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RESUMEN

Se evalu6 la capacidad biodegradadora de petroleo diésel por bacterias
endofiticas aisladas de Cannabis sp. “cafiamo”. El estudio experimental se realizé
en los laboratorios de Microbiologia Ambiental, e Inmunologia y Microbiologia
Clinica de la UNSCH. Se aislaron siete cepas bacterianas endofiticas de la raiz,
caracterizadas macroscopica y microscopicamente, adaptadas y seleccionadas
por su tolerancia en medio minimo M9 con 15 % de diésel; la biodegradacion fue
evaluada durante 60 dias en sistemas de matraces biométricos modificados, con
cepas individuales y en consorcio, expuestas a 1, 3, 5y 7 % de diésel. Se midio
el CO; acumulado cada cinco dias mediante titulacién (g de CO./L) y diésel
residual al dia 60 por centrifugacion y volumetria. Se extrajo y evalué la pureza e
integridad del ADN, secuenciando el genoma completo (WGS) y la region 16S por
PCR in silico, identificando Pseudomonas citronellolis (A), Acinetobacter
calcoaceticus/baumannii complex (B, D), Pseudomonas putida (C), Pseudomonas
sp. FDAARGOS 380 (E), Acinetobacter calcoaceticus (F) y Acinetobacter
schindleri (G). Los resultados analizados por ANOVA y Duncan (p<0,05)
mostraron que a 1 % todas las cepas y consorcio lograron 100 % de degradacion
(0,001129 g de CO2/L). A 3 %, E (12,2 %) y G (16,7 %) fueron menos eficientes
frente a otras cepas y consorcio (43,3-62,2 %). A 5 %, A (36,7 %) y B (33,3 %)
destacaron. A 7 %, F (17,6 %) y A (16,7 %) superaron a Ey G (11 %). La
produccién de CO; reflejo los porcentajes de degradacién. La cinética de primer
orden evidenci6 que, a mayor concentracion de diésel, la velocidad de
degradacion (k1) disminuyé y el tiempo de vida media (T1/2) aumentd, reflejando
inhibicibn metabdlica. Estos hallazgos destacan el potencial de Pseudomonas
spp. y Acinetobacter spp. para degradar diésel a concentraciones elevadas,
siendo el consorcio més estable y competitivo.

Palabras clave: biodegradacién, petrdleo diésel, microorganismos endofiticos,
Cannabis sp, cinética de primer orden.
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I. INTRODUCCION

La presente investigacion se refiere al tema de la evaluacion de la capacidad
biodegradadora de petréleo diésel por bacterias endofiticas aisladas de Cannabis
sp. en medio liquido, que se puede definir como un enfoque biotecnolégico
sostenible que usa bacterias para mitigar la contaminacion por hidrocarburos en
sistemas acuaticos. Bacterias como Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp.
pueden reducir la fitotoxicidad, degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) con enzimas, con una menor competencia por nutrientes que las
rizobacterias, siendo una alternativa eficiente frente a técnicas fisico-quimicas
(Wang y Dai, 2011; Barac et al., 2004). La contaminacion por hidrocarburos,
intensificada desde el siglo XIX, es un problema critico por actividades industriales
y derrames. Entre 2010y 2022, se registraron 63 derrames > 700 toneladas a nivel
global (ITOPF, 2025; Shahidul y Tanaka, 2004). En Perq, el sector hidrocarburos,
que pese al aporte al Producto Interno Bruto (PIB) (MINEM, 2023), gener6 3 231
pasivos ambientales entre 1997 y 2020, con 151 de alto riesgo, como el derrame
de 11,900 barriles en Ventanilla en 2022 (Ledn y Zufiga, 2022; Bisso, 2022). Que
afecta la calidad del agua y cultivos agricolas amenazando la seguridad
alimentaria (FAO y UNEP, 2021). La caracteristica principal de este tipo de
contaminacién es su persistencia, debido a la baja solubilidad de compuestos de
HAPs y los alcanos, que resisten la degradacion natural. Para analizar esta
problematica es necesario mencionar sus causas. Una de ellas es la dependencia
de combustibles fosiles y actividades extractivas sin medidas preventivas. Otra es
la infraestructura obsoleta, como oleoductos en la Amazonia, que incrementa el
riesgo de derrames. Ademas, la falta de regulaciones y la lenta adopcion de
tecnologias sostenibles agravan el impacto ambiental (Le6n y Zufiga, 2022).

El interés de este estudio es desarrollar una solucién sostenible mediante la
biorremediacion con bacterias endofiticas de Cannabis sp., elegida por su

capacidad de fitoextraccion de HAPs y metales pesados, y por estimular



comunidades microbianas endofiticas que degradan hidrocarburos mediante
enzimas (Y. Wu et al., 2021; Karigar y Rao, 2011). Su rapido crecimiento y alta
produccién de biomasa la hacen ideal para las industrias de fibra, papel y
bioenergia, apoyando un modelo de economia circular (Linger et al., 2002).
Comparada con Medicago sativa, Cannabis sp. degrada 65 % de HAPs frente a
45 % en otras especies (Doty, 2008). Segun Linger et al., (2002), Cannabis sativa
cultivada en entornos contaminados mantiene la calidad de su fibra, permitiendo
usos industriales. No obstante, T. Wu et al., (2018) sefialan vacios sobre los
endofiticos y la degradacién de hidrocarburos en medios liquidos, influida por pH
y nutrientes; justifican la necesidad de investigaciones sobre Cannabis sp.
Frente a estas limitaciones y considerando la relevancia de la biorremediacién
para mitigar la contaminacion por hidrocarburos, este estudio evalla la capacidad
biodegradadora de bacterias endofiticas de Cannabis sp. frente a petréleo diésel
en concentraciones de 1, 3, 5y 7 % (v/v) en medio liquido M9. El trabajo incluye
tres etapas: aislamiento y adaptacion de cepas, ensayos de degradacion, y
andlisis molecular. La metodologia incluye el aislamiento en medio M9, ensayos
en matraces biométricos para CO,, modelado cinético, identificacibn molecular
mediante secuenciaciéon gendmica (WGS) y PCR in silico del gen 16S ARNr. Las
limitaciones incluyen la variabilidad de las condiciones del medio, la validacion de
resultados en sistemas acudaticos reales, y restricciones regulatorias para el uso
de Cannabis sp. Los resultados buscan optimizar la biorremediacién al demostrar
la eficiente capacidad degradadora de bacterias endofiticas de Cannabis sp.,
estableciendo fundamentos para su uso sostenible en contextos como el Peru.
Objetivo general
Evaluar la capacidad biodegradadora del petréleo diésel por las bacterias
endofiticas aisladas de Cannabis sp.
Objetivos especificos
e Evaluar la capacidad degradadora de petréleo diésel en diferentes
concentraciones por cepas bacterianas endofiticas de Cannabis sp.
e Determinar la capacidad degradadora de petréleo diésel en diferentes
concentraciones por consorcios bacterianos endofiticos de Cannabis sp.
e Analizar la cinética de degradacion de petroleo diésel por cepas individuales
y consorcios bacterianos endofiticos de Cannabis sp.
¢ |dentificar molecularmente las bacterias endofiticas de Cannabis sp. con

capacidad degradadora de petroleo diésel.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Lal y Khanna (1996) investigaron el potencial de degradacion del petréleo crudo
proveniente de India (Bombay High y Gujarat) en ensayos con matraces, con 100
ml de medio sal mineral con 1 000 mg de petroleo y 1 % (v/v) del in6culo,
cuantificado por cromatografia los dias 2, 5, 10 y 15 por Acinectobacter
calcoaceticus y Alcaligenes odorans, obteniendo degradaciones del 50 y 45 %
para Bombay High, y del 29 y 37 % para Gujarat, respectivamente. El consorcio
mostrd una degradacion superior (58 % para Bombay High y 40 % para Gujarat).
Zhang et al. (1998), compararon la biodegradacion de biodiésel y diésel en medios
acuaticos utilizando evolucién de CO; (EPA 560/6-82-003), DBOs (EPA 405.1),
DQO (EPA 410) y cromatografia de gases con un inéculo mixto a diferentes
concentraciones de mg de carbono/L hasta el dia 14. Concluyeron que las
mezclas de biodiésel/diésel mostraron una mayor biodegradabilidad, siguiendo
una cinética de primer orden.

Bhattacharya et al. (2003), evaluaron la diversidad genética de Pseudomonas
citronellolis aisladas de sitios contaminados, mostrando degradaciones de
hidrocarburos totales de petréleo (TPH) entre 65 y 96 % mediante técnicas de
cultivo de enriquecimiento, con 5 g de suelo en 100 ml de medio minimo de sales
al 1 % (peso/volumen) de lodo aceitoso como fuente de carbono.

Pasqualino et al. (2006), estudiaron la biodegradabilidad de biodiésel, diésel y
gasolina (y sus mezclas) mediante la evolucion de CO, en ensayos en matraz
agitado (EPA 560/6-82-003), 225 ml de medio nutritivo mineral, 25 ml de in6culo
(lodo activado), se midié6 mediante retro valoracion con HCI 0,1 N. Los resultados

al dia 28 fue para biodiésel 98 %, diésel 50 % y gasolina 56 %, indicando que la



adicion de biodiésel mejoraba significativamente la biodegradacion, destacando
efectos sinérgicos en la degradacion de mezclas.

Obayori et al. (2009), analizaron cuatro cepas aisladas de suelos contaminados,
identificando a Pseudomonas putida como la especie con mayor capacidad de
degradar varios hidrocarburos (queroseno, gasolina, diésel, aceite de motor y
petréleo crudo) con un tiempo de generacion entre 3,07 — 8,55 dias, logrando
degradar el aceite (50 mg/L) mas de 70 % en un plazo de 12 dias

Roverssi (2011), tuvo como objetivo determinar la capacidad degradativa del
biodiésel en muestras de suelo a través de la evaluacion de hidrocarburos totales
de petroleo (TPH) 400 g/kg del hidrocarburo y la evolucion de CO, (EPA 560/6-82-
003). En el cual, se evalu6 el biodiésel, diésel y la mezcla de ambas en un medio
de suelo urbano, ademéas de medir bioestimulantes. obteniendo una
mineralizacién de 3 g de CO./dia y el diésel 1 g de CO2/dia, el porcentaje de
remocion del biodiésel fue de 84,65 % al dia 24 y un 57 % del diésel al dia 35.
Gkorezis (2014), evalué bacterias asociadas a las plantas en el proceso de
remediacién de muestras de suelo y agua subterranea afectadas y contaminadas
por los hidrocarburos de petréleo. Se encontraron 30 cepas, siendo de la raiz
Acinetobacter oleivorans y Acinetobacter calcoaceticus, y una cepa rizosférica
Staphylococcus aureus. Para el proceso de biodegradacion se cultivd en medio
minimo con 1 000 mg/kg de aceite diésel. Los resultados de interés mostraron una
degradacion de 40 % por A. oleivorans, 41 % por A. calcoaceticus,

Jacob y Irshaid (2015), se enfocaron en bacterias degradadoras de tolueno en
suelos contaminados por talleres automotrices, la muestra de tierra (10 g) se
incubo en 99 ml de medio Stanier con 1 % de tolueno. Entre las cepas
identificadas, Acinetobacter schindleri mostré tiempos de generacion de ocho
horas al 1 % de tolueno, incrementandose a 19 horas al 2 %.

Zahid et al. (2016), tuvieron como objetivo evaluar el potencial de cepas
rizosféricas de Cannabis sativa irrigada con aguas residuales de una refineria
petrolera, para degradar benceno en medios M9, utilizando concentraciones
crecientes (hasta 1 000 mg/L) mediante densidad 6ptica de OD600 = 1,1. Se
identificaron cepas como Pseudomonas aeruginosa (85 % rendimiento), Bacillus
cereus (83 %) y Acinetobacter junii (70 %) en 72 horas.

Remus-Emsermann et al. (2016), describieron la fisiologia y el genoma completo

de Pseudomonas citronellolis P3B5, mostrando que codifica genes que permiten



degradar alcanos de cadenas largas y terpenoides y resistencia al estrés, lo que
le confiere un alto potencial en biorremediacion.

Pardo et al. (2017), evaluaron la capacidad biodegradativa del fenol en muestras
de aguas tratadas por la explotacion petrolera a concentraciones de 500, 800y 1
200 mg/L. El estudio identificdé que la mayoria de bacterias fueron Gram negativo,
siendo Pseudomonas sp. Spsl quien tiene mayor relacion con Pseudomonas
citronellolis como la cepa mas tolerante, degradando eficientemente fenol a
concentraciones de 500 mg/L en 24 a 28 horas.

Igbal et al. (2017), teniendo como antecedente el trabajo de Zahid et al. (2015),
evaluaron el potencial de biodegradacién de benceno y fenol de cepas bacterianas
endofiticas de Cannabis sativa irrigadas con aguas de una refineria, aislaron siete
cepas mediante secuenciacion del gen 16S ARNr, el fenol fue degradado casi por
completo a 250, 500 y 750 mg/L por Acromobacter sp., Pseudomonas sp. y
Alcaligenes sp., mientras que a 1 000 mg/L fue de 81, 72 y 69 % respectivamente;
el benceno fue degradado por Bacillus sp, Enterobacter sp. y Acitenobacter sp.
mientras que a 1 000 mg/L fue de 80, 72 y 68 % respectivamente, la tasa de
degradacién se modelé con cinética de primer orden.

Igbal et al. (2019), se enfocaron en el estudio del potencial de promocién del
crecimiento vegetal de enddfitos bacterianos que degrada diésel. Se realiz6 el
aislamiento de cepas bacterianas enddfitas de Echinochloa crus-galli (pasto
Cockspur) y Cynodon dactylon (pasto Bermuda) de un lugar contaminado con
petréleo, se evaludé su potencial para degradar compuestos monoaromaticos
(fenol, tolueno y xileno) y diésel a través del crecimiento vegetal; las cepas fueron
identificadas mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr, analisis
cromatogréfico de gases y se aplicé el modelo Monod para determinar la cinética
de crecimiento. Se identificaron 13 cepas, siendo J10 Pseudomonas sp. el mejor
degradador de diésel con mayor promocion de crecimiento, cinética de primer
orden, degradando el 69 % de diésel en cuatro dias.

Orijude (2019), evalu6 la degradacién de hidrocarburos por cepas silvestres y
mutantes de Bacillus subtilis y Pseudomonas putida. Las cepas mutantes,
obtenidas mediante exposicion a acido nitroso e irradiacion UV, demostraron
porcentajes de degradacion significativamente superiores en comparacion con las
silvestres en medio mineral con 0,5; 1; 1,55y 2 % de petroleo crudo mostrando un
crecimiento mayor y crecimiento medio en 2 % de petroleo crudo, el porcentaje

de degradacion de aceite y grasa por cepas silvestres fueron 87,25 %, 80,25 %y



88,89 %, mientras que las mutantes fueron 96,23 %, 92,60 % y 99,38 %
respectivamente. Concluyendo que las bacterias mutantes tienen una mayor
capacidad de biodegradacion.

Ho et al. (2020), se centraron en la caracterizacidon genémica de Acinetobacter
calcoaceticus CAL6, aislada de raices de canola en suelo canadiense. La cepa
degradoé entre el 82 % y 92 % de diésel (0,25 — 2 %) en 28 dias, apoyada por la
presencia de genes degradadores como alk M y xcp R.

Koutinas et al. (2021), abordaron la biodegradacién mejorada de aguas residuales
de perforacion a través de la produccion de biosurfactantes y polihidroxialcanoatos
por Pseudomonas citronellolis SJTE-3. La cepa mostr6 reducciones notables en
DQO y metaboliz6 eficientemente compuestos como n-dodecano y naftaleno.
Iskandar et al. (2021), tuvieron como objetivo en andlisis sistematico y filogenético
molecular de bacterias con potencial de biorremediacion por el secuenciamiento
del gen 16S ARNIr. Las cuatro cepas fueron obtenidas de un estudio anterior sobre
desechos clinicos, logrando identificar a  Acinetobacter schindleri,
Stenotrophomonas, S. maltophiphila, S. acidaminiphila, Pararheinheimera
aguatica, las cuales contienen el potencial de biorremediacion.

Paul et al. (2022), tuvieron como objetivo la evaluacién de Pseudomonas putida
en la produccion de metano y eliminacion de hidrocarburos de lodos de refineria
de petréleo. Los lodos fueron pretratados con P. putida, logrando optimizar en
diferentes dosis la solubilizacion y biodegradacion. La degradacién en 20 L para
una proporcién de 0,5 de inéculo dio como resultado la degradacion de 57,07 %
de petréleo, 62,98 % de aceite y grasa, y 91,9 % de fenol en 50 dias.

