrices se apoyan en pruebas
epidemioldgicas disponibles al establecer que si el tratamiento de las aguas residuales es
suficiente para que el nimero probable de los coliformes fecales por cada 100 mL sea
menor a 1 000 y los huevos de nematodo menor a uno por cada litro, dichas aguas se

consideran adecuadas para irrigar cosechas de productos comestibles®.



Los contaminantes son aquellos compuestos que, en determinadas concentraciones,
pueden producir efectos negativos en la salud humana y en el medio ambiente, dafiar la

infraestructura hidraulica o inhibir los procesos de tratamiento de las aguas residuales‘”.

Los contaminantes basicos son aquellos compuestos y parametros que se presentan en
las descargas de aguas residuales y que pueden ser removidos o estabilizados mediante
tratamientos convencionales. En cuanto a los contaminantes patégenos y parasitos se
puede decir que son microorganismos, quistes y huevos de parasitos que pueden estar
presentes en las aguas residuales y que representan un riesgo a la salud humana, flora 'y

fauna®.

Como regla general considerarse un agua contaminada cuando presenta elevadas
concentraciones det"®):

a) Desechos organicos, ya sean domésticos, industriales, agricolas o animales los
cuales remueven el oxigeno del agua por descomposicion.

b) Agentes infecciosos que pueden transmitir enfermedades.

c) Nutrientes de plantas como abono organico que promueven el crecimiento de
masas de algas.

d) Compuestos organicos sintéticos, tales como detergentes y pesticidas, los cuales
son toxicos para la vida acuatica.

e) Substancias quimicas inorganicas, resultado del agua de lavado de minas,
procesos de manufactura industriales, los cuales destruyen la vida acuética,
causan excesiva dureza, producen efectos corrosivos y en general aumentan el
costo en el tratamiento de aguas.

f) Sustancias radioactivas, resultado del uso de compuestos para plantas de energia
nuclear.

g) Incremento en la temperatura, como resultado del enfriamiento de reactores en

plantas eléctricas o nucleares, que evitan el desarrollo de la vida acuatica.

Los contaminantes interactlan fisica, quimica y biolégicamente en los ecosistemas
acuaticos produciendo modificaciones en ambos sentidos y casi siempre con efectos
adversos para las comunidades al alterarse la composicién especifica y los procesos de
autodepuracion naturales. En el caso particular de algunos contaminantes, como iones

metalicos y sales que en determinados niveles son usados como macro Yy
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micronutrientes para el crecimiento de fotoautétrofos, se consideran que su problema es
de concentracion, ya que en cantidades reducidas tiene efectos bioestimuladores que se
traducen en incrementos en la productividad de los ecosistemas. Sin embargo, la gran
mayoria de los contaminantes tienen con frecuencia efectos nocivos aln en pequefias
concentraciones, como es el caso de los plaguicidas, hidrocarburos, y compuestos
radioactivos®.

El problema de contaminacion acuética se agudiza cada vez mas, ante la demanda
creciente de agua para consumo humano. Esta situacion, genera un impacto negativo en
actividades productivas como son la pesca y la acuacultura. La presencia de los
contaminantes vertidos en los efluentes, se pone de manifiesto por la toxicidad hacia
comunidades de los organismos, la cual puede ser modificada por las interacciones
complejas de los contaminantes del medio. Los vertidos industriales afectan el medio
ambiente, ciudades, e incluso las zonas rurales. Dentro del grupo de residuos
industriales, los vertidos liquidos juegan un papel fundamental. En la mayoria de las
ocasiones los residuos industriales liquidos representan riesgo potencial para el medio
ambiente debido a la carga contaminante que llevan. Esta situacion se ve agudizada en
determinadas industrias, como pueden ser: quimica, metaldrgica y papeleras. Puesto que
las sustancias toxicas presentes en sus vertidos son dificilmente biodegradables y

precisan un tratamiento intenso®.

Para facilitar la gestion de los distintos vertidos, es conveniente realizar una
clasificacion de éstos en funcién de sus propiedades y segln su naturaleza y de estas va

a depender el sistema de tratamiento que se aplique®™.



1.2 Componentes contaminantes de aguas residuales

El agua residual doméstica esta constituida por 99.9% de agua y 0.1 % de sélidos. A su
vez estos solidos pueden clasificarse en orgéanicos (70%) e inorgénicos (30%). Los
solidos estan constituidos por proteinas, carbohidratos, grasas y aceites. Mientras tanto,
los sélidos inorgénicos estdn compuestos de metales, sales y arenas. La Figura 1

muestra como esta compuesta la materia sélida que acompafia al agua residual

doméstica®®.

Agua residual

Figura 1. Componentes del agua residual doméstica*".
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Por otro lado, las aguas residuales requieren de tratamiento antes de ser descargadas en
el sistema de alcantarillado municipal; las caracteristicas de esta agua, asi como de los
procesos de tratamiento varian de una industria a otra, los procesos de tratamiento

también son muy variables"?.

En primer lugar se encuentra una gran cantidad de compuestos organicos solubles que
pueden disolverse en el agua. La importancia de controlar la presencia de estas
sustancias radica en que debido a su naturaleza, son oxidadas por procesos biolégicos en
presencia de microorganismos. Esta oxidacién se traduce en una disminucion del
oxigeno libre disuelto que puede destruir la fauna acuética si llega a unos limites
minimos. Este tipo de contaminacion se determina mediante la demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), en funcion de la cual serd necesario adoptar un determinado sistema de
tratamiento. Casi todos los vertidos industriales tienen contaminacion organica, aunque
ésta se hace especialmente importante en determinadas industrias que producen grandes
cantidades de carbohidratos. Entre estas industrias se pueden destacar las refinerias de

azlicar, las conserveras, las lacteas, las papeleras, las destilerias, y las cerveceras®.

Otro segundo grupo importante esta formado por compuestos inorganicos toxicos como
arsenico, cianuro, flior, y particularmente los metales pesados. Todos ellos son
altamente toxicos, tanto para la fauna acuatica como para el hombre, y tiene las
caracteristicas de irse acumulando en el organismo hasta alcanzar las concentraciones
necesarias para ser letales. Debido a estos es muy importante su control y la aplicacion
de tratamientos que aseguren su eliminacion. Las industrias que producen este tipo de
contaminantes, son entre otras aquellas que incluyen procesos de limpieza de metales,
niquelado, etc., o las refinerias de bauxita, la industria del cloro, o las industrias de

curtidos y encurtidos®.

En tercer lugar encontramos la contaminacion producida por los nutrientes vegetales, de
los que son basicos los compuestos de nitrégeno y fésforo. Estos compuestos son
necesarios para el desarrollo de la flora acuatica, y por tanto la conveniencia o no de su
presencia en el vertido va a depender de cuales sean las aplicaciones o los tratamientos
que se vayan hacer. Si su concentracion es elevada, tendra lugar un proceso de

eutrofizacién provocado por el crecimiento de algas, que resulta indeseable ™.



La calidad fisica, quimica y bioldgica del agua puede modificar la toxicidad de los
compuestos. Una forma de lograr esto es afectando el estado fisiologico de los
organismos, lo que aumenta o disminuye la sensibilidad a los tdxicos; ejemplo de estos
son la temperatura la cual como tal no es una forma de contaminacion pero si esta
relacionada como se explicara mas adelante, también la concentracion de oxigeno
disuelto (OD), aunque otras caracteristicas del medio son también importantes. La otra
forma en que se producen modificaciones es a través de los balances i6nicos, siendo
ejemplos de tal efecto la accion del pH en el equilibrio del amonio libre y disociado; de
estos compuestos el primero es altamente toxico para los organismos acuéticos en tanto

que el segundo es de escasa o nula toxicidad®V.

A continuacion se presenta de forma sintetizada un diagrama que muestra los

contaminantes mas usuales en aguas residuales:

[ A) Fisicos
« Temperatura
< pH

«» Solidos

B) Quimicos
% Metales (Ag, Hg)

Contaminantes® % Plaguicidas

«» Hidrocarburos

¢ Detergentes

A) Biologicos

¢+ Microorganismos patdgenos

A) FISICOS
Temperatura
Se ha observado en la trucha café (Salmo trutta) que un incremento de 10 °C en la
temperatura, produce un aumento del 100% en la captacién de contaminantes tales

como DDT, PCB, y metil mercurio, tanto a través del agua como de los alimentos?.



Existe una relacion compleja entre la temperatura y los compuestos tdxicos ya que la
temperatura por si misma puede ser un factor letal y sus limites de tolerancia para los
organismos se puede alterar por la influencia de los toxicos, presentdndose interacciones
entre ambos. Se debe considerar ademas que la climatizacion a la temperatura puede
afectar las respuestas de los organismos tanto en este factor como en otros actuando de

manera conjunta®*®.

pH

Otro grupo de agentes contaminantes de gran importancia es el formado por las
sustancias cidas o alcalinas. Su presencia tiene como consecuencia directa la alteracion
de pH del medio. Esto es especialmente importante por su incidencia sobre los
microorganismos del agua, pues éstos solo pueden desarrollarse y llevar a cabo sus

funciones de biodegradacion dentro de un intervalo de pH determinado.

B) QUIMICOS
Metales
Muchos tipos de desechos industriales contienen metales pesados en solucién, de los

cuales se sabe ejercen un efecto adverso para los procesos biologicos en general.

Los metales pesados considerados altamente toxicos son mercurio, plata y cobre, ya que
muestran un efecto muchas veces letal en una semana a concentraciones de 0.0004, 0.02
y 1 mg/L respectivamente, los moderadamente toxicos son: potasio, manganeso, plomo
y cobalto, ya que se requieren concentraciones de 15 a 70 mg/L, para tener un efecto en
una semana y finalmente, los no toxicos son: bario, magnesio, estroncio, calcio y sodio,
ya que se requieren concentraciones muy altas para ejercer algun efecto. Por ejemplo la
plata es uno de los compuestos mas toxicos para la vida acuatica, una concentracion de

400 mg/L puede matar al 90% de adultos Balanus balanoides en 48 horas.

Concentraciones de AgNO;3 de 10 a 100 g/L causan el desarrollo anormal de huevos de
Paracentrotus pero ensayos de laboratorio han demostrado que aln concentraciones de
0.25 g/L pueden tener efecto sobre este organismo por otra parte el mercurio puede
pasar a cuerpos de agua a partir de afluentes industriales, origindndose en fabricas las

cuales producen compuestos que contiene mercurio o utiliza el mercurio en el proceso.
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Uno de los casos méas dramaticos que se han presentado de intoxicacion por mercurio en
humanos, fue el envenenamiento a gran escala en la Bahia de Minimata en Japon,
debido a consumo de peces con alto contenido de mercurio; los efectos que se presentan
es la destruccion del cerebro y alteracion de la informacion genética, dando como
resultado una generacion de personas con retardo mental. Este metal puede ser
transformado por actividad bacteriana, generando metil-mercurio, un compuesto muy
toxico y de baja polaridad. Otros metales pesados captados por los organismos en forma
ionica, tiene alta afinidad por los grupos sulfhidrico de las proteinas, cambiando la
estructura y actividad de las enzimas con subsecuentes efectos toxicos sobre los

individuos®®.