Varnava et al. (2024), examinaron la capacidad de Pseudomonas citronellolis
620C para generar electricidad en celdas de combustible microbianas utilizando
agua residual aceitosa. Los resultados mostraron una generacién de 0,05 mW/m?
y altos indices de degradacién de hidrocarburos, incluidos HAP y n-alcanos,
mostrando a través de la cromatografia de gases y espectrometria de masas una
alta degradacion de petrdleo total, hidrocarburos aroméaticos policiclicos y acidos
grasos de agua residual en un 74,3 % y algunos n-alcanos > 90 % en 70 dias.
Sawadogo et al. (2024), caracterizaron dos cepas bacterianas aisladas de aguas
residuales, evaluando su capacidad para degradar diésel y aceites usados
(SAE40 y SAE50). Constataron que Acinetobacter calcoaceticus superé a

Pseudomonas aeruginosa, especialmente cuando se trabajé en consorcio, la



capacidad de biodegradacién se midié por el método gravimétrico logrando una
degradacion del 65,33 % en 56 dias.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Llanco y Reategui (2020) se propusieron identificar bacterias capaces de
descomponer petréleo en un medio acuético afectado por hidrocarburos en
Ucayali. Para ello, recolectaron muestras de dos sitios en la quebrada Afis Cario,
en la zona de la empresa MAPLE GAS, utilizando una metodologia exploratoria.
Las muestras fueron pre enriquecidas por una semana y enriquecido por tres
semanas, donde se mostré cambios del petréleo crudo (turbidez y agregados
blancos) por la presencia del crecimiento bacteriano. Se identificaron
bioquimicamente cinco géneros de bacterias: Pseudomonas aeruginosa
(predominante), Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp. y Citrobacter sp.
2.1.3. Antecedentes locales

Delgadillo (2024), tuvo como objetivo evaluar la capacidad degradativa del
petréleo diésel mediante el efecto de bioestimulacién, seleccionando cepas con
capacidad biodegradadora (individualmente y consorcios), sometiéndose a
tratamientos con bioestimulantes (nitrato de amonio y superfosfato triple) frente a
controles, con concentraciones de diésel a 5, 10, 15y 20 %. La degradacién de
cuantific6 mediante extraccion por agitacién-centrifugacion y método gravimétrico
(mg de diésel/kg de suelo seco), la identificaciébn molecular mediante PCR permitié
determinar a Stenotrophomonas acidaminiphila, Pseudomonas putida vy
Pseudomonas aeruginosa. Los tratamientos bioestimulados tuvieron tasas de
remocién neta mayores, logrando un 54,7 % y 83,7 % de degradacion a
concentraciones de 5y 10 %, respectivamente, en 28 a 70 dias, mientras que el
control positivo mostré6 un rendimiento inferior. El subtratamiento M123, que
combiné las tres cepas, presentd el mejor desempefio, lo que sugiere que la
sinergia entre los microorganismos potencia la biodegradacion.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Hidrocarburo

Compuesto organico conformado por cadenas de carbono e hidrégeno que a sido
formado en el subsuelo debido a reacciones y transformaciones quimicas de la
materia organica que fue depositada con distintas rocas sedimentarias de grano
fino en un pasado geolégico (Cabanillas et al., 2015).

2.2.2. Petréleo

Compuesto quimico llamado etimolégicamente “aceite de piedra” formado por



hidrocarburos y pocas proporciones de oxigeno, nitrégeno, azufre y algunos
metales. Presentdndose en su estado original en sedimentos rocosos y areas que
en el pasado fueron océanos, las condiciones necesarias para su creacion
incluyen: falta de oxigeno, la existencia de restos de organismos vegetales y
animales, altas temperaturas, accion bacteriana entre muchos otras mas. Siendo
un fluido poco espeso de color variable (a veces verde, amarillo 0 negro) con olor
desagradable y con una densidad de 800 y 950 kg/m?3, teniendo una composicion
de 84 a 88 % de carbon y entre 11,5 a 14 % de hidrogeno y el resto de
componentes (Martin y Sala, 2004).

2.2.3. Diésel

Derivado del petrdleo con C10-C21, aproximadamente 75 % de hidrocarburos
saturados (parafinas) y 25 % de hidrocarburos aromaticos (alcalobencenos y
naftalenos), con las siguientes propiedades: densidad de 0,84 kg/L a 15 °C, punto
de inflamabilidad de 63 °C, viscosidad dindmica de 3,2 mm?/s, nimero de cetano
gue varia entre 45 y 50, calor de combustion de 44 Mj/kg, umbral de turbidez de 0O
°C y residuo de carbén 0,2 %. Su composicién es C10-C21 HC, compuestos por:
carbono 86,5 %, azufre 0,05 méax., agua 161 ppm, hidrégeno 13 % (Sarmiento,
2008).

2.2.4. Microorganismos endofiticos

Son principalmente bacterias y hongos, aunque también pueden incluir arqueas y
en algunos casos protistas que, durante al menos una parte de su ciclo de vida,
colonizan de forma asintomatica los tejidos internos de las plantas sin provocar
dafio aparente en el hospedero. Esta definicidn se centra en el habitat interno de
la planta, permitiendo incluir la amplia diversidad de microorganismos que
interactlan con el hospedante, independientemente de si su relacion resulta
mutualista, comensal o, en condiciones especificas, potencialmente patégena
(Hardoim et al., 2015).

2.2.5. Cepa

Grupo de organismos de una misma especie, que comparten ciertas
caracteristicas genéticas que no se encuentran en otros miembros de dicha
especie, presentdndose muchas cepas dentro de una misma especie (Ochoa y
Montoya, 2010).

2.2.6. Consorcio microbiano

Es la asociacion natural de dos o mas poblaciones microbianas de diferentes

especies, las cuales actian conjuntamente como una comunidad en un sistema



complejo, donde todos llegan a beneficiarse de las actividades de los demas
(Ochoa y Montoya, 2010).

2.2.7. Biodegradacion

Es un proceso que se da a través de bacterias, hongos, levaduras, gusanos y/o
insectos que descomponen compuestos organicos en compuestos simples (de
menor peso molecular) a través del aprovechamiento de reacciones y
procedimientos quimicos naturales con el cual obtienen sus nutrientes y energia,
en condiciones aerobias se produce CO. y agua, muchos de estos
microorganismos desarrollan reacciones metabdlicas Unicas que pueden ser
usadas para degradar algunas sustancias quimicas sintetizadas (Thieman y
Palladino, 2010).

2.2.8. Biorremediacion

Es una técnica que consiste en el uso de organismos vivos para la limpieza del
medio ambiente como del agua subterranea o suelos contaminados con quimicos,
degradando materiales peligrosos en sustancias menos toxicas (Thieman y
Palladino, 2010).

2.2.9. Modelado cinético en biologia

Se basa en la aplicacién de ecuaciones matematicas para describir y predecir la
velocidad y dinamica de procesos como el crecimiento microbiano y la
biodegradacién de compuestos organicos. Entre los modelos mas utilizados se
encuentran el de primer orden y la ecuacién de Monod, esta Ultima relaciona la
tasa especifica de crecimiento (u) con la concentracion del sustrato (S),
permitiendo cuantificar la degradacion en funcién del tiempo y optimizar las
condiciones experimentales para el escalado del proceso (Doran, 2012).

2.3. Baseteorica

2.3.1. Clasificacion y caracteristicas de los hidrocarburos en el diésel

El diésel es una mezcla compleja de hidrocarburos derivados del petréleo, cuya
composicion varia dependiendo del proceso de refinamiento y del tipo de crudo
utilizado. Los principales hidrocarburos presentes en el diésel se pueden clasificar
en saturados (alcanos y cicloalcanos) y no saturados (aromaticos y olefinas)
(Speight, 2014), como se muestra en la Figura 1.

2.3.1.1. Hidrocarburos saturados

Son los mas abundantes en el diésel y representan una fraccion importante en

términos de estabilidad quimica y poder calorifico. Se subdividen en:



e Alcanos lineales y ramificados: Compuestos de cadena larga como el n-
dodecano (C12H26) y el n-hexadecano (C16H34), los cuales son relativamente
mas biodegradables (R M Atlas, 1981).

e Cicloalcanos (naftenos): Ejemplos como el ciclohexano y metilciclohexano
contribuyen a la densidad del diésel y son menos volatiles.

2.3.1.2. Hidrocarburos aromaticos

Estos compuestos son mas recalcitrantes y poseen estructuras ciclicas

conjugadas que dificultan su degradacion microbiana (Prince, 2002).

e Aromaticos monociclicos (BTEX): Incluyen benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos, los cuales tienen una alta toxicidad y pueden afectar el crecimiento
bacteriano (Das y Chandran, 2011).

e Aromaticos policiclicos (PAHs): Como el naftaleno, fenantreno vy
venzo(a)pireno, que son persistentes en el ambiente y requieren consorcios
microbianos especializados para su degradacion (Haritash y Kaushik, 2009).

2.3.1.3. Asfaltenos y resinas

Son fracciones pesadas del petréleo que contienen heterodtomos (N, S, O) y

presentan una solubilidad limitada en hidrocarburos ligeros (Tissot y Welte, 1984).

Aunqgue estan en menor proporcién en el diésel, su presencia puede afectar la

bioaccesibilidad de otros compuestos.

Figura 1

Clasificacién general de los hidrocarburos de petréleo.

Hidrocarburos
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Nota. Adaptado de Speight (2014), Prince (2002) y R M Atlas (1981).
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2.3.2. Contaminacién por petréleo y derivados

La contaminacion ambiental se origina, en gran medida, por la inadecuada
disposicion de desechos industriales, lo que resulta en la liberacion de diversos
productos contaminantes al ambiente. Entre las actividades que impactan
significativamente el medio ambiente se encuentran las industriales, agricolas,
domésticas y urbanas; sin embargo, la industria petrolera es especialmente
relevante debido a los riesgos asociados con la transformacion, transporte y
almacenamiento del petréleo, diésel y gasolina. Las fugas accidentales o
sistematicas de estos productos generan derrames que provocan la liberacion de

hidrocarburos y afectan el medio ambiente (Tabla 1), lo que ha impulsado el

desarrollo de diversas técnicas para su remediacion (Calderén, 2006).

Tabla 1
Influencia en la salud y el entorno ambiental por los vertidos de hidrocarburos.
Afectaciones Descripcién de la afectacion Referencia
Darfos al medio  Los hidrocarburos de peso molecular mediano y Stanley et al.
ambiente alto, en particular los poliaromaticos, poseen una (2000)
caracteristica hidrofébica y se depositan en suelos
y sedimentos, lo que promueve su larga
permanencia.
Dafios a la Los compuestos poliarométicos que se encuentran  Agencia de
salud en el diésel y en el petrdleo crudo tienen el Proteccién
potencial de ser carcinogénicos para un gran Ambiental
namero de organismos, incluyendo los mamiferos (2010)
superiores.
Dafios a suelos La presencia de hidrocarburos limita la Agencia de
agricolas permeabilidad del suelo, volviéndolo infértil y Proteccion
afectando la produccién agricola. Ambiental
(2010)
Dafios a la La exposicion a  diversos compuestos Stanley et al.
salud (marinos)  poliaromaticos puede causar mortalidad en (2000)
animales marinos.
Resistenciaala La combinacion de baja solubilidad y la estructura Crawford y
biodegradacién  molecular de compuestos como el enzo(a)pirenoy Crawford
el venzo(a)antraceno los hace menos (1998)

biodegradables y altamente téxicos.

Nota. Adaptado de Cavazos Arroyo et al. (2014).
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Los derrames de hidrocarburos, que incluyen gasolina, parafinas, aceite y
queroseno, no solo afectan la superficie terrestre, sino que también pueden
infiltrarse en el agua subterrdnea. Este proceso de translocacion se da por
escorrentia, generando cambios fisicoquimicos en el agua, tales como la
reduccién del oxigeno disuelto debido a la interferencia en el intercambio gaseoso
entre la atmdsfera y el agua. Esta disminucion de oxigeno puede inhibir el
desarrollo y la nutricién de diversas especies (Jiménez, 2006). Ademas, algunas
fracciones de la gasolina se evaporan, mientras que otras se disuelven o se
adhieren al suelo (Tabla 2). Se estima que entre 75 000 y 1 000 000 de tanques
de almacenamiento subterrdneo han experimentado fugas, lo que resalta el riesgo
potencial de exposicion (Divisién de Toxicologia y Medicina Ambiental, 1995).
Tabla 2

Procesos de transformacién y transporte del petréleo.

Categoria Proceso Factores que afectan el proceso

Fisico Adveccion Topografia, clima, tipo de suelo, Porosidad
(~50%), conductividad hidraulica, Materia

organica (>1%), Textura del suelo, Geologia.

Dispersion suelo Mismo que adveccion, mas heterogeneidad.
Flujo en fracturas Geologia, permeabilidad del suelo.
Difusién Mismo que adveccion, mas gradiente de

concentracion.

Precipitacion pH, temperatura, quimica del contaminante.
Disolucion Solubilidad, pH, temperatura.
Quimico Fraccionamiento Propiedades del contaminante (volatilidad,

viscosidad), tipo de suelo.

Sorcién / Desorcion Materia organica, pH, contaminante.
Intercambio iGnico Propiedades del suelo, contaminante.
Volatilizacién Temperatura, viento, suelo (pérdida C8-C12

hasta 100 %)
Especiacion de equilibrio  pH, ligandos, contaminante.

Transformacion abidtica  pH, temperatura, catalizadores (hidrélisis,

oxidacién)
Microbiano Oxidacion / Reduccion Geologia, Contaminante, Temperatura (20—
Hidrolisis 45°C), pH (5.0-9.0), Agua (50-80%),

Oxigeno disuelto, Conductividad eléctrica.

Nota. Adaptado de L. Wang et al. (2021); Yang et al. (2013) y Tindall et al. (1999).
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2.3.3. Remediacion del ambiente

Existen diversos métodos de remediacién (Tabla 3), siendo el biolégico por
microorganismos fundamental tanto desde el punto de vista econémico como
ambiental. El petréleo y sus derivados, al contener materia organica, favorecen el
desarrollo de bacterias, hongos, mohos, levaduras y algas verdes; sin embargo,
en ecosistemas acuaticos predominan las bacterias y levaduras. En condiciones
aerdbicas, estos microorganismos actlGan como agentes oxidadores de
hidrocarburos, mientras que en ambientes anoxicos la degradacién es mucho mas
lenta y puede prolongarse por afios. Por ejemplo, las bacterias metanotroficas

degradan metano (el hidrocarburo mas simple), pero tienen limitaciones para

degradar compuestos con mayor nimero de carbonos (Mandigan et al., 1999).

Tabla 3
Métodos de remediacion de suelo y agua subterranea.

FisiCcO BIOLOGICO QuUIMICO TERMICO
Coagulacion / Biorremediacién in situ Neutralizacion Incineracion
Floculacién Lodo activado Precipitacion Desorcion
Separacion agua — Lodo activado con PAC quimica térmica
aceite Compostaje Intercambio i6nico  Vitrificacién
Extraccion de vapor Bioaumentacion Oxidacién Pirdlisis

Absorcion de
carbono

Filtracion
(membranas)
Ventilacién del suelo
Sedimentacién
Evaporacion /
destilacién
Extraccion con
solvente
Centrifugacion
Tratamiento
ultrasénico
Nanofiltracion
Electrorremediacién
Barreras permeables

reactivas

Fitorremediacion
Bioventilacién
Tanque digestor
anaeroébico

Pelicula fija aerobia /
anaerobia

Cama fluidizada
Filtro de laminas de rocas
Reactor batch de
secuenciacion
Tratamiento de
humedales
Micorremediacion
Biorreactores de

membrana

avanzada (ozono, Tratamiento

Fenton) térmico por
Lavado de suelo microondas
Estabilizacion /

solidificacién

Reduccion quimica

Fotdlisis (luz UV)

Decloracion

Oxidaciéon humeda

Nota. Adaptado de Kuppusamy et al. (2016); Megharaj et al. (2011) y Tindall et al. (1999)
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Para una remediacion efectiva, es crucial evaluar las caracteristicas especificas
del sitio y del contaminante, considerando propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas; esto permite optimizar tanto la eficiencia del proceso como los costos
y tiempos requeridos (Calderdn, 2006). Un aspecto relevante es la produccién de
biosurfactantes por algunas bacterias en presencia de hidrocarburos, lo que
facilita la emulsificacion y biodegradacién de estos compuestos al hacerlos mas
accesibles y menos téxicos (Araujo et al., 2008). En casos de derrames masivos,
mientras que las fracciones volatiles se desvanece con rapidez, los elementos
aromaticos y alifaticos de largas cadenas persisten en el ambiente, promoviendo
un aumento en la multiplicacion de bacterias oxidadoras (Mandigan et al., 1999).
En resumen, aunque existen multiples métodos de remediacion (Tabla 3), la
eleccion de la técnica adecuada dependerd de las condiciones especificas del
sitio, como el tipo de suelo, topografia, profundidad del nivel freatico y
consideraciones econdmicas y de los requerimientos a nivel local y nacional
(Calderon, 2006).

2.3.4. Cannabis sp.

Conocida comunmente como “cafiamo”, Cannabis sp. es una planta herbacea
anual que puede alcanzar hasta cuatro metros de altura y presenta un tallo erecto
(Figura 2). Es dioica, lo que significa que existen plantas masculinas y femeninas
separadas. Las hojas son palmadas y estipuladas, con peciolos de hasta siete
centimetros, compuestas por tres a nueve foliolos de 4pice agudo, con margen
serrado y tricomas glandulares resinosa en ambas caras, siendo la parte inferior
de un tono mas claro y con pelillos suaves. La inflorescencia consta de bracteas
herbaceas y glandulosas ubicadas en las axilas superiores o al final de las ramas;
en las plantas masculinas, las flores son ramificadas, laxas y numerosas, mientras
gue en las femeninas son densas y menos numerosas. Las flores carecen de caliz
y corola diferenciados, presentando un perianto formado por tépalos. En las
masculinas, las flores son pediceladas con cinco tépalos y estambres (mas cortos,
dispuestos de forma opuesta a los tépalos), y en las plantas femeninas, son sésiles
y poseen un perianto completo, de textura membranosa y fijado al ovario, el que
alberga un 6vulo y dos estigmas; el fruto que se origina es un aquenio ovoide,
ligeramente comprimido y de color blanco-verdoso tefiido de purpura (Hanan et
al., 2009).
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Figura 2

Morfologia de Cannabis sp.

A

ANATOMIA DE LA
PLANTA DE CANNABIS

Bracteas y Céliz Pistilos y estigmas

Hojas de abanico

Raices

Nota. Tomado de Sensi (2022).
2.3.4.1. Taxonomia

El género Cannabis ha sido objeto de debate a lo largo de la historia. Carl Linnaeus
(1753) lo denominé Cannabis sativa L., mientras que Lamarck (1785) diferenciaba
entre cepas, como: Cannabis indica (europeo) y Cannabis indio (otras). Sin
embargo, la variabilidad en el perfil quimico - morfolégico y la aparicion de hibridos
resultantes de la domesticacién para obtener fibras o concentraciones elevadas
de tetrahidrocannabinol (THC), han generado confusion. Actualmente, la
clasificacion estandar se consolida como: Cannabis sativa (Chandra et al., 2017).
Tabla 4

Ubicacién taxonémica de Cannabis sp.

Reino Plantae (Planta)

Subreino Tracheobionta (planta vascular)
Superdivision Spermatophyta (planta con semilla)
Divisién Magnoliophyta (planta con flor)
Clase Magnoliopsida (dicotiledonea)
Subclase Hamamelididae

Orden Urticales

Familia Cannabaceae

Género Cannabis

Nota. Adaptado de Chandra et al. (2017).
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2.3.4.2. Aplicacion potencial del cafiamo en la biorremediacion

El cafamo industrial ha adquirido un creciente interés debido a sus notables

caracteristicas agronémicas y ambientales. Conocido por su aplicacion cientifica,

produccion de fibra, papel y biocombustibles, en afios recientes se ha evidenciado

su potencial en procesos de fitorremediacion de ambientes contaminados por

desechos antropogénicos (Figura 3) (Alufasi et al., 2020):

¢ Remediacion de suelos contaminados con metales pesados: el cAfiamo es una
planta fitorremediadora acumuladora de metales pesados (Ni, Pb, Cd, Zn, Cu
y Cr) por su sistema radicular extenso. Lo que depende de las concentraciones
presentes en el medio, afectando el crecimiento de la planta (Alufasi et al.,
2020). Ahmad et al. (2016) reportaron que el cafiamo extrajo 120 g/ha de
cadmio en tres - cuatro meses, ademas de Cu, Cd y Ni, lo que subraya la
necesidad de continuar investigando para optimizar la fitoextraccion.

¢ Remediacién de lixiviados de vertederos: ricos en materia organica, amonio,
metales pesados y sales cloradas que contaminan suelos y fuentes de agua
cercanas. (Alufasi et al., 2020). Estudios han evaluado el uso de Cannabis
sativa para la eliminacion de estos lixiviados; Vaverkova et al. (2019)
encontraron un crecimiento éptimo a concentraciones de lixiviados inferiores al
25 %. Se requiere mayor investigacion para determinar la etapa de desarrollo
(semilla, plantula o planta madura) en la que la planta sea mas efectiva.

Figura 3

Esquema de las vias de fitorremediacion de contaminantes emergentes de interés

en entornos contaminados (agua, suelo y aire).
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Nota. Adaptado de Y. Wu et al. (2021).
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¢ Remediacion de hidrocarburos por bacterias endofiticas:

representa una

estrategia emergente para la degradacion de hidrocarburos. Bacterias como

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Acinetobacter junii de plantas

irrigadas con aguas residuales, degradan benceno hasta en un 85, 83y 70 %

en 72 h (Zahid et al.

, 2016), lo que sugiere que la asociacion planta-bacteria

puede potenciar la biorremediacion a través de vias enzimaticas Figura 4.

Catabolismo aerdbico de hidrocarburos alifaticos y aromaticos por oxigenasas.

Figura 4
Redox state Reaction
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Nota. Adaptado de Madigan et al. (2015). La figura muestra rutas oxidativas de compuestos hidrofébicos en
presencia de oxigeno. En el caso de un hidrocarburo alifatico, (a) una monooxigenasa introduce un grupo
hidroxilo, y (b) el producto es degradado por la via de B-oxidacion generando unidades de acetil-CoA. Para el
hidrocarburo aromatico, (c) el benceno es transformado en catecol por una monooxigenasa, (d) el catecol es
escindido por una dioxigenasa tipo intradiol, y (e) el tolueno es degradado mediante la accion secuencial de una
monooxigenasa y una dioxigenasa extradiol. Estos procesos permiten incorporar oxigeno molecular y facilitar la

entrada de los compuestos al metabolismo central.
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2.3.4.3. Integracidn en la economia circular

Uno de los aspectos mas innovadores en la aplicacion del cafiamo industrial es su
contribucién a la economia circular (Figura 5). La fitorremediacion con cafiamo no
solo aborda la descontaminacion ambiental, sino que ademas se alinea con
estrategias de sostenibilidad al permitir el reaprovechamiento de la biomasa
generada. Una de las ventajas clave es la posibilidad de separar las partes de la
planta que han acumulado contaminantes de aquellas que pueden ser reutilizadas
en la fabricacion de productos industriales. Por ejemplo, las hojas y raices, que
generalmente concentran mayor cantidad de contaminantes, pueden ser
gestionadas de forma diferenciada, mientras que la fibra (menos afectada) se
puede transformar en productos como papel, materiales de construcciébn o
componentes para biocombustibles ( Pietrini et al., 2019; Linger et al., 2002).

El enfoque de economia circular implica no solo la remediacion ambiental, sino
también la minimizacién de residuos y la optimizacién del uso de recursos. En este
contexto, la adopcién de estrategias de tratamiento post-fitorremediacién, que
contemplen la separacion, pretratamiento y valorizacion de las distintas fracciones
del cadfiamo, se presenta como una alternativa viable para cerrar el ciclo de
produccién y reducir el impacto ambiental (Husain et al., 2019; Kumar et al., 2017).
Figura5

Propuesta de linea de produccién de cafiamo industrial con enfoque local en

economia circular.
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Nota. Adaptado de Y. Wu et al. (2021).
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2.3.5. Identificacion de cepas microbianas

Las comunidades microbianas presentes en distintos ambientes son
fundamentales debido a sus actividades metabdlicas, las cuales influyen en el
funcionamiento de los ecosistemas y en la salud de los organismos. La
identificacion taxonémica basada en datos de secuenciacibn masiva, ya sea del
gen 16S ARN o secuenciacion paralela a gran escala, permite analizar la variedad
microbiana y comparar la estructura de las comunidades en distintos momentos y
lugares. Estas técnicas han revolucionado el estudio de los ecosistemas
microbianos, aportando informacion actualizada y enriqueciendo las bases de
datos internacionales (Brenes, 2018).

Ademas, en la ultima década, las técnicas y tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (NGS) han permitido analizar grandes segmentos de ADN de
forma rapida y a bajo costo, con aplicaciones tanto en el ambito clinico
(prevencion, diagnostico y tratamiento) como en el ambiental (metagendmica),
abarcando desde el procesamiento de muestras hasta el almacenamiento y
analisis estadistico de los datos (Ango y Chuchén, 2024).

2.3.6. Secuenciamiento de Genoma Completo (WGS) para la identificacion
microbiana

El avance de las tecnologias de secuenciacion ha propiciado la implementacion
de la secuenciacion de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS)
como una herramienta prometedora para la identificacion microbiana. Este
método, basado en la determinacion precisa del orden de los nucleétidos, facilita
el estudio de la variacion genética, el ensamblado de genomas y transcriptomas,
la secuenciacion de ADN y ARN, asi como la deteccibn de modificaciones
epigenéticas, permitiendo determinar la presencia o ausencia de genes de interés
(Osorio, 2023; Yin et al., 2019). Actualmente, hay tres generaciones de tecnologia

de secuenciacion, con caracteristicas particulares (Figura 6).
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Figura 6

Diferencia de la tecnologia de secuenciacion por generacion.

Segunda generacion

Primera generacion (secuenciacion de préxima Tercera generacion
generacion)
i = = \§>! |
’ -
Qisis
[
Secuenciacion de Sanger 454, Solexa, PacBio
Maxam y Gilbert lon Torrent, Oxford Nanopore
Terminacion de la cadena Sanger llumina
Inferir la identidad de nucleétidos Alto rendimiento gracias a la Secuenciacion de ADN nativo en tiempo
utilizando dNTP y luego visualizar paralelizacion de reacciones de real con resolucion de molécula tnica
con electroforesis secuenciacion
Fragmentos de decenas de kb, en
l Fragmentos de 500 — 1,000 pb Fragmentos de . 50 — 500 pb ' | promedio ,
Secuenciacion de lectura corta Secuenciacion de lectura larga

Nota. Adaptado de PacBio (2020).

La tecnologia de secuenciacién por nanoporos, desarrollada por Oxford Nanopore
Technologies, permite leer secuencias de ADN o ARN en tiempo real mediante un
nanoporo derivado de la proteina a-hemolisina, una toxina producida por
Staphylococcus aureus que forma poros en membranas celulares. Esta proteina
se expresa sintéticamente en Escherichia coli mediante técnicas de biologia
molecular, seguida de purificacién y modificaciones estructurales para optimizar
su estabilidad y precision en la secuenciacion (Bayley, 2015; Walker et al., 1992).
En el proceso, el nanoporo se inserta en una membrana sintética, y al aplicar un
voltaje eléctrico, las moléculas de ADN o ARN lo atraviesan, generando cambios
especificos en la corriente ibnica para cada base nucleotidica (A, C, G, T) debido
a sus diferencias en tamafio y forma. Estos patrones eléctricos son capturados en
tiempo real y analizados por algoritmos bioinformaticos para reconstruir la
secuencia sin necesidad de amplificacion previa, como la PCR, lo que reduce
sesgos y acelera el andlisis. Implementada en dispositivos portatiles como el
MinlON, esta tecnologia permite secuenciar fragmentos extremadamente largos
(>4 Mb) y tiene aplicaciones en microbiologia, diagnéstico clinico y vigilancia
epidemiolégica, como la identificacion de variantes virales durante la pandemia de
COVID-19, transformando el andlisis genético por su rapidez y versatilidad (Oxford
Nanopore Technologies, 2024a; Jain et al., 2016).

La aplicacién de la secuenciacion por nanoporos en microbiologia ha demostrado

ser eficaz en la identificacion rapida de patdgenos, vigilancia epidemiolégica y
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estudios metagendmicos, contribuyendo significativamente al diagnéstico y
control de enfermedades infecciosas (Quick et al., 2016). Su capacidad para
detectar variantes genéticas y perfiles de resistencia antimicrobiana en tiempo real
la posiciona como una herramienta valiosa en la medicina personalizada y la salud
publica (Mikheyev y Tin, 2014). En resumen, las tecnologias de secuenciacion de
tercera generacion, como la basada en nanoporos, en la identificacién microbiana,
ofrece ventajas significativas en términos de rapidez, precision y accesibilidad,
ampliando las posibilidades en investigacion, diagnostico y tratamiento en

microbiologia (Jain et al., 2016).

2.3.7. Enfoque bioinformético

La ubicacion taxonémica de microorganismos mediante métodos tradicionales a

menudo se ve limitada por la imposibilidad de cultivar ciertos microorganismos o

por las exigentes condiciones que requieren algunos de ellos. La integracion de

metodologias de secuenciacion de nueva generacion permitié superar estas
limitaciones, facilitando la identificacion y caracterizacion de microorganismos
tanto cultivables como no cultivables, incluso cuando se encuentran en bajas

concentraciones (Brenes, 2018).

Uno de los pasos clave en este proceso es la asignacién taxonémica de las

Unidades Taxondémicas Operacionales (OTUs), lo cual requiere algoritmos de

clasificacion y alineamiento de secuencias, junto con bases de datos de referencia

que contengan secuencias similares a la regién de interés. Entre las bases de
datos mas utilizadas se encuentran SILVA, Greengenes y NCBI, mientras que

otras como OTT, RDP y UNITE también son empleadas (Brenes, 2018).

El desarrollo de WGS ha impulsado la creacion de diversos software y

herramientas para el andlisis de la gran cantidad de datos generados por la

secuenciacion, entre los que destacan:

e NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica), plataforma ampliamente utilizada para analisis
filogenético, repositorios de secuencias y alineamientos derivados de NGS, que
incluye datos de 16S, secuenciacion masiva, genomas Yy transcriptomas, y se
asocia con recursos como GNN (Genome News Network) y GOLD (Genomes
OnLine Database) (Brenes, 2018).

e SILVA: Base de datos que contiene informacion taxondmica de bacterias,
arqueas y eucariotas, fundamentada en filogenias de ARNr (16S/18S vy

23S/28S), basada en manuales bacterioldgicos de referencia como el de
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Bergey y de la Sociedad Internacional de Protistas (Brenes, 2018).

Galaxy: Plataforma web de cddigo abierto que permite el analisis de datos
biomédicos y la creacion de flujos de trabajo. Herramientas integradas como
Kraken2 facilitan la clasificacion de secuencias taxondémicas mediante el
analisis de k-mers y la asignhacién del ancestro comin mas bajo (LCA) de forma
rapida y precisa (Wood y Salzberg, 2014). Adicionalmente, herramientas como
Recentrifuge ayudan a visualizar la presencia y confiabilidad de la identificacion
de organismos en muestras metagendmicas (Marti, 2019).

Greengenes: Base de datos especializada en secuencias de bacterias y
argueas, con informacion derivada de NCBI y CyanoDB.cz (Brenes, 2018).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Areade estudio

El trabajo de investigacion se realiz6 en los ambientes del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.

3.1.1. Ubicacion politica

Region : Ayacucho

Provincia : Huamanga

Distrito : Ayacucho

Lugar : Ciudad Universitaria UNSCH

3.1.2. Ubicacién geogréfica

Latitud Sur: 13°08’44.68” S

Latitud Oeste: 74°13’15.73” O

Altitud: 2791 m.s.n.m.

3.2. Tipoy nivel de investigacion

Experimental — aplicada.

3.3.  Poblacién y muestra

3.3.1. Poblacién

Bacterias endofiticas de Cannabis sp.

3.3.2. Unidad muestral

Bacterias endofiticas aisladas de la raiz de Cannabis sp.

3.4. Metodologiay recoleccion de datos

3.4.1. Preparacion de reactivos y medios de cultivo

e Los productos quimicos que se emplearon fueron de la mas alta pureza.
e Todas las soluciones y medios bacteriolégicos se prepararon con agua

destilada esterilizadas a 121 °C por 15 min a 15 Ib/pulg?.
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Para el crecimiento y aislamiento de bacterias, se usé el medio agar nutritivo
(MERCK, USA) (Anexo 1).

La activacion y rejuvenecimiento de las cepas se realizé en caldo nutritivo
(Microgen, Colombia) (Anexo 1).

Para los procesos de degradacion se usé el medio minimo de sales minerales
M9: Na;HPO4-7H,0, KH2PO4, NaCl, NH4ClI, CaCl, 1 My MgSO4 1 M (Anexo 1),
con diferentes porcentajes de (v/v) de petréleo diésel como Unica fuente de
carbono.

Para la medicion de la evolucion de CO2, se us6 NaOH al 0,01 M (0,4 g por
litro) como capturador de CO., el cual fue preparado con agua destilada hervida
para eliminar el CO, restante, mientras que se dejaba enfriar se pesoé las
lentejas de NaOH en una balanza analitica gramera, una vez fria el agua se
homogenizé con las lentejas para su posterior uso (Gonzéalez, 2008).

Para la titulacién del NaOH 0,01 M residual se hizo uso de una bureta graduada
de titulacién con HCI 0,005 M y fenolftaleina al 1 % hasta la atenuacion del color
rojo violaceo.

La obtencion del petrdleo diésel se realiz6 mediante la compra en el
establecimiento de gasolineria Grifo Plaza — Petropert (Anexo 30y 31), el cual
fue llevado a la cabina de esterilizacion UV para su posterior uso (Castafieda
et al., 2022).

3.4.2. Obtencién, transporte y manejo de la muestra vegetal

La raiz de Cannabis sp. “cafamo” no psicoactivo fue proporcionada del
proyecto de investigacion: Influencia del medio de cultivo en el mejoramiento
de la calidad del aceite esencial de Cannabis sp. y su adecuacion en el
departamento de Arequipa, con el codigo de contrato IBA-IB-03-2019 (Anexo
2) de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

Para el transporte, la planta fue cortada desde el tallo inferior manteniendo la
raiz con la tierra humedecida en su maceta, embalada al instante y enviada por
encomienda, al contener tetrahidrocannabinol (THC) inferior al 1 % considerado
como Cannabis no psicoactivo el cual no es controlado (DS N°005-2019-SA -
Ley N°30681 (Anexo 32).

3.4.3. Aislamiento y cultivo de cepas bacterianas endofiticas

Se empled la metodologia descrita por Igbal et al. (2017) y Zahid et al. (2016), con

ligeras modificaciones en las veces de enjuague y los dias de incubacion final:

Se realiz6 el desarraigo cuidadoso de las raices, retirando la mayor cantidad
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de tierra.