Plaguicidas

El problema de contaminacion con plaguicidas se inicia a partir de la segunda guerra
mundial, incrementandose en tal forma su produccion que a la fecha existen cerca de 90
mil productos, formulaciones y mezclas en el mundo. Con tal volumen de productos en
el mercado ha sido extremadamente dificil conocer su impacto bioldgico sobre cuerpos
de aguas. Otro problema que se enfrenta para poder evaluar el impacto bioldgico, es que
la persistencia de los pesticidas en el medio ambiente es variable. Algunos pueden

permanecer varios afios, en cambio otros slo tiene una vida media de unas semanas .

Hidrocarburos

La contaminacién ambiental por estos compuestos es debida a los esfuerzos del hombre
para la obtencion del petroleo, lo que ha traido como consecuencia grandes derrames de
hidrocarburos sobre la superficie de la tierra y principalmente en el agua. Los efectos de
la contaminacién por petréleo son variables y poco predecibles ya que dependen de la
composicion del yacimiento por el cual se han obtenido. Aungue en forma general se
puede decir que cuando se presenta un gran derrame de petréleo, los organismos que
son primeramente afectados son las aves marinas, las cuales se cubren de petroleo lo
que impide que vuelen, al tratar de limpiar su plumaje, el ave ingiere cierta cantidad de
petréleo, afectando severamente intestino, tracto respiratorio y rifiones, lo que trae como

consecuencia la muerte de las aves por debilitamiento™®.
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Detergentes

El incremento de estos compuestos en la vida diaria del hombre, ha traido como
consecuencia su acumulacion en los cuerpos de agua. Los efectos de estos compuestos
son principalmente sobre peces a los cuales les separa el epitelio de las branquias,

impidiendo el libre intercambio de oxigeno®?.

C) BIOLOGICOS

Microorganismos patdgenos

Para los humanos, existen graves riesgos de salud, casi 80% de las enfermedades se
ligan con el agua contaminada, la insalubridad y la falta de higiene pues existe una
relacion entre la infraestructura de saneamiento disponible al acceso del agua potable y

la mortalidad infantil®®.

La gran diversidad de contaminantes que hay en el agua causa serias enfermedades que
pueden provocar endemias y epidemias. El agua contaminada por microorganismos
produce colera, ceguera por tracoma, elefantiasis, amibiasis, diarreas y disenterias,
fiebre tifoidea, etc. Numerosos microorganismos infecciosos pueden causar
enfermedades en los seres humanos, estos agentes incluyen bacterias, hongos,
protozoarios, metazoarios (helmintos), rickettsias y virus, siendo los mas comunes los

que se representan en la Figura 2.

VIRUS BACTERIAS HONGOS PROTOZOARIOS

HUMANO

Figura 2. Microorganismos que causan enfermedades al ser humano™.

La evaluacion de los agentes infecciosos se basa en su virulencia o su potencia para
causar enfermedades en humanos. La virulencia esta relacionada con la dosis de agente
infeccioso necesario para infectar al huésped y causar enfermedad, y la potencia para
causar la enfermedad y depende de la estabilidad del agente infeccioso en el ambiente.

La dosis infecciosa minima (DIM) varia ampliamente con el tipo de agente infeccioso.
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En el Cuadro 2 se muestra las DIM para algunos microorganismos™.

Microorganismos presentes en agua
contaminada para consumo humano

Dosis infecciosa minima

(microorganismos, quistes, huevos o UFC)

Salmonella sp
Shigela sp
Escherichia coli
Escherichia coli O157:H7
Vibrio cholerae
Campylobacter jejuni
Giardia lamblia
Cryptosporidium sp
Entamoeba coli
Ascaris sp.

Virus hepatitis A

10%-10" microorganismos
10*-10? microorganismos
10°-10° microorganismos
<100 microorganismos
10° microorganismos
Cerca de 500 microorganismos
10'-10? quistes

10" quistes

10" quistes

1-10 huevos

1-10 UFC

Cuadro 2. Dosis infecciosa minima para algunos microorganismos causantes de

enfermedades en el ser humano®®.

1.3 Agentes patdgenos que habitan aguas residuales

Una variedad de microorganismos patdgenos se encuentran comunmente en las aguas

residuales domésticas asi como en los efluentes en plantas de tratamiento en aguas

residuales. Las tres categorias de agentes patdgenos que se encuentran en el medio

ambiente son®®:

Bacterias Virus patégenos Protozoarios
patogenas
Salmonella Estos también son liberados en | Estos se liberan en los ambientes
Shigella los ambientes acudticos, pero | acuaticos como  quistes
Legionella son incapaces de | ooquistes, que son muy resistentes
Mycobaterium | multiplicarse fuera de las |al estrés ambiental y a
Aeromonas celulas anfitrionas. Su dosis | desinfeccion, a si  mismo
infecciosa es generalmente | no se multiplican fuera de sus
menor que para patdgenos | habitats.
bacterianos.

Cuadro 3. Agentes patégenos mas comunes en el ambiente™.

13




Bacterias patdgenas

La materia fecal puede contener hasta 10° bacterias por gramo, el contenido de bacterias
en las heces representa aproximadamente el 9% en peso himedo™. Las bacterias en
aguas residuales que se han aislado y caracterizado pertenecen a los siguientes

grupos™®.

a. Bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas (Por ejemplo: Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella y Shigella).

b. Bacterias Gram negativas, aerobias (Por ejemplo: Pseudomonas, Alcaligenes,

Flavobacterium, Acinetobacter).
c. Bacterias Gram positivas formadoras de esporas (Por ejemplo: Bacillus spp.)

d. Bacterias Gram positivas no formadoras de esporas (Por ejemplo: Artrhobacter,

Corynebacteryum, Rhodococcus)

Una recopilacion de las bacterias mas importantes que pueden ser patdgenas para los
seres humanos y que pueden ser transmitidas directa o indirectamente por via fluvial, se

presenta en la Cuadro 4. Estos patdgenos causan infecciones entéricas como™®:

« Tifoidea
«» CoOlera

< Shigelosis
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Agente bacteriano

Enfermedad principal

Principal reservorio

Principal sitio afectado

Salmonella typhi
Salmonella paratyphi
Shigella sp
Vibrio cholerae

E. coli patogénica
Yersinia enterocolitica
Campylobacter jejuni

Legionella pneumophila

Mycobacterium tuberculosis

Leptospira sp

Bacterias oportunistas

Fiebre tifoidea
Fiebre paratifoidea
Disenteria bacilar

Célera

Gastroenteritis
Sindrome urémico hemolitico
Gastroenteritis
Gastroenteritis
Enfermedad respiratoria aguda
(legionelosis)
Tuberculosis
Leptospirosis
(enfermedad de Weil’s)
Variable

Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas

Heces humanas

Heces humanas

Heces humanas/animales
Heces humanas/animales
Térmicamente enriquecido con las
aguas
Exudado respiratorio humano

Heces y orina de animales

Aguas naturales

Tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal
Parte inferior del intestino
Tracto gastrointestinal

Tracto gastrointestinal
Tracto gastrointestinal

Tracto gastrointestinal

Pulmones

Pulmones

Generalizada

Principalmente tracto

gastrointestinal

Cuadro 4. Principales enfermedades transmitidas por el agua

(15
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Virus patégenos

Las aguas residuales pueden ser contaminadas por aproximadamente 140 tipos de virus
entéricos. Estos virus entran al cuerpo humano por via oral, se multiplican en el tracto
gastrointestinal y se excretan en grandes cantidades en las heces de personas infectadas
(Cuadro 5), los virus entéricos se encuentran en ambientes acuaticos en cantidades
relativamente pequefias en aguas residuales y son patégenos para los seres humanos,
causan infecciones no aparentes que son dificiles de detectar y son los responsables de
una amplia gama de enfermedades que van desde erupciones en la piel, hasta fiebre,

infecciones respiratorias, conjuntivitis, gastroenteritis y paralisis™®®.

Grupo de virus Serotipos Algunas enfermedades
causadas

A. Enterovirus 3 Paralisis
Poliovirus Meningitis aséptica
Coxsackievirus
A 23 Herpangia
Meningitis aséptica
Enfermedades respiratorias
Paralisis
Fiebre
B 6 Pleurodinia
Meningitis aséptica
Pericarditis
Miocarditis
Cardiopatias congénitas
Anomalias
Nefritis
Fiebre
Echovirus 34 Infeccion respiratoria
Meningitis aséptica
Diarrea
Pericarditis
Miocarditis
Fiebre, erupcion cutanea
Enterovirus (68-71) 4 Meningitis
Enfermedades respiratorias
Virus de hepatitis A Hepatitis infecciosa
Virus de hepatitis E Hepatitis
B. Reovirus 3 Enfermedades respiratorias
C. Rotavirus 4 Gastroenteritis
D. Adenovirus 41 Enfermedades respiratorias
Conjuntivitis aguda
Gastroenteritis
E. Calcivirus 1 Gastroenteritis
F. Astrovirus 51 Gastroenteritis

Cuadro 5. Algunos virus entéricos humanos™).
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La Figura 3 muestra de forma general los destinos finales de las excretas humanas.

Excretas de humanos y

animales
Tierra Aguas residuales Residuos sélidos
A 4 A\ 4 Y A 4
Oceanos y estuarios Riberas y lagos Agua subterranea Irrigacion
A 4 A\ 4
\ 4 A 4 . .
Suministros de Cultivos Aerosoles

Mariscos Recreaciéon

agua

Humanos

Figura 3. Transmision de virus entéricos por el agua ®.
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Protozoarios Parésitos

La mayoria de los parésitos protozoarios producen quistes, que son capaces de
sobrevivir fuera de su hospedero bajo condiciones ambientales adversas. El
enquistamiento se desencadena por factores tales como la falta de nutrientes, la
respuesta a la acumulacion de metabolitos t6xicos, o respuesta inmune del huésped®®.

El Cuadro 6 presenta a los protozoarios de mayor frecuencia encontrados en agua.