La raiz y el tallo se lavaron minuciosamente con agua corriente para eliminar
residuos de polvo y tierra. Dado el tamafio de la raiz, se realizaron cortes en
seccionesy se procedi6 a su esterilizacion superficial: se sumergieron en etanol
al 70 % por un min, seguido de un tratamiento con NaCIlO al 1 % por cinco min,
y finalmente se enjuagaron seis veces con agua destilada estéril (cada
enjuague de 60 s).

Para verificar la asepsia, se tomo6 una muestra del agua del dltimo enjuague.
Esta muestra se sembré en agar nutritivo mediante siembra por estrias
(realizada por triplicado) e incub6é a 37 °C durante 48 h. La ausencia de
crecimiento microbiano en este control confirma que las bacterias que
posteriormente se aislaran provienen exclusivamente de los tejidos internos
(endofiticas).

Se homogenizaron cuatro gramos de raiz y tallo esterilizados (utilizando un
mortero de porcelana estéril) con 12 ml de suero fisiolégico al 0,9 %, repitiendo
el procedimiento por triplicado.

La mezcla se incubé a 30 °C durante una hora para favorecer la sedimentacion.
Se pipeted cinco ml de la mezcla homogenizada a 100 ml de medio minimo M9,
suplementado con 2 % (v/v) de petréleo diésel como Unica fuente de carbono.
Este ensayo se realizo por triplicado, incluyendo un blanco (medio M9 + 2 % de
petroleo diésel sin inoculacion) para controlar la degradacion fisicoquimica.
Tras 10 dias de incubacién a temperatura ambiente y en agitacion constante,
se tom6 una asada de cada botella y se sembré en agar nutritivo mediante la
técnica de agotamiento en superficie (por triplicado), incubandose a 25 °C
durante 48 h.

Se tomé una asada de cada una de las botellas y se cultivé en medio agar
nutritivo mediante la siembra por agotamiento en superficie por triplicado,
incubandose a 25 °C por 48 h.

Las colonias morfolégicamente diferentes se subcultivaron tres veces en agar
nutritivo para asegurar pureza y estabilidad; en cada etapa se realizé la tincion
de Gram y observacion microscopica para corroborar la identidad de las
bacterias endofiticas.

Ante la presencia de una gran diversidad de colonias, se procedi6 a realizar

pruebas de adaptacién a concentraciones mayores de petréleo diésel.
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3.4.4. Adaptacién y seleccion de cepas bacterianas con capacidad

degradadora de petréleo diésel

La adaptacion permite seleccionar aquellas bacterias mas aptas para degradar

petréleo diésel a concentraciones elevadas (Echeverri, 2011). Se siguié el

siguiente procedimiento:

¢ Setomé una asada del cultivo que crecié en medio M9 con 2 % (v/v) de petréleo
diésel y se inocul6 en medio M9 con 5 % de diésel. Este ensayo se incubo a
temperatura ambiente durante 10 dias en agitacion constante.

e Una vez finalizado el periodo, se repitié el proceso, transfiriendo el cultivo al
medio M9 con 10 % (v/v) de petréleo diésel.

¢ Finalmente, se realiz6 una ultima transferencia a medio M9 con 15 % (v/v) de
petréleo diésel.

e Tras cada etapa, se tomé una asada de cada botella y se sembré en agar
nutritivo mediante siembra por agotamiento (realizada por triplicado),
incubandose a 25 °C durante 48 h.

¢ Las colonias morfolégicamente distintas se subcultivaron tres veces en agar
nutritivo para asegurar su pureza y estabilidad, verificAndose mediante tincion
de Gram y observacién microscépica. Se obtuvieron siete colonias Gram
negativas diferentes (Anexo 4).

e Las cepas puras seleccionadas se sembraron una vez mas a 25 °C durante 18
h, y posteriormente se conservaron en viales con agar nutritivo, etiquetados,
sellados y almacenados a 4 °C para su andlisis posterior.

3.4.5. Evaluacion experimental de la biodegradacion del petréleo diésel

Para evaluar el proceso de biodegradacion se utilizé6 un sistema de matraz

bibmetro agitado, basado en las metodologias de EPA 560/6-82-003 (EPA, 1982)

y Bartha y Pramer (1965), con algunas modificaciones en la estructura del sistema,

la aireacion (Anexo 5) y las concentraciones de HCIl y NaOH. En este sistema se

midi6 la evolucidon de CO, y el volumen residual en cada ensayo. Se tuvo en
cuenta que se producen reacciones quimicas en la solucion que permiten obtener,
de forma indirecta, la cantidad de CO, generado por la accién bacteriana. (Baird
etal., 2017; Stumm y Morgan, 1996). A continuacion, se describe el procedimiento:

Reaccion en lasolucion de NaOH: EI CO, generado por las bacterias se disuelve

y reacciona con el NaOH para formar bicarbonato: CO; + NaOH - NaHCOs

Con exceso de NaOH, se forma carbonato: NaHCOs + NaOH - Na,COs + H,O

Titulacion: El NaOH residual se titula con HCI: NaOH + HCI > NaCl + H.O
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Célculo del CO;: La diferencia entre la cantidad inicial de NaOH vy la cantidad
residual (determinada por titulacién) equivale a la cantidad de NaOH que
reacciond con el CO,. Usando la estequiometria (un mol de CO, reacciona con
dos moles de NaOH para formar Na.CO3), se calculan los moles de CO,, que
luego se convierten a gramos utilizando su masa molar (44 g/mol).

Preparacion de los cultivos: Las cepas puras subcultivadas de las colonias
morfolégicamente diferentes se activaron en agar nutritivo a 25 °C durante 48 h
para confirmar su pureza. Se tomaron hisopos estériles para transferir las
bacterias activadas y se homogenizaron en 120 ml de agua destilada estéril por
cada cepa. La turbidez se compard con el estandar del tubo nimero cinco de la
escala de McFarland, mediante diluciones apropiadas.

Configuracion del ensayo en sistema de matraz biémetro agitado: Los
experimentos se realizaron en botellas de plastico esterilizadas en la cabina UV,
adaptadas como “biometer flasks” o “shake flask systems”. Se prepararon ensayos
con concentraciones iniciales de petroleo diésel de 1, 3, 5y 7 % (v/v) en medio
M9, inoculados con cada cepa bacteriana a una concentracion de 3 % (v/v),
completando el volumen a 100 ml. Cada condicién se realiz6 en triplicado,
incluyendo un blanco (medio M9 + el porcentaje respectivo de petréleo diésel + 5
mg/100 ml de cloruro de mercurio, HgCl,, como inhibidor de actividad microbiana).
Sistema de captura y medicion de CO.: En una botella por separado se
colocaron 150 ml de NaOH al 0,01 M, conectada por un tubo a la botella que
contenia el ensayo, para capturar el CO, producido. Ambas botellas se fijaron con
ligas y se colocaron en un agitador horizontal adaptado a una plataforma mavil.
Procedimiento del ensayo: La agitacion se mantuvo constante durante 60 dias.
Se permiti6 un periodo de reposo de aproximadamente dos horas diariamente,
durante el cual se oxigend cada sistema con 20 ml diarios mediante jeringa
conectada a un regulador de flujo Roller. Se realizaron lecturas del proceso desde
el dia cero y luego cada cinco dias (12 lecturas en total). Para cada lectura se
extrajeron 10 ml de la solucion de NaOH 0,01 M, a los que se les afiadié una gota
de fenolftaleina al 1 % y se titul6 con HCI 0,005 M hasta el punto de equivalencia,
indicado por la desaparicion del color rojo-violeta.

Célculo de la degradacion y procesamiento final: Se aplico la férmula de
Roverssi (2011), primeramente se restaron los valores del blanco a los de las
muestras problema, luego se determiné la cantidad de NaOH que no reaccioné

con el HCI de la titulacion:
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1L ) (0.005molHCl> (1molNa0H)< 1L ) (1000ml)

ImiHCL (1000ml 1L 1molHCl /\0.01molNaOH 1L

Posteriormente se determino los gramos de COz:

1L )(0.01molNa0H) (1molH2C03>< 1molCO, )( 44g )
1000ml 1L 2molNaOH / \1molH,C03/ \1molCO,

1mlNa0H<
Al finalizar los 60 dias, se pipete6 la mezcla de medio M9 y cepa que se
encontraba por debajo de la capa de petréleo diésel en cada sistema. El
sobrenadante, que contenia el petréleo diésel residual, se transfirié a tubos de
centrifuga tipo Falcon y se centrifugd a 4 000 rpm durante cuatro minutos.
Posteriormente, se midi6é el volumen (ml) de petréleo diésel restante y se calculd
el porcentaje de degradacién neto con la siguiente férmula:

(ml Blanco — ml Muestra)
* 100

% de degradacion = ml Blanco

3.4.6. Determinacion de la cinética de degradacién

Para el estudio de la cinética de degradacion de los hidrocarburos se ajustaron los
datos a un modelo cinético de primer orden, con gréaficos de linea de tendencia
(Smith, 1976), ya que este modelo es comun en la degradacion de compuestos
organicos acuosos, como el petréleo diésel (Igbal et al., 2019, 2017). Se realizé lo
siguiente:

e Se graficé In (concentracion en g de CO, acumulado/L) versus el tiempo en

l (CO) —klt
n C =

e Donde: C, es la concentracion inicial de CO,, C es la concentracion de CO, en

dias, utilizando la ecuacion:

el tiempo t, k; es la constante de velocidad del proceso, t es el tiempo en dias.

e Se generé la linea de tendencia a partir de la gréafica, obteniéndose la ecuacion
(donde la pendiente representa k) y el coeficiente de determinacion (R2) que
evalud el ajuste del modelo. Aunque el modelo de primer orden es el mas
utilizado, se observé que en algunos casos la cinética de segundo orden se
ajusta ligeramente mejor a los datos experimentales.

e La vida media (T12) para un proceso de degradacion de primer orden se
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determind utilizando la siguiente ecuacion:

In(2
Tl/z = nk(l)

Esta metodologia permite cuantificar la tasa de degradacion y evaluar la eficiencia

del proceso de biodegradacion del petréleo diésel.

3.4.7. Purificacion de ADN gendmico

El kit utilizado fue Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification #K0722,

EE. UU., siguiendo el protocolo del fabricante Thermo Scientific (2011), se usé la

centrifuga HERMLE modelo Z216MK, Alemania, con 8.5 cm de radio del rotor:

Preparacion del lisado:

e La cantidad de muestra requerida de cepa bacteriana fue < 2x10° células, las
cuales fueron cultivadas en caldo nutritivo y comparadas con la escala de
McFarland, siendo menor al tubo nimero siete.

e En un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml se pipeted un mililitro de cepa para su
posterior centrifugacion a 7 253 rpm (5 000 x g) durante 10 min, desechandose
el sobrenadante y obteniendo el pellet.

e El cual se resuspendié en 180 uL de buffer de digestion mas 20 uL de
proteinasa K, se mezclé brevemente en un volrtex para una suspension
uniforme.

e Se llevé a incubar a 56 °C con agitacion ocasional por una hora, pasado el
tiempo se afiadié 20 uL de RNasa A, se agité brevemente en el vértex y se llevd
a incuba a temperatura ambiente por 10 minutos.

e Luego se agreg6 200 uL de buffer de lisis y se mezclo en voértex (~15 segundos)
para conseguir una solucién homogénea.

e Se afiadié 400 pL de etanol al 50 % al lisado y se mezclé en el vértex.

Unién de ADN:

e Se tom6 una columna de purificacion insertada en un tubo de recoleccion y se
cargo el lisado para su centrifugacion por un minuto a 7 947 rpm (6 000 x Q).

e Luego se descartd el tubo de recoleccion y se colocé la columna de
centrifugacion en un nuevo tubo de recoleccion, para el proximo paso.

Lavado de ADN:

e Se lavo la columna con 500 pL del tampon de lavado | preparado con etanol
(20 ml de solucién de lavado concentrado | + 30 ml de etanol 96°) y se llevo a
centrifugar la columna a 9 175 rpm (8 000 x g) por un minuto, se desecho el

flujo del tubo recoleccion y se coloco en el mismo tubo.
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Se procedié a un segundo lavado de la columna con 500 uL del tampdn de
lavado Il preparado con etanol (10 ml de solucién de lavado concentrado Il +
30 ml de etanol 96°), se llevo a centrifugar a maxima velocidad = 11 237 rpm (=
12 000 x g) por tres minutos y se procedié a desechar el tubo de recoleccion

para su elucion.

Elucién de ADN:

Se transfirio la columna de centrifugacion a un tubo de microcentrifuga estéril
de 1,5 ml.

Se afadié 200 pL de buffer de elucién y se incubd la columna a temperatura
ambiente por dos minutos.

Luego se centrifugd a 9 175 rpm (8 000 x g) por un minuto a temperatura
ambiente, el tubo de microcentrifuga contuvo el ADN purificado.

El tubo se cerré y rotuld para ser almacenado en el frigider (-20 °C), para su

posterior uso.

3.4.8. Andlisis de pureza de ADN

Para el analisis de la calidad de las muestras de ADN extraido se utilizé un

espectrofotébmetro/fluorometro de la marca DeNovix DS-11, EE. UU. (DeNovix

Inc., 2024) (Anexo 18), considerando los siguientes pasos:

Se tuvo en cuenta la bioseguridad y asepsia en todo momento.

La medicion se realiz6 en la opcion dsDNA (double strand DNA) del equipo.
Se midi6 el blanco pipeteando un pL del Elution buffer del kit de extraccién de
ADN usado en el panel éptico del DeNovix, se cerré con cuidado la tapa y se
procedié a presionar la opcién de blanco.

Se ingres6 el nombre de la muestra (A, B, C, D, E, Fy G).

Para poder medir la muestra se homogeniz6 previamente mediante pipeteo de
entre 10 a 15 veces y se colocd un pL en el panel optico.

La limpieza del equipo se realizé con el papel 6ptico especial después de cada
medicién del blanco y ADN.

Las lecturas obtenidas fueron transferidas a un USB para su posterior

observacién de las curvas a diferentes absorbancias.

3.4.9. Analisis de integridad de ADN

La integridad de la molécula de DNA se confirmé mediante electroforesis en gel

de agarosa con el sistema de electroforesis Gelato, EE. UU. (Minipcrbio, 2023)

(Anexo 19), todos los reactivos usados fueron de la marca GRIiSP, Portugal:

Se preparé el gel a una concentracion de 0,8 % (0,16 g de agarosa LE y 20 m|

30



de TBE 1X), se llevé a un microondas (~30 segundos) hasta disolver
completamente y se dejo enfriar (~2-3 minutos).

Se coloco el peine de 25 pocillos en la bandeja, se procedi6 a verter la mezcla,
se verificd la ausencia de burbujas y se dejo reposar 10 min.

Pasado el tiempo se retir6 el peine, se limpid el desecho del gel.

Para correr se colocé la bandeja con el gel en la camara tampdn dentro del
blueGel base cerca al extremo (-) y se agregd 30 ml de tampdn TBE 1X hasta
cubrir apenas el gel de agarosa, se elimind las burbujas.

Se procedi6 a cargar las muestras de ADN con micropipeta (para los peines de
25 pocillos contienen hasta siete microlitros).

En cada pocillo se agregd: cinco microlitros de muestra de ADN, un microlitro
de GRS DNA loading buffer blue (6x) (colorante de carga) mas 0,5 yL de Xpert
Green DNA Stain DIRECT (colorante de ADN). Se coloc6 un ladder de 100 pb.
Se colocé la cubierta y se encendio el equipo a una carga de 75v por 20 min y
se inicio6 el corrido.

Finalmente, se vio en el transiluminador del mismo equipo para su evaluacion.

3.4.10. Secuenciamiento de ADN

Una vez obtenido la pureza e integridad de las muestras de ADN se procedi6 a

seguir los pasos que menciona el protocolo de rapid sequencing DNA V14 —
barcoding (SQK-RBK114.24 OR SQK-RBK114.96) de la tecnologia Flongle
(Oxford Nanopore Technology, 2024), descripcion general:

Preparacion de la biblioteca:

Se obtuvo 200 ng de ADN en un tubo de PCR, ajustando el volumen con agua
de PCR libre de nucleasas a 10 uL cada cepa (siete muestras) por triplicado.
Cddigo de barras de ADN: se procedi6 a la tagmentacién del ADN utilizando el
rapid barcoding kit 24 V14 (SQK-RBK114.24).

Agrupamiento y limpieza de muestras: se realiz6 el agrupamiento de bibliotecas
con cédigos de barras y limpieza con perlas AMPure XP (usando 276 L para
24 muestras).

Ligadura del adaptador: se conect6 los adaptadores de secuenciacion a los
extremos del ADN agregandose al ADN barcodeado 0,5 pL del mix (1,5 pL de
rapid adapter y 3,5 yL de adapter buffer).

Primado y carga de la celda de flujo: se prim6 la celda de flujo para poder cargar
la biblioteca preparada para la secuenciacion con el Flongle sequencing
expansion (EXP-FSEQ002).
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Secuenciamiento y analisis:

Se descargo el software MinKNOW version 24.06.16 que permite la adquisicion
de datos, andlisis en tiempo real, basecalling (llamado de bases) y transmisién
de datos (Oxford Nanopore Technologies, 2024b).