Organismo Enfermedad Principal reservorio

(sitio afectado)

Giardia lamblia Giardiasis Heces humanas y animales
(tracto gastrointestinal)
Entamoeba histolytica Disenteria amebiana Heces humanas
(tracto gastrointestinal)
Acantamoeba castellani Meninjoencefalitis Suelo y agua
amebiana
(sistema nervioso central)
Naegleria gruberi Meninjoencefalitis Suelo y agua
amebiana
(sistema nervioso central)
Balantidum coli Disenteria/ ulcera intestinal Heces humanas
(tracto gastrointestinal)
Cryptosporidium sp Diarrea profusa y acuosa, | Heces humanas y animales

pérdida de peso, nauseas,

fiebre de bajo grado
(tracto gastrointestinal)
Cyclospora sp Diarrea acuosa alternada | Contaminacion fecal de
con estreflimiento vegetales y frutas
Mycrosporidia sp Diarrea cronica, Heces

deshidratacion, pérdida de

peso

Cuadro 6. Principales enfermedades de origen hidrico causadas por protozoarios®®.
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Helmintos parasitos

Aungue los helmintos parasitos no se detectan, su presencia por estudios
microbioldgicos en aguas residuales es sin embargo motivo de gran preocupacion en
materia de salud humana®®. Los helmintos cominmente detectados en anélisis de aguas

se enlistan en el Cuadro 7.

Organismo Principal sitio afectado

Nematodos (lombrices)
Ascaris lumbricoides Ascaris- obstruccién intestinal en nifos
(intestino delgado)

Trichuris trichiura T. trichiura —trichuriasis, intestino

Anquilostomas
Necator americanus Anquilostomiasis- tracto gastrointestinal

Ancylostoma duodenale Anguilostomiasis- tracto gastrointestinal

Cestodo (tenias)
Taenia saginata Tenia de res- malestar abdominal (tracto

gastrointestinal)

Taenia solium Tenia del cerdo- tracto gastrointestinal
Trematodos
Schistosoma mansoni Esquistosomiasis — complicaciones en el

higado (cirrosis), vejiga e intestino grueso.

Cuadro 7. Principales parasitos helmintos*>.

Hongos
En suelos cultivados aireados, los hongos constituyen una gran parte de la masa
microbiana total, ellos son abundantes en los horizontes organicos de suelos boscosos o

selvaticos y son los que llevan a cabo la descomposicion en ambientes acidos.

Los hongos filamentosos poseen un micelio con hifas independientes, pueden ser
septadas 0 no septadas; con un diametro considerablemente mayor que los actinomices

comunes, poseen hifas vegetativas y fértiles, que producen esporas sexuales o asexuales.
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La patogenicidad por hongos es una caracteristica que se origina en el suelo, ya que
algunas especies que normalmente son saprofitas pueden invadir tejido vivo y
comportarse como agente patdégeno. Pueden ser parasitos facultativos o parasitos

verdaderos y permanecer en el suelo inactivos®®*"1819).

Microorganismos indicadores de contaminacion fecal

La deteccidon directa de bacterias, virus patdégenos, y los quistes de los parésitos
protozoarios exige procedimientos costosos y requiere mucho tiempo y mano de obra
bien formada. Estos requisitos llevaron al concepto de organismos indicadores de
contaminacion fecal, que ya en 1914 el servicio de salud publica de Estados Unidos de
Norteamérica adopto al grupo coliforme como un indicador de contaminacion fecal del

agua potable™®.

Los criterios para que un microorganismo sea indicador ideal de contaminacion fecal
son: provenir de la microbiota intestinal de animales de sangre caliente, debe estar
presente cuando los patdgenos estdn presentes, y ausentes en las muestras no
contaminadas, debe estar presente en mayor cantidad que los microorganismos
patogenos, ser al menos igual de resistente como los patdgenos a agresiones ambientales
y en desinfeccion de plantas de tratamiento de agua potable y aguas residuales, no debe
multiplicarse en el medio ambiente, debe ser detectable por métodos sencillos, rapidos y

de bajo costo, el organismo indicador no debe ser patégeno*®.

Coliformes totales

Los coliformes totales pertenecen a la familia Enterobacteriaceae e incluye a los
aerobios y anaerobios facultativos, gran negativos, no formadores de esporas y
fermentacion de lactosa con produccién de gas a 35 °C en 48 horas™®. Este grupo
incluye a: Escherichia coli, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. Estos coliformes se
presentan en altas cantidades (2x10° coliformes/dia/habitante) en las heces de humanos
y animales, pero no todos ellos son de origen fecal. Estos indicadores son Utiles para
determinar la calidad del agua potable, las aguas para cria de mariscos, y las aguas de
recreo, algunos miembros (Klebsiella) de este grupo en ciertas ocasiones pueden crecer

bajo las condiciones ambientales de los desechos industriales y agricolas™®.
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La Figura 4 resume de manera general los distintos tipos de indicadores que se emplean

para el analisis de aguas.

Coliformes Coliformes Estreptococos
totales fecales fecales
A
Heter6trofos | Indicadores »|  Bacterias
anaerobias
Bacteriofagos Indicadores
qguimicos
\ 4
Esporas

bacterianas

Figura 4. Indicadores quimicos y microbiolégicost*>*®),
/

Coliformes fecales y organismos termotolerantes

Los coliformes fecales o coliformes termotolerantes incluye a los coliformes que
fermentan la lactosa a 44.5 °C y comprende bacterias tales como E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis, y Enterobacter aerogenes. La presencia de
coliformes fecales indica que existe materia fecal de animales de sangre caliente. Sin

embargo la contaminacién por fuentes humanas o animales no se puede diferenciar®>®.
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1.4 Humedales

Los humedales, también llamados zonas hiimedas o zonas encharcadas (encharcables),
son las zonas pantanosas, pantanos, marismas, charcas, turberas, aguas rasas, riveras,
areneros, o canales abandonados, naturales o artificiales, temporales o permanentes, con

aguas fijas o corrientes, de carécter dulce, salino o salobre®.

Los humedales son sistemas ricos en biodiversidad debido a particularidades como:
disponibilidad de agua y flujo lento de las aguas. EI término humedal, agrupa una gran
gama de habitats interiores, costeros y marinos que comparten ciertas caracteristicas y
tiene gran importancia por los recursos que se obtienen de ellos como: pesca, plantas
medicinales y los servicios ambientales que proporcionan, ya que son la base de las
actividades pesqueras, ayudan en el control de inundaciones, en la filtracion y limpieza
del agua y en la proteccion de las zonas costeras, en el aporte de nutrientes a los cuerpos
de agua, proporcionan refugio a los juveniles de especies acuaticas, entre los mas
importantes. Los humedales conjuntan una gran variedad de comunidades vegetales con

distinta composicién, estructura y formas de vida®.

Frecuentemente se les considera como un solo tipo de ecosistema, comparable a los
bosques o pastizales, sin embargo, los humedales forman una enorme comunidad de
variedades arboreas y herbaceas. Los principales factores fisicos involucrados en
mantener la diversidad vegetal en humedales son: microtopografia, el nivel y tiempo de

inundacién, la salinidad del suelo y agua®.

Un humedal también se puede definir como una zona inundada y saturada, bien sea por
aguas superficiales o por aguas subterraneas y con una frecuencia, duracion y
profundidad suficientes para mantener especies de plantas predominantemente
adaptadas a crecer en suelos saturados. Estas zonas himedas se han aprovechado para el
control de la contaminacién, generada por las aguas residuales de manera espontanea e
indiscriminada. El aprovechamiento de estas zonas hiumedas era practica usual en las
civilizaciones antiguas, que vertian sus aguas en zonas adyacentes a lagos y rios
(humedales naturales). Evidentemente, la razon primordial era deshacerse de las aguas

residuales mas que el depurarlas, pero gracias a la capacidad de estas zonas humedas, el
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potencial de contaminacién de las aguas negras se reducian antes de que se
incorporaran a los causes. Como beneficio agregado, las aguas estabilizadas del
humedal aportaban nutrientes aprovechables para el sostenimiento de la fauna y

flora®®2V)

. Los humedales son las zonas de transicion entre los sistemas acuaticos y
terrestres, constituyen areas de inundacion temporal o permanente. La duracion de la
inundacion debe ser mayor al 5% de la temporada de crecimiento para permitir el
desarrollo de suelos hidricos y al menos periédicamente mantener una vegetacion
predominantemente de hidrofitas, esto es plantas adaptadas a vivir en condiciones de

inundacion®?2.

Componentes del humedal

Las partes fundamentales que integran a un humedal artificial seran el sustrato inerte,
una columna de agua, plantas adaptadas a la inundacion y los microorganismos. Las
plantas son una parte esencial de un humedal artificial, el aspecto mas importante es su
capacidad de mantener o restablecer la conductividad hidraulica del lecho filtrante a
través de una fase de recuperacion. Las plantas a su vez también son necesarias en el
proceso de tratamiento ya que proporcionan un ambiente apropiado para el crecimiento
microbiano y mejoran significativamente la transferencia de oxigeno a la zona de

raices®?,

El sistema debe estar impermeabilizado para evitar pérdidas. El agua pasa a traves de un
filtro para estar en estrecho contacto con la zona de raices y poder convertir a los

contaminantes en nutrimentos, los cuales son asimilados por las plantas®®.

El uso de humedales para depurar aguas se ha incrementado durante los Gltimos veinte
afios y, hoy por hoy, son una opcion de tratamiento de aguas residuales reconocida y
recomendada. Se ha demostrado que son efectivos en la reduccién de materia organica,
para trasformar y asimilar nutrientes y retienen y/o eliminan sustancias toxicas que de

otra manera serian vertidas sin tratamiento alguno al medio ambiente®.

La investigacion cientifica y sistematica amplié el horizonte de aplicacion de los
humedales como sistemas de control de contaminacién. Esta investigacion en particular
se inici6 en los afios cincuenta con el trabajo de Seidel y posteriormente Kickuth que

crearon el concepto de rizosfera. Sin embargo, los resultados obtenidos por estos
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sistemas no fueron del todo satisfactorios pero marcaron el inicio en el desarrollo y en la

investigacion de esta tecnologia®.

El primer humedal construido especificamente para tratar aguas residuales entré en

operacién en 1974 en Othofresen®®

. A partir de esta fecha, el desarrollo ha sido
acelerado y efectivo y ha llevado a la construccion de estos sistemas, tanto en Norte
América como en Europa. Hay mas de 200 de estos sistemas en operacién en Norte
América®®, mientras se afirma que hay mas de 500 de estos sistemas en operacion en

Europa®,

Ademas de la depuracion de aguas residuales, los humedales ofrecen beneficios
ambientales agregados como: mejora de la calidad ambiental, crean y restauran nichos
ecoldgicos, generan mejoramientos paisajisticos, contribuyen a la generacion de zonas
de amortiguamiento de crecida de rios y avenidas, son fuente de agua en procesos de
reutilizacion de aguas residuales para riego y aportan ventajas en otras actividades de

carécter ludico y econémico®.