Se us6 el secuenciador MinlON Mk1B con el adaptador flongle R10.4.1 flow
cells (FLO-FLG114), la celda de flujo flongle fue verificado con anticipacion
mediante el software MinKNOW (> 50 poros activos).

Posteriormente se eligio la opcion de “start sequencing” para el inicio.

El basecalling, la clasificacién por cédigo de barra y la correccion de errores en
los single reads se realiz6 utilizando la ultima version del algoritmo Dorado
v.0.8.2 con el modelo de llamado de datos high-accuracy basecalling (HAC).
Una vez obtenidas las lecturas se usé la herramienta Flye de la plataforma
Galaxy V.24.1.4. de codigo abierto para el ensamblado (Galaxy Project., 2024).
El archivo del Flye: graphical fragment assembly en formato gfa. se subio a la

herramienta Bandage para la visualizacién de los contigs (Anexo 21).

3.4.11. Ubicacién taxondmica in silico

Para clasificar las lecturas se utilizé el software Kraken2 V. 2.1.3 (Wood et al.,
2019) disponible en la plataforma Galaxy V.24.1.4., utilizando la base de datos
del Refseq standard-full V.2022.06.07.

Para una mayor consistencia se realiz6 la amplificacion del gen 16S in silico
con las lecturas de cada cepa con el software SnapGene V.8.0.0 utilizando los
primers universales:

Primer 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)

Primer 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT)

El archivo en formato .FASTA se cargd en el Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) de la base de datos NCBI (National Library of Medicine, n.d.)
obteniendo coincidencias de acuerdo con los limites taxonémicos propuestos
por Yarza et al. (2014) (ver Anexo 23-29).

3.5. Andlisis estadistico e interpretacién de datos

Los datos se organizaron en tablas y figuras utilizando Excel. Para cada dia se

realizaron primero las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas: la

distribucion normal se evalué mediante la prueba de Kolmogorov—Smirnov, y la

homogeneidad se comprob6 con la prueba de Levene, aplicando un nivel de

confianza del 95 % (a = 0,05). Este procedimiento se aplicé tanto a los datos de

produccion de CO. (expresados en g/L) como a los datos de porcentaje de ml
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residual de petrdleo diésel.

En el caso de la produccion de CO,, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA)
para cada cinco dias y para cada concentracion de petréleo diésel (1, 3,5y 7 %),
con un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). Posteriormente, se aplicé la prueba
post hoc de Duncan, cuyos resultados se representaron en graficos mediante
letras que indican las diferencias significativas entre los grupos.

Para los datos de porcentaje de ml residual de petrdleo diésel, se realizé el mismo
procedimiento estadistico aplicado Unicamente al dia 60, permitiendo evaluar las
diferencias entre las cepas, el consorcio y el blanco a diferentes concentraciones
de petréleo diésel (1, 3,5y 7 %).

Todo el andlisis estadistico se llevd a cabo en R (version 4.4.1) y RStudio (versién
1.3.959), herramientas de cédigo abierto que facilitaron la determinacién precisa
de las diferencias significativas en el efecto degradador de las cepas y consorcios

bacterianos en la biodegradacién del petréleo diésel.
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IV. RESULTADOS
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Figura 7

Produccién acumulativa de CO; (g/L), como efecto de la degradacion de petréleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y
consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2023.
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Figura 8
Produccién neta de CO; (g/L), como efecto de la degradacion de petroleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio

de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2023.
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Figura 9
Porcentaje de volumen residual de petréleo diésel al dia 60, como efecto de la degradacién a distintas concentraciones iniciales, por cepas

y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2023.
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Figura 10
Ajuste cinético de primer orden In(Co/C) en la produccién neta de CO- (g/L) hasta el dia 60, como efecto de la degradacién de petréleo

diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cariamo”, Ayacucho 2024.
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Tabla 5

Pardmetros cinéticos de primer orden para la produccion neta de CO- (g/L) al dia 60, por degradacion de petroleo diésel a distintas

concentraciones iniciales, usando bacterias endofiticas de Cannabis sp. Ayacucho 2024.

Conc. » 1 % petrdleo diésel 3 % petréleo diésel 5 % petréleo diésel 7 % petréleo diésel

Deformacién kl1/dia T1/2 / dia RN2 kl/dia T1/2/dia R"N2 kl/dia T1/2/dia R"N2 kl/dia T1/2/dia RM2

Cepa A 0,0734 9,44 0,8925 0,0539 12,86 0,7253 0,0371 18,68 0,7847 0,0508 13,64 0,8615
CepaB 0,0860 8,06 0,8857 0,0498 13,92 0,7435 0,0512 13,54 0,8537 0,0471 14,72 0,8494
CepaC 0,0691 10,03 0,8744 0,0528 13,13 0,7465 0,0482 14,38 0,8218 0,0493 14,06 0,8492
CepaD 0,0704 9,85 0,8817 0,0435 15,93 0,7056 0,0398 17,42 0,8154 0,0406 17,07 0,8618
CepaE 0,0878 7,89 0,9103 0,0608 11,40 0,7441 0,048 14,44 0,8513 0,041 16,91 0,834
Cepa F 0,0762 9,10 0,8988 0,0515 13,46 0,7879 0,0461 15,04 0,8479 0,0399 17,37 0,8328
Cepa G 0,0820 8,45 0,8852 0,0579 11,97 0,6732 0,039 17,77 0,7483 0,0428 16,20 0,8216
Consorcio 0,0639 10,85 0,8910 0,0438 15,83 0,7464 0,049 14,15 0,8551 0,0397 17,46 0,8469

Nota. Los valores se obtuvieron ajustando los datos de produccion neta de CO, al modelo de primer orden mediante la gréafica In(Co/C) versus tiempo, donde Co es la concentracion inicial y
C la concentracion en cada intervalo. Se calcularon la constante de degradacion (k, en dia™), el tiempo de vida media (T1/2 = In2/k) y el coeficiente de determinacion (R?) para cada tratamiento
(1, 3,5y 7 % de petrdleo diésel).
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Tabla 6

Identificacibn molecular de las bacterias endofiticas de Cannabis sp.
degradadoras de petrdleo diésel mediante analisis bioinformatico Kraken2
(genoma total) y NCBI BLAST (16S ARNI), Ayacucho 2024.

Kraken2 NCBI BLAST
CEPA Nombre cientifico Nombre cientifico (ggsg vaIIEue I(Fj’;.t

A Pseudomonas Pseudomonas 100 % 1e-160 96.82 %
citronellolis citronellolis

B Acinetobacter calcoaceticus/baumanii complex
A. calcoaceticus A. calcoaceticus 100% 0,0 86,53 %
A. pittii A. lactucae 100% 0,0 86,27 %
A. oleivorans A. pittii 100% 0,0 86,02 %
A. baumannii A. oleivorans 100% 0,0 85,91 %
A. saifertii A. seifertii 100% 0,0 85,61 %
A. lactucae A. nosocomialis 100% 0,0 85,48 %

C Pseudomonas putida Pseudomonas putida 100 % 7e-163 97,12%

D A. calcoaceticus Acinetobacter calcoaceticus/baumanii complex
A. oleivorans A. calcoaceticus 99 % 0,0 90,26 %
A. pittii A. lactucae 9% 0,0 88,00 %
A. baumannii A. pittii 98 % 0,0 87,97 %
A. saifertii A. baumannii 99 % 0,0 87,06 %
A. lactucae A. seifertii 90 % 0,0 87,08 %

E Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. 100% 0,0 96,31 %
FDAARGOS_380 FP215

F Acinetobacter Acinetobacter 100% 0,0 95,68 %
calcoaceticus calcoaceticus

G Acinetobacter Acinetobacter 100% 0,0 90,08 %
schindleri schindleri

Nota. Query Cover: indica el porcentaje de la secuencia alineada, E value: probabilidad de coincidencia
aleatoria, Per. Ident: similitud entre las secuencias. La identificacién completa de cada cepa se encuentra en
los Anexos 23-29.
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Figura 11
Diferencias estadisticas (Test de Duncan) en la produccién neta de CO: (g/L) al dia 05, como efecto de la degradacion de petrdleo diésel

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2024.
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Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadisticas segiin ANOVA. Las letras (a, b, ¢, ab y bc) indican diferencias estadisticas segin el Test de Duncan (p < 0,05). Los

grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas sefialan diferencias estadisticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadistica para distinguirlo de ambos grupos.
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Figura 12
Diferencias estadisticas (Test de Duncan) en la produccion neta de CO: (g/L) al dia 10, como efecto de la degradacion de petrdleo diésel

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2024.
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Nota. Porcentajes con diferencias estadisticas significativas segin ANOVA. Las letras (a, b, ¢, d, ab, bc, cd y abc) indican diferencias estadisticas segun el Test de Duncan (p < 0,05). Los
grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas sefialan diferencias estadisticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadistica para distinguirlo de ambos grupos.
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Figura 13
Diferencias estadisticas (Test de Duncan) en la produccion neta de CO: (g/L) al dia 15, como efecto de la degradacion de petrdleo diésel

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2024.
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Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadisticas segin ANOVA. Las letras (a, b, ¢, ab y bc) indican diferencias estadisticas segun el Test de Duncan (p < 0,05). Los grupos
con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas sefalan diferencias estadisticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadistica para distinguirlo de ambos grupos.
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Figura 14
Diferencias estadisticas (Test de Duncan) en la produccion neta de CO: (g/L) al dia 20, como efecto de la degradacion de petrdleo diésel

a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2024.
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Nota. Se presentan solo los porcentajes con diferencias estadisticas segin ANOVA. Las letras (a, b, ¢, d, ab y bc) indican diferencias estadisticas segin el Test de Duncan (p < 0,05). Los

grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas sefialan diferencias estadisticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadistica para distinguirlo de ambos grupos.
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Figura 15
Diferencias estadisticas (Test de Duncan) en el porcentaje de ml residual de petréleo diésel al dia 60, como efecto de la degradacion a

distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp. “cafiamo”, Ayacucho 2024.
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Nota. Porcentajes con diferencias estadisticas significativas segin ANOVA. Las letras (a, b, c, d, ab, bc, cd y abc) indican diferencias estadisticas segun el Test de Duncan (p < 0,05). Los

grupos con letras iguales no difieren significativamente, mientras que letras distintas sefialan diferencias estadisticamente relevantes. Las letras combinadas indican que el grupo no presenta
diferencias significativas con ninguno de los grupos identificados por cada letra de forma individual, lo que refleja la carencia de evidencia estadistica para distinguirlo de ambos grupos.
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V. DISCUSION

El presente estudio se diferenci6 de otros trabajos al evaluar la biodegradacion del
petroleo diésel en un medio liquido en lugar de muestras de suelo por la limitada
informacion existente sobre ambientes acuéticos. Esto adquiere relevancia debido
a los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, refinerias petroleras
y otros contaminantes antropogénicos que generan un riesgo directo para la salud
y el ecosistema ( Sauvé y Desrosiers, 2014; Gulkowska et al., 2008). Este riesgo
es particularmente importante en entornos agricolas, donde se ha documentado
la absorcion y acumulacibn de compuestos téxicos (metales pesados,
hidrocarburos, hormonas, etc.), que repercuten en las diferentes propiedades
fisicoguimicas del suelo, lo que conlleva al impacto en los cultivos destinados a la
alimentacién (Becerra et al.,, 2015; Casey et al., 2003). En este contexto, la
fitorremediacién se ha considerado una estrategia eficiente y rentable; Cannabis
sativa L. “cafamo industrial” destaca como planta hiperacumuladora natural
gracias a su estructura superficial porosa e hidréfila (Pejic et al., 2011), pero el
proceso de fitorremediaciébn no se comprende del todo, especialmente en la
relacion planta-enddfitos. Por ello, nuestro enfoque se dirigié a aislar bacterias
endofiticas de Cannabis sp. y evaluar su capacidad de degradar diésel, un
hidrocarburo comunmente utilizado en actividades industriales.

Para entender esta relacion, se aislo bacterias endofiticas tolerantes a 2 % de
diésel, se realizé un protocolo de desinfeccion superficial y enriquecimiento en
medio M9 modificado (Igbal et al. 2017; Zahid et al., 2015). Luego, se aplicé una
fase de adaptacion a concentraciones crecientes de diésel (5, 10 y 15 %),
obteniendo siete cepas Gram negativas (Anexo 4). El predominio de Gram
negativas concuerda con investigaciones como las de Igbal et al. (2017) y Loureiro
et al. (2018), quienes reportaron mayor frecuencia de bacterias con membrana

externa rica en lipopolisacéridos, lo que facilita la emulsificacion y la degradacion
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de hidrocarburos, que posiblemente podrian ser una ventaja en la adaptabilidad
frente a las bacterias Gram positivas (Cabrera et al., 2010).

Una vez obtenido las cepas, se estudié la produccion de CO., el cual mide de
manera indirecta la biodegradacion del hidrocarburo (diésel), siendo este la Unica
fuente de carbono, ya que el CO; es un subproducto de la actividad metabélica de
los microorganismos durante la mineralizacién de hidrocarburos (Atlas y Bartha,
1972), siendo este un enfoque ampliamente usado en diversos trabajos de
biodegradacion, permitiendo asi una evaluacion cuantitativa, para lo cual se siguié
la metodologia de EPA 560/6-82-003 (EPA, 1982) y Bartha y Pramer (1965),
adaptando algunos aspectos como Roverssi Sobrado (2011). Entre las
modificaciones, esta el reemplazo del uso de matraz por botellas de plastico
conectadas a través de un tubo al capturador de CO facilitando la recoleccion del
gas producido (Anexo 5), permitiendo asi la conversion de los ml de HCl a gramos
de CO2/L mediante la titulacion, adicionalmente, se ajusto la concentracién de HCI
de 0,01 M a 0,005 M para obtener lecturas mas precisas y mejorar la titulacion, tal
como se sugiere Johnson (2018) y Pedrero (2002) sobre la optimizacién de
técnicas de titulacion en sistemas de biodegradacion.

En la Figura 7 “Produccién acumulativa de CO; (g/L)”, con concentraciones
iniciales de diésel de 1, 3,5y 7 %, a lo largo de 25 dias por ser representativo (la
curva se vuelve constante), se observa una evolucidon temporal tipica de la
actividad bacteriana, con las siguientes tendencias: fase exponencial (dia 0 — 15),
se registré un rapido incremento de CO,, indicando alta actividad metabdlica y
ausencia de fase de adaptacién, probablemente debido a la preadaptacion
(Margesin y Schinner, 2001). El blanco (medio M9 + diésel sin in6culo) muestra
también un leve incremento, atribuible a reacciones fisicoquimicas, pero
significativamente menor que en las cepas inoculadas. Estabilizacion (dia 15 —
25): varias curvas alcanzaron un pico y luego se estabilizan, lo que se asocia a la
disminuciéon de nutrientes y/o acumulacion de metabolitos tdxicos, como lo
describe Leahy y Colwell (1990). El agotamiento de las fracciones mas simples
del diésel (alifaticos de cadena corta) deja compuestos mas recalcitrantes
(hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc.), dificultando la biodegradacion (Head
et al., 2006). Mientras que el efecto de la concentracion de diésel fue: a menor
concentracion (1 y 3 %), se genera una mayor produccion de CO, en menor
tiempo, indicando una biodegradacion eficiente. Mientras que al 5y 7 %, las

bacterias enfrentan mayor estrés metabdlico, reflejado en una produccion de CO,
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menor. Estos graficos y resultados se contrastan con el trabajo de Zhang et al.
(1998), midieron la produccion de CO; de la degradacién de biodiésel y diésel en
un medio liquido por 28 dias con curvas similares, otros trabajos relacionados a la
degradacién de hidrocarburos en tierra como el estudio de Labud et al. (2007) en
donde se midio la produccién de CO- de hidrocarburos al 5y 10 % (gasolina, diésel
y petréleo) en mg C-CO./kg de tierra muestran curvas semejantes, de igual
manera se reportd en los estudios de , Barrios et al. (2015), Napoles et al. (2015),
Melo et al. (2014), Falchini et al. (2003) y Badalucco et al. (1994) .