Tipos de humedales
Son muy diversas las clasificaciones que existen en la identificacion de los humedales
artificiales. Una clasificacion de acuerdo con las caracteristicas del material vegetal
predominante en los lechos®®:
a) Humedales construidos, basados en macrofitas flotantes.- Ej.: Eichhornia
crassipes y Lemna minor.
b) Humedales construidos, basados en macrofitas de hojas flotantes.- Ej.:
Nymphaea alba, Potamogeton gramineus.
c) Humedales construidos, con macrdéfitas sumergidas.- Ej.: Littorella uniflora,
Potamogeton crispus.
d) Humedales construidos, con macrofitas emergentes.- Ej.. Thypa latifolia,

Phragmites australis.
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La Figura 5 ilustra cada uno de los sistemas enunciados anteriormente con sus plantas

caracteristicas.

(b)

{d)

Figura 5. Tipos de humedales segun las plantas predominantes. (a) Libre flotantes.

(b)Flotante enraizadas. (c)Sumergidas enraizadas. (d)Enraizadas emergentes®”.

Para el tratamiento de aguas residuales existe la posibilidad de usar las diferentes

alternativas siempre y cuando las plantas se puedan adaptar a las condiciones

ambientales. Sin embargo, las plantas correspondientes al grupo de macroéfitas

emergentes han demostrado buena capacidad de adaptacion y en especial son resistentes

a las condiciones ambientales adversas predominantes, cuando se trata de aguas

residuales. Una posible subdivision de estos humedales artificiales plantados con

macré6fitas emergentes, es®”:

a) Sistema de flujo libre (humedales de flujo superficial).

b) Sistemas de flujo horizontal subsuperficial.

c) Sistema de flujo vertical.

d) Sistemas hibridos.
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La Figura 6, muestra cada uno de los sistemas enunciados.

Figura 6. Tipos de humedales construidos segun el tipo de flujo predominante en
los lechos. (a) Flujo superficial horizontal. (b) Flujo subsuperficial horizontal. (c)

Flujo vertical®”.

La anterior clasificacion obedece al sentido preferente del movimiento del agua en los
lechos. En los humedales de flujo horizontal superficial (a), el agua se vierte en
superficie en un extremo del lecho, circula expuesta a la atmdsfera, lenta y
horizontalmente, para finalmente ser evacuada en el extremo opuesto del lecho, por
medio de un vertedero. En los humedales de flujo horizontal subsuperficial (b), el agua
se distribuye en un extremo del lecho, se infiltra, moviendose en sentido horizontal a
través de un medio granular de relleno entre las raices de las plantas. Al final y en el
fondo del lecho se recoge y se evacua por medio de tuberias y/o vertederos. Las
profundidades de estos humedales descritos no suelen exceder los 0.60 m y para facilitar
el trasiego del agua deben ser construidos con una leve pendiente en el fondo, pero
manteniendo en lo posible condiciones hidraulicas de flujo laminar. Los lechos deben
ser aislados del suelo subyacente para evitar la contaminacion de suelos y de las aguas

subterraneas®”.
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En los humedales de flujo vertical (c) el agua fluye de manera descendente y percola
(movimiento vy filtracion de fluidos a través de materiales porosos) en el humedal. El
agua se vierte y se distribuye en toda la superficie del lecho y percola en el lecho, entre
las diferentes capas de material filtrante de relleno. EI material de relleno puede ser de
distinta naturaleza y ademas sirve para facilitar el arraigo de las plantas. El lecho debe
de tener una profundidad no menor a 1 m. El sistema de distribucion de agua afluente
estd en la superficie y reparte el agua por tratar uniformemente, para asegurar buenos
resultados en la depuracién. Una vez que el agua pasa a través del lecho, se recoge en el
fondo y se evacua por medio de tuberia®”.

El agua en los humedales de flujo vertical se puede dosificar de manera continua o
intermitentemente hasta inundar totalmente el lecho, siempre dependiendo del modo de
operacion previsto en el disefio. Los humedales de flujo vertical presentan cierta ventaja
con respecto a los humedales de flujo horizontal en tanto que ademas de eliminar la
(DBO) tiene mayor capacidad para nitrificar totalmente el agua tratada, inclusive a

niveles que s6lo se obtienen en sistemas de tratamiento terciario o secundario®”.

Los humedales hibridos, son combinaciones de los humedales anteriormente descritos y
pueden estar compuestos de diferentes lechos y/o de zonas en donde el agua circula
expuesta a la atmosfera, zonas donde el flujo es subsuperficial e incluso con sectores de
flujo wvertical. Su disposicion dependera de los objetivos del tratamiento, de las
caracteristicas del agua por tratar de las condiciones de operacion y de la disponibilidad
economica. Para mejorar aun mas la calidad del agua, o cuando se quieren obtener
resultados de calidad especificos y hacer los sistemas mas efectivos, también es posible
implementar procesos de recirculacion del agua tratada en diferentes puntos de los

sistemas®®.
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1.5 Ecologia del suelo

El cumplimiento de las funciones de autodepuracion de los humedales artificiales
depende de la presencia y la interaccion en el suelo. Esta es la region en la que se
sustenta la vida vegetal y de la cual las plantas obtienen soporte mecanico y muchos de
sus nutrientes. Quimicamente, el suelo contiene una gran cantidad de sustancias
orgénicas que se encuentran en los estratos mas profundos. EI medio ambiente edafico
es unico en diferentes aspectos: contiene gran variedad de bacterias, actinomicetos,
hongos, algas y protozoarios; es uno de los sitios mas dinamicos en interacciones
bioldgicas en la naturaleza, en el cual se realizan la mayor parte de las reacciones
bioquimicas involucradas en la descomposicion de materia organica, la intemperizacion

de las rocas y la nutricion de cultivos agricolas®.

Descripcion general del suelo

El suelo estd formado por cinco componentes principales: materia mineral, agua, aire,
materia orgénica y organismos vivos. La cantidad de estos constituyentes no es la
misma es todos los suelos sino que varia con la localidad. La cantidad de materia
organica y mineral, que forma parte de la porcién inanimada, es relativamente fija en un
determinado lugar; sin embargo, la proporcion de aire y agua varia. El aire y el agua
juntos representan aproximadamente la mitad del volumen del suelo; dicho volumen se
denomina espacio poroso. Por lo general la materia organica constituye del 3 al 6% del
total. La porcion viviente del suelo (incluyendo varios animales pequefios Yy
microorganismo) constituyen menos del 1% del volumen total; aun asi, esta porcion es

indudablemente esencial para la produccién de cultivos y la fertilidad del suelo®®.

La porcion inorganica del suelo tiene un notable efecto sobre los habitantes
microbianos, debido a su influencia sobre la disponibilidad de nutrientes, aireacion y
retencion de agua. Un suelo bien aireado, desde el punto de vista microbioldgico, es
aquel en el que los procesos microbianos que requieren O, se llevan a cabo
rapidamente. Sin embargo, es poco probable que el suelo siempre esté suficientemente
bien aireado como para satisfacer a todos sus habitantes debido al problema de
transporte de gas en los poros pequefios y en los microambientes en que se encuentran

los organismos®®.
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Cuando el suministro de O, es inadecuado se reduce la velocidad de muchas
transformaciones microbianas e incluso se eliminan algunos procesos. En hébitats
deficientes de O, se inician nuevos procesos microbioldgicos, algunos de los cuales
pueden ser nocivos para el desarrollo de las plantas. Por ejemplo, durante las épocas
deficientes en O, se liberan N, 0 CHs, aparecen inhibidores orgénicos y se acumulan

iones sulfuro, ferroso y manganoso®®.

Microbiologia de la rizosfera

La rizosfera constituye toda la zona de influencia de la raiz, es decir, la raiz y su
ambiente del suelo con todos los microorganismos que en ella se desarrollan. Los
microorganismos que ahi se desarrollan dependen de los compuestos quimicos que alli

se contienen por incorporacion de los constituyentes orgéanicos de las plantas®©”:

1. Celulosa 15-60%

2. Hemicelulosa 10-30%

3. Lignina 5-30%

5. Azucares-aminoacidos y acidos alifaticos 5-30%

6. Grasas-aceites-resinas-pigmentos-proteinas-minerales 1-13%

La region de la rizosfera es un habitat favorable para la proliferacion de numerosos
géneros y especies microbianas, y puede ser investigada con técnicas de microscopia de
luz y electrénica, de biologia molecular, de genética y bioquimica®3?. Muestran una
asociacion fisica de los microorganismos en la superficie de las raices exteriores, lo que
representa elevada diversidad microbiana, en contraste con la cantidad relativamente
pequefia que se detecta en medios de cultivo artificial de laboratorio, dada la

incapacidad técnica para cultivar y aislar la verdadera diversidad en esa area®3%.

El examen microscopico revela la existencia de una amplia comunidad microbiana
cosmopolita, en la superficie de las raices e incluso en su interior®>*®, con formacion de
microcolonias y cadenas de células individuales de actinomicetos, bacterias, hongos y

protozoarios®®.

Ciertos géneros bacterianos son estimulados por los exudados de las raices de tal

manera que se clasifican en grupos taxondmicos, genéticos y fisiologicamente
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diferentes. Los que méas responden son los bacilos cortos Gram-negativos que ocupan
el mayor porcentaje de la rizosfera en comparacion con el total de la microbiota
autéctona del suelo®*® mientras que el porcentaje menor corresponde a bacilos Gram-
positivos que forman esporas como los géneros Bacillus, Clostridium, Sporosarcina,

Desulfotomaculum y Desulfovibrio.

En contraste disminuye el efecto sobre los géneros Artrhobacter, Micrococcus y
Sarcina; otros bacilos Gram-negativos no forman esporas pero que son comunes en esa
zona son:  Alacaligenes, Agrobacterium,  Burkholderia,  Brevibacterium,
Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia, y Xanthomonas, y los menos son bacilos

Gram-positivos no esporulados del tipo: Corynebacterium y Mycobacterium®*3%8),

Los anaerobios como Clostridium son afectados por la reducida tension de oxigeno

a4 | os

derivada de la respiracion de las raices y la actividad microbian
microorganismos interaccionan entre si, modificando constantemente la ecologia de la
rizosfera, todo lo cual repercute en el reciclaje de nutrimentos, entre los que se pueden

mencionar:

1. Ataque de un sustrato aprovechable por otro
Por ejemplo los hongos celuloliticos liberan &cidos organicos, el carbono sirve como
fuente de energia a bacterias y hongos.

2. Sintesis de factores de crecimiento que benefician a otros organismos
Por ejemplo los aminoacidos, vitamina B, purinas y pirimidas.

3. Descomposicion de inhibidores bioldgicos
Por ejemplo las bacterias aerobias que consumen O, al consumirlo permiten el
desarrollo de anaerobios.

4. Cambios de pH

Por ejemplo la acidificacidn favorece el desarrollo de los hongos.