En la Figura 8 “Produccion neta de CO» (g/L)”, se aprecia de forma mas clara la
contribuciéon puramente bioldgica, al descontar la degradacion fisicoquimica. Esto
confirma que la tendencia del dia 0 al dia 15 aproximadamente muestra un
aumento acelerado de la produccién de CO; correspondiente a la fase exponencial
gue demuestra una mayor actividad por parte de las bacterias al asimilar la Unica
fuente de carbono (petréleo diésel), omitiendo la fase de latencia y adaptacion,
demostrando que las bacterias estuvieron metabdlicamente activas y que
desarrollaron rutas metabdlicas especificas para el diésel durante la
preadaptacion que se realizé con diésel al 15 %, seguida de un rejuvenecimiento
en agar nutritivo, este resultado de la omision de la fase de adaptacion se mostré
en trabajos como el de Loureiro et al. (2019) en donde se evalué la degradacion
de diésel al 1 % por Pseudomonas sp. hasta el dia 15, la cual fue contrastado por
la descripcién de Margesin y Schinner (2001) que mencionan la mejora de la
expresion de enzimas claves para la biodegradacion debido a una exposicion
inicial al contaminante en estudio, al igual que los estudios realizados por Das y
Chandran (2011) y Atlas y Bartha (1972) que sefialan la eficiencia del tratamiento
previo induce a enzimas como monooxigenasas y dioxigenasas necesarias para
descomponer hidrocarburos. Mientras que las curvas del dia 10 al 15 - 20
aproximadamente tienden a mostrar una estabilizacién en la produccion de CO-
en algunas cepas, lo que demuestra una posible inhibicion de la actividad
metabdlica, probablemente por la limitacion de nutrientes o la acumulacién de
metabolitos secundarios que tienden a ser toxicos como A&cidos grasos o
compuestos aromaticos, que segun Leahy y Colwell (1990) estos efectos
mencionados son tipicos en sistemas donde la actividad bacteriana logra consumir
de manera rapida los nutrientes disponibles hasta un cierto punto, logrando asi un
equilibrio metabdlico. Finalmente se muestra que a partir de entre el dia 15 - 20 al

25 en algunas cepas existe una fase de declive por la disminucion de produccién
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de CO,, que puede deberse al agotamiento de los compuestos mas faciles de
degradar del diésel (hidrocarburos saturados), dejando asi solo compuestos
recalcitrantes toxicos y dificiles de degradar (hidrocarburos aroméaticos
policlinicos de alto peso molecular y componentes polares del petréleo crudo
como los benzofuranos, benocarbazoles y benzotiofenos o debido al efecto
inhibitorio por parte de metabolitos toxicos acumulados, que se describieron por
Head et al. (2006) en donde observaron que la presencia de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHs) y compuestos sulfurados generan un estrés
metabdlicos que afecta la viabilidad bacteriana. Las curvas de las concentraciones
al 1, 3y 5 % de diésel en las cepas individuales y en consorcio, muestran una
tendencia mas alta en produccion de CO2 en menor tiempo debido a un menor
efecto téxico por parte del diésel, estudios como el de Varjani, (2017) donde se
demuestra una facil degradacion de hidrocarburos a concentraciones
relativamente bajas, por su mayor disponibilidad y menor efecto a la permeabilidad
celular. Mientras que las curvas al 7 % de diésel muestran una menor produccion
de CO., principalmente en la fase inicial que podria ser por la toxicidad que genera
el diésel a altas concentraciones, estrés osmotico, limitacién en el transporte de
nutrientes o inhibicibn metabdlica y enzimatica (Das y Chandran, 2011; Okoh,
2006; Leahy y Colwell, 1990). Las curvas del consorcio muestran una mayor
estabilidad a las diferentes concentraciones de diésel a lo largo del tiempo en
comparacion de las cepas individuales, lo que segun Varjani (2017) sugiere una
mayor eficiencia en las rutas metabdlicas por las interacciones sinérgicas entre las
especies, logrando degradar diferentes fracciones del diésel, tal como lo describe
Tyagi et al. (2011) y Rdling et al. (2002), los consorcios bacterianos demuestran
ser mas efectivos y estables por su colaboracién metabdlica a la hora de degradar
hidrocarburos. Todas estas curvas son contrastadas por diversos trabajos como
el de Loureiro et al. (2018) que obtuvo curvas similares en la evaluacion de
degradacion del diésel al 0, 1y 5 %, por bacterias aisladas de lodos industriales.
Otro trabajo es el de Gémez (2012), donde se observaron curvas de crecimiento
bacterioldgico en el proceso de degradacion de hidrocarburos totales del petréleo
mediante la atenuacién natural, bioestimulacién y bioaumentacién en el suelo
contaminado, al igual que el trabajo de Silva et al. (2012).

Los gréficos en general muestran un comportamiento tipico de la curva de
crecimiento bacteriano y degradacion de sustratos omitiendo la fase de adaptacion

(fase exponencial, estacionaria y declinacion) que representan el ciclo de
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crecimiento y agotamiento de recursos (Atlas y Bartha, 1972); estos resultados
sugieren que el consorcio bacteriano es una opcién para la biorremediacién en
concentraciones moderadas de diésel por su estabilidad.

Todos estos resultados de CO; se complementaron con la medicién volumétrica
del petréleo diésel residual al dia 60, con el fin de obtener los valores porcentuales
de: porcentaje de degradacion bacteriana, porcentaje no degradado y el
porcentaje de degradacion fisicoquimica. Para una mejor visualizacion se realizo
el grafico de columnas 100 % apiladas, que se muestra en la Figura 9 con cuatro
sub gréficos al 1, 3, 5y 7 %. El gréfico al 1 %, muestra una degradacioén completa
100 % por parte de las bacterias individualmente y en consorcio; obteniendo una
degradacion bacteriana neta de 70 % y una degradacion fisicoquimica del 30 %.
El gréfico al 3 % mostré una ligera disminucion en el porcentaje de degradacion;
siendo relativamente igual entre las cepas A, B, C, D, Fy el consorcio (43,3 % y
62,2 % de degradacién), mientras que las cepas E y G mostraron un bajo
porcentaje de degradacion 12,2 % y 16,7 % respectivamente; el porcentaje de
degradacion fisicoquimico fue de 16,7 %. El gréfico al 5 % demuestra un
porcentaje de degradacion estable en todas las cepas individuales y en consorcio,
variando entre 18,7 % a 28,0 %, siendo mayor por la cepa A con 36,7 % y B con
33,3 %; mientras que el porcentaje de degradacién fisicoquimico fue de 10,0 %.
El gréafico al 7 % muestra un bajo porcentaje de degradacion en todas las cepas
individuales y en consorcio, los porcentajes de degradacion esta entre 11,0 % a
16,7 %, mientras que el porcentaje de degradacion fisicoquimico fue de 7,1 %.
Todos estos resultados, tanto de la evolucion del CO, como la medicidn
volumétrica final, tienen un cierto grado de relacion y concordancia, habiendo
algunos casos discordantes por factores externos. Por ello se realizé un mejor
andlisis evaluando la cinética de degradacion, que permitié medir y describir como
se da la variacion de la velocidad de degradacion del petroleo diésel y el tiempo
de vida media, con el fin de saber como se comporta las bacterias frente al
hidrocarburo (petroleo diésel) y poder identificar el potencial de cada cepa para
lograr optimizar los procesos de biorremediacion, la metodologia se contrasta con
Igbal et al., (2019, 2017). El Anexo 11 contiene los datos de cinética de primer
orden empleando In(Co/C), que sirvieron para la obteniendo de la grafica que se
muestra en la Figura 10, con cuatro sub gréaficos agrupados por las
concentraciones de petréleo diésel (1, 3, 5y 7 %), lo cual nos permite observar la

relacion y evolucion que existe entre Co (Concentracion inicial de CO;) y C
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(concentracion de CO- en un tiempo t) a lo largo de 60 dias, se observa que al
igual que las curvas de CO; visto anteriormente, el comportamiento de la fase
inicial al dia 20 se muestra un valor de In(Co/C) menor por la mayor produccion
de CO; (C), mientras que después de transcurrido los 20 dias hay un aumento del
valor de In(Co/C) que demuestra una menor produccion de CO; (C), esto genera
una linea de tendencia recta y casi perfecta tipico de la cinética de primer orden,
similar al reportado por Igbal et al., (2019) que midio6 la cinética de primer orden
de la degradacion de fenol y benceno, permitiendo generar una ecuaciéon y un
indice de R?, gracias a esos datos se calculdé k (constante de velocidad de
degradacion, pendiente de la ecuacion “m”) y el tiempo de vida media T1/2 (tiempo
necesario para la degradacion al 50 %) que fue hallado mediante la ecuacion
In(2)/k, todos estos datos se resumen en la Tabla 5. El cuadro resumen nos
muestra que los valores de k tuvieron una tendencia en todas las cepas
individualmente y en consorcio a disminuir por el aumento en la concentracion del
petroleo diésel del 1 % al 5 %, mientras que al 7 % se observando un ligera
aumento en algunos casos, siendo mas notorio en la cepa A, que nos indica que
hubo un aumento de produccién de CO; a diferencia del 5 %, esto puede deberse,
segun Alexander (1999) a la mayor disponibilidad de diésel y componentes mas
faciles de degradar, generando esta diferencia de k. El T1/2 tuvo un igual
comportamiento, observando un aumento de dias a que es necesario para
degradar al menos el 50 % a medida que se aumenta las concentraciones de
petréleo diésel. Las cepas B, Ey G al 1 % de petréleo diésel tuvieron una k
ligeramente mayor que las otras con un T1/2 menor, mientras que al 3 % la cepa
A, E y G tuvieron un mayor k a diferencia de las demas cepas con un T1/2
ligeramente menor, al 5 % la cepa B tuvo un mayor k a diferencia de las demas
cepas con un T1/2 ligeramente menor, al 7 % la cepa A tuvo un mayor k a
diferencia de las demas cepas con un T1/2 ligeramente menor. Mientras que el R?
maximo al 1 % fue 0,9102, al 3 % fue de 0,7879, al 5 % fue de 0,8551 y al 7 % fue
de 0,8618. Estos coeficientes de determinacion indican que el modelo de primer
orden explica de forma moderada los datos, pero no completamente, lo que
sugiere que puede haber mudltiples fases en el sistema que no se ajustan
correctamente a la cinética de primer orden. El Anexo 12 muestra los valores de
R?, para el cero, primer y segundo orden a las distintas concentraciones para cada
cepa y consorcio, se puede ver que en algunos casos, que el valor de R? de

segundo orden es ligeramente mayor que primer orden, este resultado sugiere
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que ambos modelos pueden ajustarse a los datos experimentales obtenidos del
CO; o puede ser un indicio de que ambos ordenes tienen caracteristicas
compartidas, este tipo de resultado podria estar relacionado con el ruido en los
datos, la naturaleza del proceso biolégico o que no sea estrictamente lineal ni
cuadratica, tal como lo menciona Alexander (1999), que los procesos de
biodegradacién suele ser multifactorial, por diversos motivos como la
disponibilidad del sustrato o factores ambientales que hacen que se produzca un
equilibrio en las velocidades de reaccion entre diferentes 6rdenes cinéticos. En
estos casos diversos autores mencionan que se debe de priorizar el modelo méas
simple, primer orden, para garantizar la interpretacion y evitar una complejidad
innecesaria, este principio se basa en modelados estadisticos y cientificos
(parsimonia), Burnham y Anderson (2004) destacan que se debe seleccionar el
modelos que dé un equilibrio al ajuste y a la complejidad, mientras que Motulsky
y Christopoulos (2003) sostiene que la cinética de primer orden suele ser suficiente
a menos que exista una buena razén para utilizar un modelo mas complejo. La
metodologia empleada mide indirectamente el CO a través de una titulacion de
NaOH con HCI, esta medicion esta sujeta a presentar variabilidad por la presencia
de fuentes adicionales de CO, (ambiental o procesos no controlados) que podrian
afectar al ajuste del modelado cinético, tal como lo menciona Alexander (1999),
las mediciones indirectas pueden producir incertidumbre en sistemas con
multiples fuentes de carbono, afectando la cinética del orden.

Una vez comprendido como es el comportamiento de la produccion de CO,, su
cinética de degradacién y como tiene relacion con los ml degradados (porcentaje
de degradacion), es necesario identificar a cada una de las cepas, para poder
realizar un analisis estadistico y corroborar las diferencias significativas o no que
se presenten entre las diferentes cepas. Para confirmar las diferencias
significativas se realizé un analisis estadistico mediante ANOVA (Anexo 14y 16)
y la prueba de Duncan en la produccion de CO, neta (dias 5, 10, 15y 20) y en el
porcentaje de diésel residual (dia 60), considerando distintas cepas y consorcio a
diferentes concentraciones de petréleo diésel. Los datos cumplieron con los
supuestos de normalidad y homogeneidad (Anexo 13y 15), lo que permitié aplicar
ambas pruebas adecuadamente. Los boxplots (Figura 11-15), mostraron que, en
los dias 5 y 10 hubo diferencias significativas en la produccion de CO, entre las
cepas y consorcio, sobre todo al 1, 3y 5 %, indicando una activacion metabdlica

temprana y diferencial entre cepas. En los dias 15 y 20, las diferencias se
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mantuvieron, aungue al 5 % no alcanzaron significancia estadistica, lo que podria
deberse a un equilibrio metabdlico. Mientras que al dia 60, el andlisis del
porcentaje de diésel residual reveld diferencias significativas (p < 0.05) en todas
las concentraciones, reflejando que la eficacia degradadora depende tanto de la
cepa como de la concentracion del contaminante a diferencia del blanco. Las
cepas con alta produccion de CO, en etapas tempranas también presentaron los
menores porcentajes de diésel remanente, lo cual refuerza su eficiencia a largo
plazo. Estas diferencias se mostraron mediante la prueba de Duncan agrup6 por
letras (a, b, c...), donde los grupos con letras diferentes muestran diferencias
significativas, mientras que los grupos que comparten varias letras, como “abc”,
indican que sus medias no difieren significativamente entre si (p = 0,05), este
solapamiento puede deberse a que las diferencias reales son pequefias y la
prueba de Duncan tiende a agruparlas estadisticamente a pesar de que existan
diferencias numéricas sutiles. Es importante resaltar que la ausencia de
diferencias estadisticas no implica igualdad funcional entre cepas, sino una
limitacion en la capacidad de deteccion del disefio experimental. El consorcio
bacteriano presenté un rendimiento estable tanto en la produccion de CO, como
en la degradacién de diésel en multiples concentraciones. Este comportamiento
apoya la hipétesis de sinergia microbiana, donde la interaccion entre especies
mejora la eficiencia metabdlica dado por Varjani (2017) y Tyagi et al. (2011) . En
conjunto, los analisis estadisticos confirman que la capacidad de biodegradacion
del petréleo diésel esta influenciada por la concentracién inicial del contaminante
y por la fisiologia metabdlica propia de cada cepa o consorcio. La variabilidad
observada entre tratamientos y a lo largo del tiempo evidencia que no existe una
Unica estrategia degradadora, sino multiples rutas condicionadas por el tipo de
microorganismo y el ambiente.

La identificacion de las bacterias endofiticas de Cannabis sp. degradadoras del
petroleo diésel, se muestran en la Tabla 6, en donde se tuvo como resultados los
géneros Acinetobacter y Pseudomonas. Mientras que las especies de la cepa A
al F fueron: Pseudomonas citronellolis, Acinetobacter calcoaceticus/baumannii
complex, Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex,
Pseudomonas sp. FDAARGOS 380, Acinetobacter calcoaceticus y Acinetobacter
schindleri respectivamente; estas bacterias fueron concordantes a los estudios
realizados por Igbal et al. (2017), en donde se identificé a los géneros bacterianos

Acinetobacter y Pseudomonas, endofiticas de Cannabis sativa irrigada con agua
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residual de refinerias, especificamente A. baumanni que esta relacionado con las
cepas B y D (A. calcoaceticus/baumannii complex) y P. aeruginosa que esta
relacionado con la cepa E (Pseudomonas sp. FDAARGOS_380), identificadas por
la amplificacion por PCR del gen 16S ARNF; al igual que el estudio de Zahid et al.,
(2015) donde se identifico a las bacterias rizosféricas de Cannabis sativa irrigadas
con agua residual de una refineria de petréleo, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter junii, identificadas mediante el ARNr 16S; estos géneros
bacterianos endofiticos fueron identificadas también en el estudio de Scott et al.,
(2018) y Afzal et al. (2015), mas no las especies especificas, lo cual genera un
aporte nuevo y que servird como referencia para posteriores estudios, teniendo
en cuenta que la comunidad endofitica esta influenciada por la naturaleza del
suelo que esté en contacto con la planta (Rashid et al., 2012; Mclnroy y Kloepper,
1995). El grupo Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex también conocido
como complejo ACB (por su implicancia en el aspecto clinico) acufiado por Gerner
et al. (1991), en el cual esta las cepas B y D, consta de seis especies: A.
baumannii, A. calcoaceticus, A. hosocomialis, A. pittii, A. seifertii y A. lactucae; de
las cuales A. calcoaceticus se encuentra principalmente en muestras ambientales,
mientras A. baumannii mayormente es una especie relacionada con infecciones
nosocomiales (Mancilla-Rojano et al., 2024; Villalon et al., 2015); en el estudio de
Y.-S. Kang et al. (2011) el porcentaje de similitud de A. oleivorans basado en el
gen ARNr 16S con las especias A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A. baumannii,
A. baylyi y A. beijerinckii es de 98,2 %, 97,4 %, 97,2 %, 97,1 % y 97,0 %
respectivamente, comprobando asi que los estudios genémicos complejos como
el de Mancilla et al. (2024) muestran variaciones de tamafio y secuencia, lo cual
resulta dificil vincular las secuencias consenso con las especies especificas que
conforman este complejo. Estudios como el de Nemec et al. (2011) en el cual las
especies como A. pittii y A. nosocomiales obtuvieron una cierta diferenciacion por
el crecimiento a diferentes temperaturas y su asimilaciéon con el malonato, L-
tartrato levulinato o citronato que pueden ayudar con la diferenciacién hasta cierto
grado pero que no se puede confirmar, por ello que en este estudio se tomé en
cuenta las cepas B y D como distintas y que estan dentro de este complejo.

Para realizar las comparaciones de los resultados obtenidos, no se encontré
trabajos especificos realizados en un medio acuatico, que hayan trabajado con el
petréleo diésel y a concentraciones mayores, ya que la mayoria de trabajos suelen

realizar la degradacion de concentraciones menores al 1 %; otro aspecto que se
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observd es que no se realiz6 muchos estudios de estas especies a nivel de
degradacién, en nuestro trabajo se tomd la evolucion de CO,, ml restantes por
volumetria y cinética de degradacioén, lo cual no se observo en otros estudios, por
ello se tomd en cuenta los trabajos que mas se aproximen a nuestro estudio,
siendo esta una diferencia a tener en cuenta.

Los estudios bases que se tomé en cuenta para el estudio demostraron lo
siguiente: Zahid et al. (2015) evaluo6 el potencial de degradacion de benceno con
cepas rizosféricas del suelo de Cannabis sativa irrigada con agua residual de una
refineria de petréleo, al identificar los géneros de Pseudomonas y Acinetobacter
fue cultivado en un medio M9 a 1 000 mg/L (0,1 %) de benceno como Unica fuente
de carbono, se evalué mediante la densidad 6ptica, obteniendo una degradacion
de 85y 70 % respectivamente en 72 horas, en nuestro estudio estos géneros
obtuvieron un mayor porcentaje de degradacién al 1 % de petroleo diésel en un
T1/2 relativamente de nueve dias, mostrando que las cepas endofiticas si tienen
el potencial de degradacion de compuestos mas complejos como el diésel y a
concentraciones mayores. Igbal et al. (2017) teniendo como antecedente el
anterior trabajo realizaron la evaluacién pero en este con el benceno y fenol con
cepas endofiticas de Cannabis sativa, pero de otro lugar de contaminacion, los
géneros de Pseudomonas y Acinetobacter presentaron una degradacion completa
a las concentraciones de 250, 500 y 750 mg/L, mientras que Pseudomonas
presento una degradacion de 72 % a 1 000 mg/L y Acinetobacter un 68 % de
degradaciéon a esa misma concentracién de benceno con una velocidad constante
de 1,86 x 10? por hora para Pseudomonas con un T1/2 de 1,5 dias, estos
modelados cinéticos y resultados fueron aplicados al presente estudio, obteniendo
datos mayores, debido a la evaluacion del diésel que a comparacion del fenol y
benceno tuvieron mayor grado de complejidad a la hora de degradacion, ademas
de ello se utiliz6 concentraciones mas altas a mayor periodo, lo que nos ayudo a
obtener mayores resultados que serviran de base para futuros estudios.

De igual manera Igbal et al. (2019) se enfocaron en el potencial de degradacion
que tienen estas bacterias y cdmo estas afectan al crecimiento vegetal en lugares
contaminados con petréleo, en donde se identificaron el género de Pseudomonas,
el cual tuvo una degradacion de 4 570 mg/L de diésel en un 69 % con una k de
0,044/h en cuatro dias, siendo casi la mitad del 1 % de petréleo diésel usado en
nuestro estudio obteniendo la degradacion al 100 % con un T1/2 de ocho a nueve

dias con una velocidad de 0,07 a 0,08 por dia, lo que comprueba que nuestros
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resultados fueron ligeramente mayores pero consistentes con los otros trabajos.
Las cepas A, C y E, pertenecientes al del género Pseudomonas, con la cepa A
identificada como Pseudomonas citronellolis, se contrastdé con el trabajo de
Bhattacharya et al. (2003) donde se obtuvo una degradacion entre 65 a 96 % al 1
% de TPH de lodo lodoso por P. citronellolis al dia 15, siguiendo la metodologia
de Lal y Khanna (1996), mientras que en nuestro estudio obtuvimos una
degradacion al 100 % de petréleo diésel al 1 %, mostrando una mayor degradacion
del diésel, esto podria deberse a la composicién que tuvo del TPH de lodo oleoso,
a comparacion del diésel que ya cuenta con una composicion especifica. Por otro
lado, Remus et al. (2016) evalué la secuencia genémica completa y detallada de
P. citronellolis relacionado a con la filosfera, degradacién de alifato, terpenoides y
la resistencia a antibiéticos, el cual se encontré diversos genomas que permiten
la degradacion de hidrocarburos, siendo el genoma P3B5 la méas representativa,
lo cual es consistente con nuestro estudio demostrando que P. citronellolis si
cuenta con la capacidad de degradar diversos hidrocarburos. Ademas Pardo et al.
(2017) obtuvo una tolerancia de P. citronellolis entre las 24 — 48 horas a
concentraciones altas de 1 200 mg/L de hidrocarburo aromético, demostrando que
esta bacteria tiene propiedades de tolerancia a altas concentraciones, tal como se
realizé en nuestro estudio en la fase de adaptacion al 15 % de diésel. Asimismo,
Koutinas et al. (2021) evaluo6 la biodegradacién de aguas residuales, mediante el
estudio de la produccién de biosurfactantes y polihidroxialcanoatos por P.
citronellolis SJTE-3, logrando metabolizar produciendo 93, 86, 85y 88 % de DQO,
n-dodecano, n-tetradecano y naftaleno respectivamente. Demostrando asi con
nuestros estudios la degradacion de diésel al 1, 3, 5y 7 % con un porcentaje de
degradacion de 100 %, 70 %, 46,7 % y 23,8 % respectivamente. Finalmente
Varnava et al. (2024) evalu6 el potencial de P. citronellolis en la generacion de
electricidad en una celda de combustible microbiana con agua residual aceitosa,
obteniendo un resultado por cromatografia de gases una degradaciéon de 74,3 %
de agua residual lodosa y un 90 % de n-alcanos en 70 dias, en comparacion
nuestros resultados demuestran que el T1/2 para degradar al menos la mitad de
las concentraciones fue de 9,44, 12,86, 18,68 y 13,64 dias para 1, 3,5y 7 %
respectivamente, mostrando una mayor velocidad constante de degradacion.

La cepa C, identificada como Pseudomonas putida, fue evaluada, Obayori et al.
(2009) reportaron que Pseudomonas putida demostré una mayor degradacion de

guerosene, gasolina, diésel, aceite de motor y petréleo; obteniendo un crecimiento
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logaritmico con un tiempo de generacién de entre 3,07 a 8,55 dias, degradando el
aceite (50 mg/L) mas del 70 % en 12 dias. Nuestros resultados demuestran ser
igual de eficientes a mayor concentracion de diésel, al 3 % de diésel se obtuvo
una degradacién de 78,9 % con un T1/2 de 13,13 dias. Por su parte Orijude (2019)
obtuvo una degradacion de 87,25 %, 80,25 % y 88,89 % para la degradacion de
aceite y grasas al 0,5, 1y 1,55 %, obteniendo mayor porcentaje con las cepas de
Pseudomonas putida mutadas con un porcentaje de degradaciéon de 96,23 %,
92,60 % y 99,38 %, en nuestro estudio hubo una degradacién al 100 % de 1 %
diésel, mientras que al 3 % hubo una degradacién de 78,9 % infiriendo que,
nuestras cepas al estar con pre tratamientos de adaptacién las hacen mas
eficaces en el proceso de biodegradacion al igual que las cepas mutantes.
Asimismo, Paul et al. (2022) estudié la degradacién de metano y de hidrocarburos
de lodos de una refineria de petroleo, la degradacion en 20 L con una proporcion
de inéculo 0,5 mostré un porcentaje de 57,07 % de HTP, 62,98 % de aceite y grasa
y 91,9 % de fenol en 50 dias, el presente trabajo realizé una medicién de 60 dias
pero se observa una actividad hasta el dia 30, con una degradacién de 100 %,
78,9 %, 32,7 % y 22,3 % para los porcentajes de petroleo diésel al 1, 3,5y 7 %,
mostrando cierta concordancia, ya que el diésel suele tener compuestos mas
pesados a diferencia de la grasa y fenol.

La cepa E identificada como Pseudomonas sp. FDAARGOS 380; se ha
comprobado en diversos estudios que este género tiene un gran potencial para la
degradacion de diversos hidrocarburos. La cepa identificada (FDAARGOS_380)
no tiene muchos estudios, su primera mencion fue en el trabajo de Y. Kang et al.
(2022) donde se caracterizé la microbioma de la superficie ocular en pacientes
con queratitis, obteniendo que es portadora de genes resistentes a multiples
farmacos, por el cual en nuestro estudio fue una de las cepas con menor
porcentaje de degradaciéon al 3, 5y 7 %, debido a que no se encuentra
comunmente en ambientes con hidrocarburos. Al igual que el estudio de Llanco y
Reategui (2020), en donde se logr6é aislar los géneros de Pseudomonas y
Acinetobacter degradadoras de hidrocarburo aisladas de suelos contaminados.
Mientras que Delgadillo (2024) evalu6 el efecto que ocasiona la bioestimulacion
en la degradacion de petréleo diésel a través del empleo de diversos consorcios
microbianos, identificando mediante PCR a Stenotrophomonas acidaminiphila,
Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa. En su estudio, al emplear

concentraciones del 5 % y 10 % de diésel, se alcanzaron tasas de remocion del
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54,716 % y 83,662 %, respectivamente, en un periodo de 28 a 70 dias. Estos
valores superaron a los obtenidos en nuestro estudio con bacterias endofiticas de
Cannabis sp., donde a una concentraciébn del 5 % de petrdleo diésel,
Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. FDAARGOS 380 y el consorcio
bacteriano lograron degradaciones netas del 22,7 %, 21,3 % y 26,7 %,
respectivamente. A una concentracion del 7 %, las tasas de degradacién fueron
del 15,2 %, 11 % y 14,3 % en un periodo de 15 a 60 dias. La diferencia en los
niveles de degradacion podria atribuirse a la ausencia de bioestimulantes en
nuestro estudio, lo que sugiere que la adicidén de estos compuestos podria mejorar
significativamente la biodegradacion. Sin embargo, cabe destacar que la
produccién de CO, fue mayor hasta el dia 15, lo que indica una fase inicial de
degradacion mas rapida.

Las cepas B y D, identificadas como parte del complejo Acinetobacter
calcoaceticus/baumannii complex, como se menciond anteriormente este
complejo involucra diversas especies por lo cual no se puede suponer que sean
iguales. Y.-S. Kang et al. (2011) realizé un estudio de diferentes especies de
Acinetobacter aisladas de un arrozal en Corea del Sur, de las cuales la mayoria
esta dentro del complejo A. calcoaceticus/baumanni complex, destacando que A.
oleivorans tiene la capacidad de adherirse y poder desarrollarse en el gaséleo,
obteniendo una similitud en su secuencia genémica de 98,2 %, 97,4 %, 97,2 %,
97,1 % y 97,0 % con las especies de A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A.
baumannii, A. baylyi y A. beijerinckii; proporcionando asi una evidencia clara de
gue este género tiene una gran potencial en cuanto a la degradacion de
hidrocarburos y demas compuestos quimicos.

La cepa F, identificada como Acinetobacter calcoaceticus, evaluada en contraste
con Lal y Khanna (1996), quienes evaluaron el potencial de degradacién de
petréleo crudo de dos tipos de diferentes lugares de la india (Bombay High y de
Guijarat) por A. calcoaceticus obtuvieron una degradacion de 50 % de Bombay
High y 29 % de Gujarat a una concentracion de 1 000 mg de petréleo en 100 ml
de medio sal mineral con 1 % de inGculo por 15 dias; en nuestro estudio se obtuvo
una degradacion de 100 %, 73,4 %, 35,3 % y 24,7 % a las concentraciones de 1,
3,5y 7 % de petréleo diésel, estos datos demuestran una mayor capacidad de
degradar a concentraciones bajas. Sin embargo, las diferencias en la composicion
del petréleo crudo frente al diésel podrian influir en estas comparaciones. Por su

parte Gkorezis (2014) aislaron A. calcoaceticus y A. oleivorans de raices
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asociadas a planta en la remediacion de suelos y aguas subterraneas, las
bacterias obtuvieron una degradacién de 41 % y 40 % respectivamente a una
concentracion de 1 000 mg/Kg de aceite diésel, en nuestro estudio se obtuvo una
mayor degradacion a comparacion que el investigador, demostrando asi la gran
capacidad que tienen las bacterias endofiticas de Cannabis sp. Asimismo, Ho et
al. (2020) realizaron experimentos cono A. calcoaceticus en la degradacion de
diésel al 0,25, 0,5, 1 y 2 % logrando degradar entre 82-92 % en 28 dias,
encontrando genes especificos de degradaciéon tales como alk M y xcp R,
demostrando que esta bacteria si posee mediante los genes ser degradadora, en
nuestro estudio obtuvimos una degradacion de 100 % al 1 % de diésel y de 73,4
% al 3 % de diésel lo que comprueba una degradacion relativamente mayor.
Finalmente, Sawadogo et al. (2024) evaluaron por el método gravimétrico la
degradacion de diésel, aceites usados SAE40 y SAE50 40 ml de petréleo
ether/acetona (1:1 v/v) obteniendo una mayor degradacién en consorcio con P.
aeruginosa de 65,33 % en diésel tras 56 dias, consistente con nuestros resultados,
con una concentracion de 100 % al 1 % de diésel y de 73,4 % al 3 % de diésel.
La cepa G, identificada como Acenitobacter schindleri, fue contrastada con otros
estudios; Jacob y Irshaid (2015) analizaron la degradacién de tolueno en tierra (10
g) en 99 ml de medio Stainer con 1 % de tolueno, A. schindleri tuvo un tiempo de
generacion medio de ocho horas al 1 % de tolueno y 19 horas al 2 % de tolueno,
en nuestro estudio se obtuvo un T1/2 de 8,45 dias al 1 % de diésel y 15,83 dias al
3 %, esto se debe a que el tolueno es un compuesto Unico y aromatico, mientras
que el diésel es una mezcla de diversos hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Por
su parte, Iskandar et al. (2021) realizaron un analisis sistematico y filogenético
mediante el gen 16S ARNr, obteniendo A. schindleri de un compuesto de
desechos clinicos, pero que a medida que se hizo el estudio se recalcé en el
potencial de biorremediacién que contiene, el cual se contrasta con nuestros
resultados, siendo mejor degradador a concentraciones bajas.

En cuanto al consorcio bacteriano, tuvo un comportamiento igual que las cepas
individuales, en el trabajo de Zhang et al. (1998) en el que evaluaron la
degradacion de diésel a diferentes proporciones con el biodiésel por un inéculo
mixto, obteniendo resultados a través de la evolucion de CO. un porcentaje de
degradacion de diésel puro (10 mg de carbono/L) de 18,2 % al dia 28, este
porcentaje subié a medida que el diésel se mezclaba con biodiésel, en el presente

trabajo el consorcio tubo un mayor porcentaje de degradacion a concentraciones
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mas altas de diésel 1, 3, 5y 7 % con un 100 %, 60 %, 36,7 % y 21,4 % de
degradaciéon respectivamente. Asimismo, Pasqualino et al. (2006) hicieron un
estudio de biodegradabilidad de biodiésel, diésel, gasolina y sus mezclas, en un
medio con 225 ml de mineral nutritivo, 25 ml de indculo mixto de un lodo activado
con 10 a 20 g de carbono, obteniendo una degradacion al dia 28 para biodiésel
en un 98 %, diésel 50 % y gasolina en un 56 %, estos porcentajes representan la
evolucién de CO2, mientras que en nuestro trabajo la degradacion final fue directa,

siendo el porcentaje de 60 % en diésel al 3 %.

63



VI. CONCLUSIONES

1. Las cepas bacterianas endofiticas aisladas de raices de Cannabis sp.,
especialmente la cepa A y F, mantuvieron una mayor eficiencia degradadora
en comparacion con otras cepas y consorcio a concentraciones de 5y 7 % de
petréleo diésel resaltando la importancia de seleccionar cepas especificas para
optimizar procesos de biorremediacion de hidrocarburos.

2. El consorcio bacteriano endofitico de Cannabis sp. exhibié una capacidad
degradadora estable en todas las concentraciones evaluadas (1, 3, 5, 7 %), con
una produccién constante de CO, y reduccién del petréleo diésel residual,
aungue no supero la eficiencia de cepas individuales en concentraciones altas,
el consorcio es mas adecuado para procesos de biodegradacion a largo plazo
debido a su estabilidad sinérgica.

3. La degradacion de petréleo diésel por cepas individuales y consorcio de
Cannabis sp. se ajust6 a una cinética de primer orden, tipico en la degradacion
de compuestos organicos acuosos como el petréleo diésel, mostrando que la
velocidad de degradacion disminuyd y el tiempo de vida media aumenté
progresivamente con las concentraciones del contaminante, lo que valida el
uso de modelos cinéticos para predecir el comportamiento degradador en
ambientes contaminados.

4. Mediante secuenciamiento gendmico completo y PCR in silico del gen 16S, se
identificaron siete cepas endofiticas de Cannabis sp. con capacidad
degradadora: Pseudomonas citronellolis (A), Acinetobacter calcoaceticus /
baumannii complex (B, D), Pseudomonas putida (C), Pseudomonas sp.
FDAARGOS 380 (E), Acinetobacter calcoaceticus (F) y Acinetobacter
schindleri (G), destacando la alta similitud genética entre B y D, la novedad de
especies poco reportadas como A. schindleri, mostrando una microbiota

diversa con potencial funcional para la biodegradacion de hidrocarburos.
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VII.RECOMENDACIONES

Se recomienda emplear métodos mas precisos para la cuantificacion de la
biodegradacion del petroleo diésel, como cromatografia de gases y métodos
gravimétricos con solventes para medir directamente el CO, producido, el
volumen y composicion del diésel residual, asegurando el control adecuado
del blanco, con al menos cinco repeticiones.