El pH del suelo, el carbono y nitrégeno total asi como el cociente entre ellos son de gran
importancia para la estructura y abundancia de las comunidades del suelo®. Los
patrones especialmente de biodiversidad que se alojan bajo la tierra son independientes
en la escala espacio y tiempo, y por lo tanto son influenciados tanto por factores

§(4243)

bidticos como por abiotico la biota del suelo posee una alta diversidad y
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distribucion muy heterogénea en la rizosfera en plantas y restos de materia
a(42,44)

organic
Interacciones entre microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo no existen de manera aislada, ellos estan en asociacion
con otros microorganismos. Esto visualiza los diferentes tipos de relaciones con otros
tipos de microorganismos. Este tipo de asociaciones en las que un tipo de especies
viven en asociaciones cercanas con individuos de otras especies, es llamada simbiosis y

esta asociacién puede ser positiva (benéfica), negativa (perjudicial) o neutra®®.

Asociacion neutra

Cuando microorganismos de dos diferentes especies viven en el mismo medio ambiente
sin afectarse el uno al otro, esto es llamado neutralismo, aunque los dos tipos diferentes
de especies ocupen el mismo medio ambiente ambos tiene diferentes

requerimientost®®.

Asociacion positiva

Mutualismo

Esta es una relacion obligatoria entre dos organismos de diferente especie en el que los
dos organismos se benefician de esta asociacion®®.

Comensalismo

Es la relacion entre dos organismos en que uno de los miembros se beneficia de el otro

y este no es afectado.

Asociacion negativa

En la asociacion negativa uno o ambos miembros son negativamente afectados por la
presencia de otro miembro. Estos son los siguientes tipos“®):

Amensalismo

Esta es una asociacion en que miembros de una especie es negativamente afectada por
el miembro de una diferente especie, esto es también llamado antagonismo. Por
ejemplo algunos microorganismos producen antibiéticos que tienen efectos inhibitorios

en otros microorganismos susceptibles presentes en el suelo®.

31



Competencia

Cuando organismos de dos diferentes especies compiten por el mismo nutrimento, la
relacion entre ellos es llamada competicion®?.

Parasitismo

Esta es la relacion en que un organismo vive en 0 en otro organismo, el parésito se

alimenta de las células tejidos o fluidos o de otros organismos llamados hospederos®.

Ciclos biogeoquimicos

Los organismos vivos toman varios elementos en forma de nutrientes a partir del medio
ambiente. Los elementos necesarios son reciclados continuamente para que estén a
disposicion de los organismos vivos. Los microorganismos juegan un papel muy
significante en el reciclaje de estos elementos. Los microorganismos del suelo,
especialmente las bacterias y hongos, tienen un papel crucial en el ciclo de muchos
elementos. Los microorganismos convierten moléculas organicas complejas en
compuestos inorganicos simples o en el constituyente de elementos, estos procesos,
Ilamados mineralizacidn, es muy esencial para la continuidad de los elementos en la

atmosfera®,

Los ciclos biogeoquimicos son un camino por el cual los elementos quimicos que tiene

tanto comportamiento biotico y abiotico en el ecosistema.

El ciclo del carbono

El carbono esta presente en los organismos en forma de compuestos organicos, en la
atmosfera este esta presente en estado gaseoso como CO, y metano. Este es reciclado a
través del ecosistema por la via de la fotosintesis. El ciclo del carbono comienza con la
acumulacion de CO, atmosférico por autétrofos fotosintéticos tal como plantas, algas y
cianobacterias, en las formas de compuestos organicos tal como glucosa, mediante el
uso de energia de la luz del sol. Una pequefia cantidad de CO, es también fijada por
autotrofos quimiosintéticos tal como las metanobacterias. Algunas de las moléculas
organicas son usadas por los quimioheterdtrofos para sus requerimientos energéticos,
ellos liberan CO, en la atmdsfera por la respiracion. La mayor parte del carbono
permanece con los organismos. Cuando estas plantas o animales mueren, ellos son
descompuestos por microorganismos tal como bacterias y hongos y el CO es liberado

en el medio ambiente®®.
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El carbon es también almacenado como carbon y petroleo, también en rocas y océanos
en la forma de caliza pero su reciclaje en forma de carbon de estos depésitos es muy

lento™).

El ciclo del fosforo

En los organismos el fosforo esta presente en forma de &cidos nucleicos, fosfolipidos,
ATP y otros compuestos fosforicos. Esto juega un papel importante en procesos
biol6gicos tal como division celular, respiracion y otros. El principal deposito de

fosforo esta en las rocas™®.

El &cido, liberado de la bacteria Thiobacillus, disuelve el fosfato de las rocas y el
fosforo es liberado, en el suelo y el agua en forma de compuesto inorganico soluble.

Esta es la principal fuente de fosfato para la atmdsfera®.

El ciclo del nitrogeno

EL nitrégeno es componente de proteinas, acidos nucleicos y algunos otros compuestos
que son estructuras esenciales y componentes funcionales de organismos. Este es el
componente mas abundante de la atmosfera mas de cerca del 79% del volumen del

aire®,

En la atmdsfera esta presente en la forma de gas N,. Pero este no puede ser utilizado en
esta forma. Este es primero fijado y combinado con otros elementos, para usarse por los
organismos. Esto es llamado fijacién del nitrogeno. Esto puede solo ser utilizado
cuando esta combinado con otros elementos en diferentes formas tales como nitratos
(NO3), nitritos (NO,) 0 amonio (HN3) “°.
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Microorganismo Funcion
Fijacion de nitrogeno
Bacterias de vida libre
Azotobacter Fijacién de nitrégeno
Azospirillum Fijacién de nitrégeno
Beijerinckia Fijacién de nitrégeno
Bacterias simbidticas en plantas
leguminosas Fijacién de nitrégeno
Rhizobium Fijacién de nitrégeno
Bradyrhizobium Fijacién de nitrégeno
Azorhizobium
Amonificacion Amonificacion
Clostridium Amonificacion
Proteus
Nitrificacion Oxida amonio a nitritos
Nitrosomonas Oxida amonio a nitritos
Nitrococcus Oxida nitritos a nitratos
Nitrosomonas Oxida nitritos a nitratos
Nitrocystis
Denitrificacion Nitritos y nitratos en nitrogeno molecular
Bacillus Nitritos y nitratos en nitrogeno molecular
Pseudomonas Nitritos y nitratos en nitrogeno molecular
Spirillum Nitritos y nitratos en nitrogeno molecular
Thiobacillus

Cuadro 7. Microoganismos involucrados en el ciclo del nitrégeno™.

Ciclo del azufre

El azufre es el componente mayor de compuestos organicos que contiene los
aminodcidos cisteina y metionina. El azufre es originado de depositos de sedimento
naturales en rocas, océanos, lagos y pantanos. En el suelo este esta presente en varias
formas tales como SOs; (sulfito), SO, (sulfato), S,0; (tiosulfato), H,S (&cido

sulfhidrico) o S (azufre elemental)“®.

Las plantas pueden asimilar azufre solo en forma de SO,". En animales el azufre ocurre
en forma organica en aminoacidos cisteina y metionina con contenido de grupos
sulfhidrilo (SH) y formas de enlance disulfuro (S-S) “°.

Una variedad de bacterias, presente en el suelo tal como Thiobacillus convierten el
azufre de los aminoacidos en H.S. El H,S es oxidado en SO,* por dos grandes grupos
de bacterias no fotosintéticas: Beggiatoe y Thiobacillus el que convierte H,S en sulfuro

elemental y que después es oxidado a SO,> .
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El agua es un recurso escaso y fundamental, de ella depende la vida en el planeta, sin
embargo, ya no son solamente desperdicios los que se arrojan a los rios y mares; si no
que actualmente se agregan productos quimicos nocivos que destruyen la vida animal y
vegetal, y que ademéas exceden la accion de bacterias y algas en el proceso de
biodegradacion de los contaminantes orgénicos y quimicos de las aguas. Ante esta
situacién, es de gran importancia usar el agua de manera racional, asi como tratar y
reutilizar las aguas residuales. Los contaminantes que tiene el agua residual depende del
uso que se le dio (doméstico, industrial o agricola), pero se puede sefialar a los
coliformes fecales, los fosfatos, los nitratos, los metales y lo compuestos organicos
principalmente. En general, provocan dafios a la salud humana, como enfermedades
gastrointestinales (diarreas), dafios en la piel o malformaciones en recién nacidos. Para
evitar los problemas antes mencionados el agua desechada debe recibir un tratamiento
fisico, quimico y bioldgico. Sin embargo, los sistemas convencionales son muy caros y
las autoridades no cuentan con recursos suficientes para construirlos y darles
mantenimiento. Una forma alternativa consiste en aprender la manera en que la
naturaleza procesa los contaminantes y aplicarlo de acuerdo a las necesidades de la
sociedad. Esta forma de tratamiento consiste en el uso de humedales artificiales o
construidos. Sin embargo es necesario conocer el funcionamiento de este tipo de
sistemas de tratamiento ya que son altamente susceptibles a la colonizacion microbiana
tales como bacterias, parasitos, hongos y virus que en un determinado momento si no se
pone de manifiesto su presencia y se estima la cantidad presente podria convertirse en

un foco de infeccion.
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I11. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar los microorganismos que colonizan un humedal artificial ubicado
en el Valle del Mezquital en el municipio de Ixmiquilpan, Estado de Hidalgo, en un
periodo de 4 meses con un total de 12 muestreos.

3.2 Objetivos especificos

1. Aislar a los microorganismos presentes en muestras de alcatraz, papiro egipcio y
sustrato provenientes del humedal artificial localizado en Ixmiquilpan Hidalgo.

2. Caracterizar a los microorganismos aislados por medio de tinciones y pruebas
bioquimicas para determinar su clasificacion morfologica y metabolica.

3. Determinar la cantidad de microorganismos presentes en diferentes sitios del

humedal.

IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

Puesto que en el humedal artificial se presentan diferentes tipos de condiciones en el
sustrato, se espera que la mayor riqueza y diversidad de microorganismos se

encuentre en la zona de la rizsfera mientras que sea menor en el sustrato inerte.
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V. MATERIALES Y METODO
V.1 DISENO EXPERIMENTAL

5.1.1 TIPO DE ESTUDIO

Este estudio fue prospectivo, descriptivo, longitudinal, experimental.

5.1.2 POBLACION DE ESTUDIO

Diversas muestras de raiz y sustrato pertenecientes al humedal artificial ubicado en
Ixmiquilpan Hidalgo. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Microbiologia
(L-313) ubicado en F.E.S Zaragoza Campus II.

5.1.3 CRITERIOS DE INCLUSION
Muestras de raiz y sustrato obtenidas en forma aséptica en frascos de vidrio estériles
con tapa hermética, las cuales deberan ser analizadas en maximo 2 horas después de su

recoleccion.

5.1.4 CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron todas aquellas muestras de raiz y sustrato que no estén etiquetadas

debidamente, o bien que no se analicen en el tiempo limite establecido.

5.1.5 CRITERIOS DE ELIMINACION
Muestras que no fueron de raiz y sustrato, o que las muestras no hayan sido tomadas de

ese humedal.

5.1.6 VARIABLES
a) Variable dependiente. Tipo de microorganismos encontrados y caracterizados.

b) Variables independientes. Muestras de alcatraz, papiro egipcio y sustrato inerte.

V.2 DISENO ESTADISTICO
Se calcularon las frecuencias y porcentajes de microorganismos encontrados en los

diferentes sitios del humedal. Se elabor6 un diagrama de caja y bigote para observar la
dispersion y simetria de los resultados.
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V.3 MATERIAL Y EQUIPO
Material de vidrio

Matraces Erlenmeyer de 1000 mL Kimax

Matraces Erlenmeyer de 500 mL Kimax

Cajas de Petri estériles Kimax

Tubos de ensaye de 18 x150 mm Kimax con tapon de algodon.

Probeta graduada de 100 mL Pyrex

Vasos de precipitados de 250 mL Pyrex

Vaso de precipitados de 50 mL Pyrex

Pipetas graduadas de 10 mL Pyrex

Pipetas graduadas de 1 mL Pyrex

Material general Equipo

Balanza granataria de 2600 g OHAUS
Olla a presion de 21 litros Presto Steele
Incubadora a 37 °C RIOSSA
Incubadora a 28 °C RIOSSA

Asas bacteriologicas y micoldgicas
Aplicadores de madera estériles

Mecheros Fisher

Tripiés
Algodon Refrigerador Philips

Microscopio de contraste de fases Zeizz
Gasas

Papel indicador de pH escala 1 a 12 Contador de colonias SOLBAT

Gradillas

Medios de cultivo

Agua peptonada a pH 7.2 Agar FLO
Agar soya tripticaseina, AST (en tubo y caja)  Agar cetrimida
Agar Sabourud o PDA (en caja) Agar EMB

Pruebas bioquimicas (caldo rojo de fenol con carbohidratos, caldo nitrato, rojo de
metilo-VVoges Proskauer, SIM, LIA, KIA, citrato de Simmons, catalasa, oxidasa)
Muestras

Alcatraz (Zantedeschia aethiopica)

Papiro egipcio (Cyperus papyrus)

Sustrato inerte (grava)
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V.4 METODO

1. TOMA DE MUESTRA

1.1 Las muestras fueron tomadas de Septiembre de 2012 a Abril de 2013 en la
comunidad de Ixmiquilpan Hidalgo, sumando un total de 12 muestreos tanto de
raiz de alcatraz y papiro como también de sustrato (grava), provenientes de un
humedal artificial.

1.2 Se utilizaron palas de jardineria para remover la grava con el propoésito de
liberar la zona de la raiz y con la espétula se quit6 la pelicula formada alrededor
de las raices.

1.3 Se tomaron aproximadamente 20 g aproximadamente de las muestras de raiz a
analizar (alcatraz, papiro y sustrato), y se colocaron cada una en un matraz que
contenia aproximadamente 180 mL de agua peptonada esterilizada (dilucion
10™). Los matraces fueron rotulados anotando los datos de la fecha de
muestreo, lugar del muestreo, zona del muestreo, y el nombre del analista.

1.4 Las muestras se trasladaron inmediatamente bajo condiciones de 5 a 15 °C al
Laboratorio L-313 de Microbiologia en Campus Il de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza de la U.N.A.M.

2. PREPARACION DE DILUCIONES

2.1 De la dilucién 10" se tomo 1 mL transfiriéndola a 9 mL de agua peptonada
obteniendo asf la dilucién 107 (1:100), se agité lentamente.

2.2 Se tom6 una alicuota de 1 mL de la dilucién 10 y se mezclé con 9 mL de agua

peptonada, y esta fue una dilucion 10 (1:1000), se agit6 lentamente.

3. AISLAMIENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE DILUCIONES

3.1 Se tomd una alicuota de 1 mL de las diluciones 10™ y 107, mismas que fueron
inoculadas en cajas con agar AST, se distribuyé de manera uniforme el inoculd
con movimientos giratorios en forma de “ocho” hasta que se logré la competa
incorporacion al medio de cultivo, incubandose a 36 °C de 24 a 48 horas en
posicion invertida para evitar de esta manera la formacion de agua de
condensacion.

3.2 De las colonias aisladas se describié la morfologia colonial, seleccionando las

colonias que mostraron diferencias entre si.
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3.3 Las colonias seleccionadas se resembraron en cajas de agar EMB por estria
cruzada y de ahi se hicieron frotes de dichas colonias que se tifieron por la
tincion de Gram.

3.4 Se resembraron nuevamente las colonias en tubos de AST inclinado para
mantenimiento de las cepas y se efectuaron pruebas bioquimicas para su total

identificacion.

4. AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE DILUCIONES

4.1 En condiciones de esterilidad se tomo 1 mL de cada dilucién (10 y 107) y se
inoculd por extension, en cajas con agar PDA.

4.2 Se incub6 en posicion invertida con la tapa hacia a bajo a 28°C durante 5 a 7

dias.
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VI. RESULTADOS

A continuacion se indican los resultados de microorganismos encontrados en los

diferentes sitios muestreados del humedal a lo largo de los meses correspondientes.

Fecha de muestreo Sitio de muestreo No. de cepas aisladas
Septiembre de 2012 Alcatraz 2
Papiro 2
Sustrato 2
Octubre de 2012 Alcatraz 2
Papiro 2
Sustrato 2
Enero de 2013 Alcatraz 4
Papiro 4
Sustrato 3
Abril de 2013 Alcatraz 2
Papiro 2
Sustrato 1
Total de cepas aisladas 28

Cuadro 8. Cantidad de cepas aisladas con respecto a la fecha y sitio de muestreo.
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Los siguientes cuadros muestran las diluciones hechas a las muestras, con los microorganismos aislados y caracterizados por tipo de planta.

Alcatraz Papiro Sustrato
Dilucién 10™ Dilucién 10° Dilucién 10 Dilucién 107 Dilucién 10 Dilucién 107
Bacillus subtilis Bacillus bovis Aeromonas Micrococcus Aeromonas caviae Staphylococcus
salmonicida varians saprophyticus

Cuadro 9. Bacterias identificadas en distintos puntos del humedal, para el mes de Septiembre de 2012.

Alcatraz Papiro Sustrato
Dilucion 10 Dilucion 10° Dilucion 10 Dilucion 10° Dilucion 10 Dilucion 107
Acinetobacter Acinetobacter Citrobacter freundii Enterococcus Kurthia zopfii Bacillus mycoides
calcoaceticus calcoaciticus faecalis

Cuadro 10. Bacterias identificadas en distintos puntos del humedal, para el mes de Octubre de 2012.
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Alcatraz Papiro Sustrato
Dilucién 10™ Dilucién 10°  Dilucién 10™ Dilucién 107 Dilucién 10 Dilucién 107
Pseudomonas Bacillus alvei Microcossus Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes Aeromnas
fluorescens varians Bacilus alvei salmonicida
Micrococcus varians Bacillus alvei Aeromonas caviae
Staphylococcus aureus

Cuadro 11. Bacterias identificadas en distintos puntos del humedal, para el mes de Enero de 2013.

Alcatraz Papiro Sustrato

Dilucion 10™ Dilucion 107 Dilucion 10* Dilucion 107 Dilucion 10* Dilucion 107

Listeria murayi Listeria grayi Listeria murrayi Bacillus subtilis - Brucella canis

Cuadro 12. Bacterias identificadas en distintos puntos del humedal, para el mes de Abril de 2013.
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Las graficas siguientes representan el nimero de bacterias totales que se aislaron del

humedal.
Bacterias Gram positivas y negativas

N
o

=
(o]

[Eny
[e)]

=
o

N

e
o

No. de bacterias

o N B O

Gram+ Gram -

Figura 7. Gréafica de barras que muestra el total de bacterias Gram (+) y Gram (-) aisladas en todos

los puntos del humedal muestreado.

Bacterias con respecto a su forma microscopica

25

20

[ERN
w

[EY
o

No. de bacterias

Bacilos Cocos

Figura 8. Gréfica de barras que muestra el nimero total de bacilos Gram (+) , (-) y ndmero total

de cocos Gram (+) aislados en todos los puntos del humedal muestreado.
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Bacterias con respecto a su morfologia microscépica

25

20

15

No. de cepas

10

No
Esporuladas  esporuladas

Figura 9. Gréfica de barras que representa el nimero de bacterias esporuladas y no esporuladas
aisladas del humedal.
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Las gréficas siguientes representan el porcentaje de bacterias totales que se aislaron en

los sitios del humedal.

Bacterias Gram (+) aisladas del
humedal

M Papiro

M Sustrato

W Alcatraz

Figura 10. Gréfica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram (+) aislados en los

distintos puntos del humedal muestreados.

Bacterias Gram (-) aisladas del
humedal

W Papiro

M Sustrato

M Alcatraz

Figura 11. Gréfica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram (-) aislados en los

distintos puntos del humedal muestreados.
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Bacterias segun su morfologia
microscopica

M bacilos Gram (+)
M bacilos Gram(-)

@ cocos Gram (+)

Figura 12. Grafica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram (+), Gram (-) y cocos

Gram (+) segun su forma microscépica aislados en el humedal.

Bacilos Gram (+),Gram (-) y Cocos
Gram (+) aislados de alcatraz

M Bacilos Gram (+)
M Bacilos Gram (-)

B Cocos Gram (+)

Figura 13. Gréfica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram (+), Gram (-) y cocos

Gram (+) aislados en el alcatraz.
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Bacilos Gram (+), Gram (-) y Cocos
Gram (+) aislados de papiro egipcio

M Bacilos Gram (+)
M Bacilos Gram (-)

m Cocos Gram (+)

Figura 14. Gréfica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram(+), Gram (-) y cocos

Gram (+) aislados en el papiro.

Bacilos Gram (+), Gram (-) y Cocos
Gram (+) aislados de sustrato

M Bacilos Gram (+)
M Bacilos Gram (-)

B Cocos Gram (+)

Figura 15. Gréfica de pastel que representa el porcentaje de bacterias Gram (+), Gram (-) y cocos

Gram (+) aislados en el sustrato.
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En este cuadro se agrupa de manera general los microorganismos, mencionando
caracteristicas generales de cada uno de ellos asi como la frecuencia con la que fueron

identificados en el humedal.

Bacteria Forma | Gram | Espora | Frecuencia | %
1 Bacillus subtilis Bacilo + V4 2 7.14
2 Bacillus bovis Bacilo + V4 1 3.5
3 Aeromonas salmonicida Bacilo - X 3 11
4 Micrococcus varians Coco + X 3 11
5 Aeromonas caviae Bacilo - X 1 3.5
6 Staphylococcus saprophyticus Coco + X 1 3.5
7 Acinetobacter calcoaceticus Bacilo - X 2 7.14
8 Citrobacter freundii Bacilo - X 1 3.5
9 Enterococcus faecalis Coco + X 1 3.5
10 Kurthia zopfii Bacilo + X 1 3.5
11 Bacillus mycoides Bacilo + V4 1 3.5
12 Pseudomonas fluorescens Bacilo - X 1 3.5
13 Staphylococcus aureus Coco + X 1 3.5
14 Paenibacillus alvei Bacilo + V4 3 11

(anteriomente llamado Bacillus alvei)

15 Listeria monocytogenes Bacilo + X 1 3.5
16 Listeria innocua Bacilo + X 1 3.5
17 Listeria murrayi Bacilo + X 2 7.14
18 Listeria grayi Bacilo + X 1 3.5
19 Brucella cannis Bacilo - X 1 3.5

Cuadro 13. Presentacion general de las bacterias aisladas en el humedal.

Gram positivo : (+)
Gram negativo : (-)
Presenta espora : (v)

Sin espora : (X)
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Diagrama de caja y bigote
Este diagrama de caja y bigote muestra la distribucion de los datos obtenidos en cuanto

a la frecuencia del nimero de microorganismos identificados.

Microorganismo | Frecuencia Minimo 35
% Q1 35
1 7.14 Q2 35
2 35 Q3 7.14
3 1 Méximo 11
4 11
5 35 Minimo 3.5
6 35 01 0
7 7.14 Q2 0
8 35 Q3 3.64
9 3.5 Méximo 3.86
10 3.5
11 35 Minimo -5.46
12 35 II\?/Iélximo 12.6
ango
13 35 Intercuartilico 3.64*
14 11
15 3.5 .
*Valores atipicos
16 3.5
17 7.14
18 3.5
19 3.5
Diagrama de caja y bigote
Z
<
3

FRECUENCIA

Analizando la grafica se observa un sesgo hacia la izquierda, lo cual indica que los

valores se concentran méas hacia un punto de la escala.
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Imégenes obtenidas de la morfologia microscépica de las bacterias aisladas y
caracterizadas encontradas en muestras de alcatraz, papiro y sustrato pertenecientes al
humedal y tefiidas con la tincién de Gram y Sheaffer-Fulton (para esporas).

Imagen No. 1 Bacillus subtilis tefiido por técnica de
Gram.

Imagen No. 2 Esporas de Bacillus subtilis tefiidas
por técnica de Sheaffer-Fulton.

Imagen No. 3 Bacillus bovis tefiido por técnica de
Gram.
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Imagen No. 4 Esporas de BaC|IIus bObIS tefiidas
por técnica de Sheaffer-Fulton.

Imagen No. 5 Aeromonas salmonicida tefiida por
técnica de Gram.

Imagen No 6 Mlcrococcus varlans tenldo por técnica
de Gram.
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Imagen No. 7 Aeromonas caviae tefiida por técnica de
Gram.

Imagen No. 8 Staphylococcus saprophyticus tefiido
por técnica de Gram.

1..:"1’ X
Imagen No. 9 Acinetobacter
técnica de Gram.

‘w“\“_‘f’b‘; ~ - Yia

I

calcoaceticus tefiido por
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Imagen No. 10 Acmetobacter caIcoacetlcus teflido
por técnica de Gram.

[

: .‘l"c‘g ;

Igen No 11 Cltrobacter freundll tefiido por técnica
de Gram.

Imagen No. 12 Enterococcus faecalis tefiido por técnica
de Gram.
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Imagen No. 13 Kurthla zopfu tefiida por técnica de
Gram.

Imagen No 14 Bacillus myCOIdeStenldo por tecnlca de
Gram.

Imagen No. 15 Esporas de Bacillus mycoides bobis
tefiidas por técnica de Sheaffer-Fulton.
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Imagen No. 16 Pseudomonas fluorescens tefiida por
técnica de Gram.

Imagen No. 17 Micrococcus varians tefiido por técnica
de Gram.

e e
Imagen No. 18 Staphylococcus aureus tefiido por

técnica de Gram.
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Imagen No. 19 Paeniacillus alvei tefiido por técnica de
Gram.

Imagen No. 20 Esporas de Bacillus alvei tefiidas por
técnica de Sheaffer-Fulton.

Imagen No. 21 Micrococcus varians tefiido por técnica de
Gram.
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Imagen No. 22 Bacillus alvei tefiido por técnica de
Gram.

Imagen No. 23 Esporas de Bacillus alvei tefiidas por
técnica de Sheaffer-Fulton.

de Gram.
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Imagen No. 25 Bacillus alvei tefiido por técnica
de Gram.

Imagen No. 26 Esporas de Bacillus alvei alvei tefiidas
por técnica de Sheaffer-Fulton.

R B

Imagen No. 27 Listeria innocua tefiida por técnica
de Gram.
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Imagen No. 28 Aeromonas salmonicida tefiida por técnica
de Gram.

Imagen No. 29 Aeromnas salmonicida tefiida por técnica
de Gram.

Imagen No. 30 Listeria murrayi tefiida por técnica
de Gram.
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Imagen No. 31 Listeria grayi tefiida por técnica
de Gram.

Imagen No. 32 Bacillus subtilis tefiido por técnica
de Gram.

Imagen No. 33 Esporas de Bacillus subtilis tefiido por técnica
de Sheaffer-Fulton.
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Imagen No. 34 Brucella canis tefiida por técnica de Gram.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo con la NOM-022-SEMARNAT-2003 los componentes de un humedal
comprende a las comunidades vegetales y zonas de inundacion con procesos
geomicrobianos cuya integridad esta intimamente ligada a la dindmica hidroldgica . El
humedal se caracteriza por presentar un flujo hidrico con remocidn de materia organica,
nitratos, paréasitos y bacterias. A partir de trabajos previos las plantas que se emplean en
el filtro corresponden a papiro egipcio (Cyperus papirus) y alcatraz (Zantedeschia
aethiopica)“®).

Es en este punto donde se hace mencion acerca de los microorganismos que habitan en
un humedal, de manera general los microorganismos del suelo median muchos procesos
como la nitrificacion, desnitrificacion, y metanogénesis que a su vez regulan el
funcionamiento de los ecosistemas y también influyen en la quimica atmosférica. Estos
procesos son de especial interés en los ecosistemas de los humedales en el ciclo de
nutrientes, ademas que las bacterias son indicadores potencialmente utiles de la calidad
del agua debido a su diversidad de especies y capacidad rapida responder a las
cambiantes condiciones ambientales. La investigacion biogeoquimica en humedales se
ha centrado mas a menudo en procesos como la metanogenesis y el control sobre la tasa
de desnitrificacion, y con menos frecuencia en las comunidades microbianas o en
poblaciones de microorganismos especificos de interés ecologico. A si mismo la
investigacion sobre las comunidades microbianas en los suelos de los humedales
incluye las bacterias responsables de la reduccion de sulfato. En general puede
plantearse que los trabajos sobre la composicion general de la comunidad microbiana en

humedales es particularmente escasa®”.

Los descrito aqui fue lo encontrado en el humedal de Ixmiquilpan donde destaca la
presencia del grupo funcional asociado a la remocion de nitrdgeno mediante
desnitrificacion en suelos, Micrococcus, Bacillus y Pseudomonas®*® mientras que los
géneros sefialados para ambientes acuaticos son Pseudomonas, Aeromonas y Vibro®?.

Los tres primeros fueron encontrados en el humedal de Ixmiquilpan, por lo que puede
plantearse que existen las condiciones microbiolégicas para que se realice la remocion
de nitr6geno mediante desnitrificacion. Especificamente B.subtilis, se ha encontrado en

diversos cuerpos acuaticos con propiedades para descomponer significativamente
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materia orgénica y promover la remocion de sulfuro, amonio, nitrato y metales pesados.

Incluso, agregandolo en polvo para que el proceso sea més eficiente®V.

En cuanto al género Aeromonas que en este trabajo se encontrd se le considera frecuente
de las aguas dulces ambientales en asociacién con la fauna acuética y sedimento.
Algunas especies son patdgenas para el ser humano y otras para los peces, anguilas y

5253 Estos

batracios asi como para vertebrados y algunos invertebradost
microorganismos son habitantes normales de fuentes de agua y pueden estar presentes
en un alto nimero en agua fresca en presencia o0 ausencia de contaminacion fecal. Las
Aeromonas crecen en un medio ambiente con baja cantidad de nutrientes, algunos
estudios han encontrado una significativa correlacion entre la presencia de Aeromonas y

el estado tréfico de las aguas dulces®™?

. Con referencia en investigaciones recientes
Aeromonas se relaciona estrechamente con casos de infeccion en peces los cuales
mueren por necrosis de tejido parenquimatoso, higado, bazo y rifiones, igualmente por
lesiones necroéticas encontradas en branquias e intestino, encontrandose mayor nimero
de microorganismos vivos en higado y rifion. En consecuencia se encontro a si mismo
que el agua contaminada con este microorganismo ocurrieron cambios ambientales en el

0045 en este sentido se

agua como el pH, temperatura y contenido de oxigen
comprende que el deterioro del estado fisioldgico del pescado estimula la reproduccion
y propagacion de Aeromonas salmonicida y que la infeccion se disemine a traves de los
cuerpos de agua de manera que esto resulte muy peligroso para la naturaleza, las

especies de peces y el hombre.

Micrococcus varians, Acinetobacter alcoaceticus y Pseudomonas son microorganismos
con actividad de reduccion de nitrato a gas de nitrégeno® y son frecuentes en
ambientes tales como estaciones depuradoras de aguas residuales, en los montones de
abono compuesto y en el suelo fertil donde el gas de nitrogeno liberado llega a formar
parte de la atmosfera. Dichos microorganismos participan activamente el la
biorremediacion la cual se considera como un eficiente y de bajo costo proceso

biotecnolégico para limpiar el medio ambiente contaminado®”.

Micrococcus varians ha manifestado capacidad para degradar petrdleo crudo cuando
existe un derrame, esto refleja que la microbiota heterotrofa presente en el suelo es
utilizadora de petrdleo crudo y capaz de degradar compuestos organicos clorados de

igual manera mineralizar estos productos quimicos y utilizarlos como fuentes de energia
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de carbono, llama la atencién que para que pueda efectuarse una exitosa degradacion de
compuestos orgéanicos deben existir factores ambientales que no afecten la
biodegradacion y en estos se incluyen la temperatura, nutrientes, oxigeno, pH, y la
salinidad®®.

Paenibacillus alvei (anteriormente Ilamado Bacillus alvei) es una bacteria aerobia que
produce esporas y se desarrolla favorablemente en campos agricolas y puede contribuir
de manera directa o indirecta a la productividad de los cultivos. Algunas poblaciones de
estos microorganismos eliminan agentes patdgenos de plantas y plagas mediante la
produccion de metabolitos (antibidticos), mientras que otros pueden estimular
directamente las defensas del huésped de la planta antes de la infeccion, algunas cepas
pueden también estimular la absorcion de nutrientes por las plantas, ya sea mediante la
promocion de rizobios y simbiosis de micorrizas 0 mediante la fijacion de nitrégeno
atmosférico directamente. Un namero considerable de estas cepas ya se ha
comercializado como fungicidas biologicos, insecticidas y nematicidas o promotores del

crecimiento vegetal®®.

Bacillus subtilis ejerce un efecto positivo en el crecimiento de cultivos agricolas, plantas
silvestres, arboles y microalgas a través de diferentes mecanismos de promocion de
crecimiento vegetal, es capaz de fijar el nitrégeno y originar una acumulacion de
amonio en el medio donde se desarrolla ademas de que tiene potencial para mejorar el

tratamiento de aguas residuales ©%.

Acinetobacter calcoaceticus se puede encontrar en diferentes habitats que incluyen el
suelo, la rizosfera, las plantas y el aguasuelo y una amplia variedad de sustratos, aunque
generalmente se considera no patdgena se han encontrado cepas de Acinetobacter como
agente causante infeccion nosocomial. Dentro del humedal Acinetobacter juega un
papel en la sulfoxidacion en la cual se reoxida el sulfuro formado, La degradacion de
compuestos organosulfurados como los bencensulfonatos. A. calcoaceticus es capaz de
gradar insecticidas (por ejemplo clorpirifos) en el medio y de es amanera biorremediar
suelos agricolas contaminados con insecticida. ElI microorganismo posee un gran
potencial de biorremediacion para la eliminacién eficaz de la contaminacién de

plaguicidas quimicos y residuos en el medio ambiente®”.
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Ademaés, informes recientes han descrito propiedades que poseen A. calcoaceticus tales
como la fijaciébn de nitrogeno, la solubilizaciébn de minerales, la produccion
desideréforo (compuesto quelante de hierro secretado por algunos microorganismos),
amoniaco, giberelina (son fitohormonas que inducen la floracion en algunas plantas), y
acidos organicos, todas estas propiedades son importantes en los mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal, también se ha mostrado multiples rasgos de
solubilizacion de fosfato,-3-indol-acético acido y produccion de sideréforos lo cual
implica que el microorganismo tiene aplicaciones potenciales en la promocion del
crecimiento de las plantas y puede ser eficaz para controlar regiones con problemas
ambientales y agronémicos®®.

El género Listeria sp puede ser aislado de varios ambientes diferentes incluyendo el
suelo, la vegetacion, el agua, alimentos para animales, entornos agricolas y ambientes
de procesamiento de alimentos. Se ha reportado la presencia de Listeria sp en muestras
de suelo que va desde un 8.7 % a 51.4 % para los sitios agricolas mientras que en sitios
no agricolas se ha encontrado un intervalo de 15.2 % a 43.2 %. Estudios acerca de aguas
superficiales muestran que una de las especies mas comunmente encontradas de este

género es Listeria monocytogenes y L. innocua como las mas prevalentes ©%.

El género Pseudomonas presenta una distribuciéon mundial, con una localizacién
preferencial en ambientes himedos, fuentes de agua, suelos, plantas, incluyendo frutas y
vegetales para el consumo humano. Es una bacteria que no se considera autdctona del
suelo y el agua, puede derivar de heces humanas y animales, su deteccidn en agua se
asocia con polucion por descarga de aguas residuales, por lo tanto hay una estrecha
correlacién de su presencia en ambientes acuaticos con fendmenos de contaminacion.
Estos microorganismos crecen en muy baja concentracion de nutrientes en medio
ambiente acuoso y puede sobrevivir durante muchos meses en agua y suelo a
temperatura ambiente®®. Pseudomonas ha sido aislada de suelos, de reactores
empleados en tratamiento de efluentes y hasta de respiraderos marinos. Su metabolismo
incluye la oxidacién de S, a SO y de S;03, a S40s2 , ademas del uso de dimetil sulfuro

(DMS) como fuente de S al igual que Acinetobacter®®.
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Evaluando la dispersidn de los resultados por el diagrama de caja y bigote, nos damos
cuenta que la dispersion es muy alta, esto es aceptable y correcto ya que considerando
que la variabilidad de la biota que coloniza el suelo es muy grande esto se corrobora por
medio de esta gréafica, la linea representa la simetria, si esta relativamente en el centro

de la caja, indica que la distribucion es simétrica.
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VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El ndmero total de microorganismos aislados e identificados en el humedal durante
todos los meses de muestreo son de 10 cepas en alcatraz, 10 cepas en papiro egipcio y 8
cepas en el sustrato, a este respecto se puede decir que en el sustrato inerte las
condiciones para que se desarrollen de manera favorable los microorganismos no son
las adecuadas como ocurre con el alcatraz y el papiro, sin embargo como la cantidad de
capas aisladas en cada punto de muestreo no distan mucho, al parecer no existen
cambios importantes a nivel de rizosfera y sustrato que nos indiquen que los
microorganismos colonicen de manera mayoritaria alguno de los sitios muestreados y
analizados. Referente al tipo de bacterias identificadas, se estimé que 67.85% (19 cepas)
son Gram (+) y 32.14% (9 cepas) son Gram (-) como se representa en la figura 7 lo cual
se evidencié por medio de una tincion por la técnica de Gram, mientras que 78.57% (22
cepas) se identificaron como bacilos y 21.42% (6 cepas) como cocos (figura 8
respectivamente). Por otra parte en cuanto a su capacidad para esporular se
cuantificaron 25% (7 cepas) de bacterias esporuladas y 75% (21 cepas) no esporuladas
(figura 9), la mayor cantidad de bacterias no esporuladas puede atribuirse al predominio
del medio acuético en el humedal, por lo que las bacterias esporuladas tienen desventaja

en la colonizacion.

Los géneros que representan importancia médica por sus mecanismos de patogenicidad
para con el hombre se encuentran Aeromonas, Micrococcus, Staphylococcus,
Enterococcus, Pseudomonas, Listeria y Brucella. Cabe mencionar que para la
identificacion de hongos esto no fue posible debido a que no hubo un desarrollo de estos
en el medio de cultivo destinado para tal fin (PDA), posiblemente por que fueron
suprimidos o destruidos por el desarrollo de las bacterias presentes. Razén por la cual
son necesarios mayores muestreos en periodos de tiempo mas frecuentes para
determinar la frecuencia de una diversidad mas clara del tipo de microorganismos que

colonizan el humedal.
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ANEXOS

Sustrato inerte (grava)
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MEDIOS DE CULTIVO

Agar de Soya Tripticaseina
Formula aproximada en g/L

Peptona de caseina 15
Peptona de soya 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15

Pesar segun las indicaciones del fabricante y disolver en 1 L de agua destilada,
esterilizar en autoclave entre 118 °C y 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg’
durante 15 minutos.

Caldo nitrato
Formula aproximada en g/L

Extracto de carne 3.0
Peptona de carne 5.0
Nitrato de potasio 1.0

Pesar segun las indicaciones del fabricante y disolver en 1 L de agua destilada,
esterilizar en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg’ durante 15
minutos.

Caldo rojo de fenol base para carbohidratos
Formula aproximada en g/L

Peptona de carne 10
Extracto de carne 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0.018

Carbohidrato a fermentar 7.0

Pesar segun las indicaciones del fabricante y disolver en 1 L de agua destilada,
esterilizar en autoclave a 110 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg® durante 10
minutos.

Caldo rojo de metilo-Vogues Proskauer
Formula aproximada en g/L

Glucosa 5.0
Peptona de carne 5.0
Fosfato dipotasico 5.0

Pesar segun las indicaciones del fabricante y disolver en 1 L de agua destilada,
esterilizar en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg® durante 15
minutos. Ajustar el pH a 7 £0.2.
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Agar Citrato de Simmons
Formula aproximada en g/L

NH4H,PO,4 1.0
KoHPO, 1.0
Citrato de sodio 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15a20
Azul de bromotimol 8.0

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar
elpHa70.2.

Agar Kliger Hierro
Formula aproximada en g/L

Extracto de carne 3.0
Extracto de levadura 3.0
Peptona de carne 15
Proteosa peptona 5.0
Lactosa 10
Glucosa 1.0
Sulfato ferroso 0.2
Cloruro de sodio 5.0
Tiosulfato de sodio 0.3
Agar 12
Rojo de fenol 0.024

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar
elpHa70.2.

Agar EMB

Formula aproximada en g/L
Peptona de carne 10
K2HPO, 2.0
Lactosa 10
Eosina Y, amarillenta 0.4
Azul de metileno 0.065
Agarl3.5

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg® durante 15 minutos. Ajustar
elpHa7+0.2.

72



Agar SIM
Formula aproximada en g/L

Extracto de carne 3.0
Peptona de carne 30
Hierro peptonizado 0.2
Tosulfato de sodio 0.025
Agar 3.0

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar
elpHa70.2.

Agar PDA

Formula aproximada en g/L
Infusion de papa 200
Dextrosa 20
Agar 15

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar
elpHa5.5+0.2.

Agar de hierroy lisina
Formula aproximada en g/L

Peptona de gelatina 5.0
Extracto de levadura 3.0
Dextrosa 1.0
L-lisina 10
Citrato de amonio férrico 0.50
Tiosulfato de sodio 0.04
Pdrpura de bromocresol  0.02
Agar 13.50

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg® durante 15 minutos. Ajustar
elpHa6.7 £0.2.

Agar FLO

Formula aproximada en g/L
Mezcla de peptonas 20
Fosfato dipotasico 1.5
Sulfato de magnesio 1.5
Agar 14

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, agregar
10 mL de glicerol, esterilizar en autoclave a 121 °C a una presion no mayor de 15
Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar el pH a 7.0 +0.2.
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Base caldo KCN
Formula aproximada en g/L

Mezcla de peptonas 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato de potasio 0.225
Fosfato de sodio 5.640

Pesar segun las indicaciones del fabricante, disolver en 1 L de agua destilada, esterilizar
en autoclave a 121 °C a una presién no mayor de 15 Ib/plg? durante 15 minutos. Ajustar
el pH a 7.6 +0.2. Afiadir 15 ml de una solucién de KCN al 0.5 %.
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