Evaluar métodos de desinfeccién del petréleo diésel que preserven su
integridad quimica, evitando alteraciones que afecten los resultados de
biodegradacion.

Se sugiere optimizar el sistema de “matraz agitado” para obtener datos mas
sensibles, como el uso de carbén activado para capturar el CO, presente en
el aire de oxigenacion y materiales de vidrio en lugar de plastico, para mejorar
asi la precision y reproducibilidad de los ensayos.

Se recomienda realizar la identificacion molecular antes de los ensayos de
biodegradacién, lo que permitiria ampliar la diversidad de géneros y facilitar
la comparacion de especies.

Considerar usar una mayor concentracion celular cerca al limite < 2x10°,
recomendado en la extracciéon de ADN gendmico, de acuerdo a la escala de
McFarland para garantizar una concentracion, pureza e integridad 6ptima
para el secuenciamiento.

Realizar una comparacion mas profunda entre las concentraciones residuales
y evaluar como estos datos influyen en el modelo cinético, aplicando formulas
de cinética de mayor complejidad para un mejor ajuste de datos.

Utilizar tinciones especificas para la visualizacion de ADN en el gel de agarosa
y elegir un marcador de tamafio molecular (ladder) adecuado para fragmentos
grandes de ADN gendmico, con el fin de mejorar la estimacion de tamafio y
la comparacion visual de las bandas obtenidas.

Continuar con investigaciones orientadas a la identificacién especifica de
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10.

genes implicados en la biorremediacidén. Esto permitira una mayor precision
en la identificacion de especies dentro de complejos y grupos estudiados,
potenciando aplicaciones biotecnoldgicas.

Fomentar investigaciones sobre Cannabis sp. “cafiamo” con fines cientificos
solicitando a la UNSCH el otorgamiento de permisos necesarios, dada su
relevancia en diversas aplicaciones industriales y ambientales.

Investigar la fitorremediacion de Cannabis sp. “cafamo” y evaluar la
composicion quimica de cada parte de la planta. Esto permitir4 determinar si
la degradacion de hidrocarburos es completa, parcial o meramente

acumulativa, informacion esencial para su uso industrial.
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Anexo 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados para el aislamiento,
cultivo y biodegradacion de petroleo diésel por bacterias endofiticas de Cannabis
sp., Ayacucho 2023.

Agar nutritivo Merck

COMPONENTE UNIDAD (g/L)

Peptona 5,0

Extracto de carne 3,0

Agar 12,0

pH 7,0+0,2

Caldo nutritivo Microgen

COMPONENTE UNIDAD (g/L)

Digerido péptico de tejido animal 50

Extracto de carne 15

Extracto de levadura 15

Cloruro de sodio 50

pH 7,4+0,2
Medio minimo de sales minerales M9

COMPONENTE UNIDAD (g/L)

NazHPO4 6,0

KH2PO4 3,0

NaCl 0,5

NH4CI* 1,0

pH 6,7+6,8

Nota. Para el medio minimo de sales minerales: * Se afiadio para probar fuentes carbonadas, complementando
con un ml de MgSO, y un ml de CaCl, 200 mM. Adaptado de Hammond et al. (2010), Miller (1972) y Rodriguez
Rodriguez (2006).
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Anexo 2. Constancia de donacion de la muestra vegetal (raiz) de Cannabis sp.

“Afo de la recuperacion y consolidacion de la economia peruana”

CONSTANCIA DE DONACION DE MUESTRA VEGETAL (RAIiZ) DE

Cannabis sp.

Yo, la Dra. Janet Rossana Zegarra Lépez, docente principal a tiempo completo de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, Facultad de Ciencias Fisicas y
Formales, Departamento Académico de Quimica, e investigadora principal del proyecto
de investigacion “Influencia del medio de cultivo en el mejoramiento de la calidad del
aceite esencial de Cannabis sp. y su adecuacion en el Departamento de Arequipa”
(Cddigo de contrato IBA-IB-03-2019), certifico que, a solicitud del interesado Maximo
Rafael Sosa Garcia, codigo universitario N° 02172512, de la Escuela Profesional de
Biologia del Departamento Académico de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, se dono la muestra de raiz de Cannabis sp..
Dicha muestra, identificada mediante el analisis molecular de semillas (Clasificacion
taxonémica de Canhabis. Eukaryota; Viridiplantae; Streptophytas
Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyta; Magn oliopsida;
Mesangiospermae; eudicotyledons; Gunneridae; Pentapetalae; rosids;
fabids; Rosales; Cannabaceae; Cannabis)para ser utilizada en la realizacion del
trabajo de investigacién — tesis: “Capacidad biodegradadora de petréleo diésel por
bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2023", proyecto que se
ejecutd en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y en el Laboratorio de Inmunologia
y Microbiologia del drea de Microbiologia de la Universidad Nacional de San Cristébal

de Huamanga.

Dejo constancia de la presente, a solicitud del interesado.

Ayacucho, 01 de marzo de 2025.

Dra. Jéne{&ossana Zegarra Lépez
DNI N°29253732

Nota. Este documento oficializa la donacién de la muestra por la Dra. Janet Rossana Zegarra LOpez,
investigadora principal de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, para su uso en la investigacion
“Capacidad biodegradadora de petroleo diésel por bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp.”. Se adjunta
con fines de respaldo legal y académico.
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Anexo 3. Aislamiento, adaptacion y seleccion de cepas bacterianas endofiticas
de la raiz de Cannabis sp. degradadoras de petroleo diésel, Laboratorio de

Microbiologia Ambiental, Ayacucho 2023.

e

Muestra vegetal recibida.

Raiz desarraigada.

| Esterilizacién UV de
Trituracion de la raiz. petréleo diésel.

Crecimiento de cepas puras rotuladas y selladas conservadas a refrigeracion.
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Anexo 4. Caracterizacibn morfolégica macro y microscopica de siete cepas
bacterianas enddfiticas aisladas de la raiz de Cannabis sp. y adaptadas al 15 %

de petroleo diésel, Ayacucho 2023.

Cepa A: Pseudomonas citronellolis

v
Colonias pequefias a 24 h de crecimiento ,, \\ (o §
lento de color blancas — beige, lisa 'y o .
redondas, observacién al microscopio \ ,/ - S ;
- -

400X con tincion Gram, ampliado: bacilos

’h, - a—
Gram negativo. h‘ N ."1‘\ A

7 "" -_
Colonias pequefias a 24 h de color crema ‘- .' =

— amarillenta, lisa, redondas y convexa, ' . ‘ '.'

observacién al microscopio 400X con
tincion Gram, ampliado: cocobacilos '.$
Gram negativo que suele parecer '.

diplococo por su disposicion en pares. h l .I
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Cepa C: Pseudomonas putida

-
Colonias pequefas a 24 h de color \/ ' \
blanquecino, lisa, redondas y convexa, \ ‘ i Sy,
observacion al microscopio 400X con w \ ’ —
tincién Gram, ampliado: bacilos Gram \\ o /‘ A

negativo. |

Colonias pequefias de color crema —
amarillenta, lisa, redondas y convexa,
observacién al microscopio 400X con
tincion Gram, ampliado: cocobacilos
Gram negativo que suele parecer
diplococo por su disposicion en pares.
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CepaE Pseudomonas sp. FDAARGOS_380

I '\ -
Colonias pequefias a 24 h de color I\\ { "

blanquecino, lisa Y redondas,

tincién Gram, ampliado: bacilos rectos

Gram negativo. ',“ \ \

observacion al microscopio 400X con - ‘ ‘

Cepa F: Acinetobacter calcoaceticus

Colonias pequefias-medianas de color
crema — amarillenta, lisa, redondas y
convexa, observacion al microscopio

400X con tincion Gram, ampliado:
cocobacilos Gram negativo que suele
parecer diplococo por su disposicion en
pares.
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Cepa G: Acinetobacter schindleri

Colonias pequefias de color crema — ‘ ‘ ' '

amarillenta, lisa, redondas y convexa, ]
observacién al microscopio 400X con -
tincion Gram, ampliado: cocobacilos

| M T
Gram negativo que suele parecer - , -
diplococo por su disposicién en pares. \\ ‘ — ™
- o~ eSS
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Anexo 5. Sistema de matraz biémetro agitado modificado para captura de CO; en
la degradacion de petréleo diésel por bacterias endofiticas aisladas de Cannabis

sp., Ayacucho 2023.

A: Filtro para la entrada de oxigeno D: Salida de CO2
B: Regulador del paso del aire E: Tapa para la extraccién de NaOH
C: Frasco para la mezcla problema F: Frasco con NaOH capturador de CO:
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Anexo 6. Evaluacién de la biodegradacion de petrdleo diésel por bacterias
endofiticas aisladas de la raiz de Cannabis sp., Laboratorio de Microbiologia
Ambiental, Ayacucho 2023.

Agitador horizontal modificado para todos los sistemas Titulacion

Medicién de ml residual de petréleo diésel, imagenes por cepa-concentracién x triplicado.

E

Bl

e
—_—




Anexo 7. Datos completos de produccion de CO; acumulada (g/L) de la
degradacion de petréleo diésel por bacterias endofiticas de Cannabis sp.,
Ayacucho 2023.

MEDICION DE CO, PRODUCIDO MEDIANTE TITULACION ACIDO-BASE

%Cepa Produccién de CO2 (g/L)
A Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
1%-A1 6,60 1,08 1,40 1,80 1,97 1,99 2,05 2,06 2,06 206 206 2,06
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1%-A2 6,38 9,13 129 1,72 193 1,97 1,99 2,01 2,02 2,02 202 2,02
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1%-A3 6,49 100 152 183 191 1,95 2,00 2,00 2,04 2,04 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-Al1 649 869 1,31 1,79 195 197 2,01 2,02 2,04 205 2,06 2,06
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-A2 6,16 990 143 1,82 194 196 2,00 201 205 207 207 2,07
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-A3 6,38 1,11 155 1,84 193 195 198 1,99 200 202 205 2,05
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-A1 572 7,37 1,11 1,60 1,90 1,97 200 2,02 205 2,08 2,09 2,09
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-A2 6,60 957 140 1,76 191 195 198 2,00 2,01 2,02 2,04 2,04
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-A3 594 7,04 120 166 1,93 1,98 2,02 2,05 207 2,07 208 2,10
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%-A1 682 1,17 152 1,85 195 196 1,98 199 2,01 201 202 2,02
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%-A2 6,93 1,12 154 1,79 1,94 199 2,00 2,02 2,04 204 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%-A3 649 1,10 151 1,84 1,93 198 1,99 2,04 2,02 202 205 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
1%B1 726 141 1,83 194 199 200 2,01 2,02 202 2,02 202 2,02
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1%-B2 7,04 140 187 19 198 1,99 200 2,04 204 205 205 2,05
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1%-B3 7,37 1,39 184 191 195 197 199 199 201 2,04 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-B1 693 1,21 169 195 1,98 199 2,02 205 2,06 206 2,08 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-B2 6,38 1,29 1,89 194 199 201 2,04 206 209 210 2,10 2,10
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%-B3 6,49 1,28 1,78 1,93 1,97 2,00 2,00 202 207 207 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-B1 6,93 1,20 1,79 2,00 2,02 2,02 2,02 2,08 208 2,09 209 2,09
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-B2 7,04 129 183 1,97 204 2,04 204 2,05 207 2,07 2,08 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%-B3 759 1,30 1,73 196 1,98 1,99 2,00 2,01 2,04 204 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%-B1 693 1,11 1,68 1,87 1,98 200 2,01 2,04 205 207 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
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7%-B2 8,03 1,38 1,87 194 196 197 199 199 201 202 204 2,05
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-B3 7,04 1,23 1,73 195 2,02 2,04 2,04 2,05 2,07 2,08 208 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

c Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1%-Cl1 6,71 1,14 1,73 191 199 2,00 2,01 2,02 2,05 2,05 205 2,06
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-C2 649 128 1,76 193 198 2,01 2,06 2,07 2,07 2,07 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-C3 6,60 1,24 1,79 1,90 1,97 198 1,99 2,04 2,04 2,04 204 2,05
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-Cl1 682 1,19 1,79 191 199 200 2,01 207 207 208 2,08 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-C2 6,27 1,00 154 187 2,00 2,02 204 2,05 2,06 2,07 209 210
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-C3 660 1,10 156 1,88 1,98 1,99 200 201 201 201 202 202
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%C1 6,71 1,07 161 191 198 2,01 2,04 2,05 2,06 2,07 208 210
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-C2 660 1,13 1,64 190 1,99 200 2,01 202 204 205 206 2,06
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-C3 6,82 1,22 1,67 193 1,97 199 2,02 204 205 206 2,07 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-Cl1 682 1,21 1,75 197 1,99 200 2,01 205 2,07 207 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-C2 748 136 1,76 195 198 199 199 2,00 2,01 2,02 2,04 2,05
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-C3 7,26 1,18 1,80 194 197 198 200 201 205 205 206 2,06
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

D Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1%-D1 6,49 1,17 1,74 195 199 199 2,06 2,06 2,07 2,07 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-D2 7,15 1,38 186 1,94 196 197 200 2,05 205 205 205 2,06
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-D3 6,93 1,11 1,72 1,93 1,97 198 199 2,02 2,02 2,04 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%D1 781 1,32 1,87 19 1,97 198 2,04 205 2,06 207 2,08 2,08
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-D2 594 1,07 165 19 1,99 200 206 209 209 211 2,12 2,13
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-D3 550 1,02 1,76 194 198 199 2,05 207 208 210 2,10 211
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-D1 7,37 1,21 180 1,89 1,95 2,02 2,04 2,07 2,09 209 209 210
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-D2 7,15 1,18 1,65 190 1,99 200 2,01 206 2,07 210 2,10 211
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-D3 6,38 1,07 154 1,88 2,00 201 2,05 208 208 211 2,11 2,12
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-D1 6,38 858 122 169 195 200 2,02 2,04 206 206 206 2,06
E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-D2 6,82 1,06 1,45 1,78 194 195 2,00 2,01 2,02 2,04 2,04 2,04
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-D3 6,49 1,07 155 1,85 1,9 1,98 2,01 202 2,04 205 207 2,07
E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

E Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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1%-E1 880 1,32 184 195 196 198 1,99 2,01 2,04 2,04 204 2,04

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-E2 6,82 125 1,71 190 197 199 201 204 205 205 205 2,05

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-E3 7,48 129 1,77 180 1,88 194 196 198 2,01 201 2,01 201

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-E1 6,16 880 1,10 155 1,86 1,97 199 199 201 201 201 201

E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%E2 6,05 957 125 165 1,89 194 195 196 198 1,99 1,99 1,99

E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%E3 7,04 100 1,36 1,71 1,85 190 193 194 195 19 1,96 1,96

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%E1 7,37 1,08 162 194 197 198 1,99 2,02 2,07 207 207 2,07

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%E2 748 106 1,73 191 196 199 202 205 205 206 206 2,06

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-E3 6,60 1,05 1,60 1,93 198 200 201 204 206 208 208 2,08

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%E1 7,15 968 1,49 1,82 1,96 2,00 202 2,05 206 207 209 210

E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%E2 7,48 1,29 1,72 191 195 197 204 2,04 2,04 2,05 205 2,06

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%E3 7,37 1,11 1,75 194 194 198 205 2,07 2,07 2,08 2,08 2,08

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

= Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1%-F1 7,81 1,38 1,84 195 198 2,00 2,05 206 207 207 207 2,07

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-F2 8,47 1,30 1,76 190 196 198 1,99 2,00 204 2,04 2,05 2,05

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%-F3 880 143 186 1,89 194 197 198 198 202 2,02 2,04 2,04

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%F1 7,48 1,12 157 193 198 2,00 206 2,07 208 209 210 2,0

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%F2 759 122 1,77 191 197 198 204 205 2,06 208 208 2,09

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

3%-F3 858 134 180 190 194 196 2,02 2,04 2,04 2,05 206 2,08

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-F1 759 1,19 156 1,87 1,97 200 207 208 209 209 209 2,09

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%F2 7,48 129 188 193 199 2,01 202 204 2,07 208 208 2,08

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

5%-F3 6,27 124 1,72 188 198 199 201 202 205 206 207 210

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-F1 6,16 957 147 185 196 2,01 205 206 2,06 207 207 207

E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-F2 6,27 9,79 145 186 1,97 198 200 2,01 2,02 205 205 2,05

E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

7%-F3 6,05 1,07 150 184 194 199 199 202 2,04 2,06 2,06 2,06

E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

G Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1%- 7,04 891 1,21 153 1,82 197 199 200 2,01 2,01 201 201

G1 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%- 7,26 957 1,31 1,73 190 195 197 1,99 200 2,00 200 2,00

G2 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03

1%- 7,15 8,25 1,12 158 1,87 196 200 2,02 2,05 2,07 207 2,08

G3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
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3% 451 7,26 1,02 147 1,79 195 198 199 201 2,01 202 2,02
G1 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%- 429 6,71 105 156 190 194 201 201 2,04 2,04 2,05 2,06
G2 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3%- 550 748 107 149 182 190 195 196 198 198 198 1,99
G3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%- 528 814 142 183 1,98 200 200 201 204 205 205 2,05
Gl E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%- 539 847 1,32 187 1,97 2,01 2,04 206 206 2,08 208 2,08
G2 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5%- 572 957 156 190 1,99 2,02 2,07 207 207 2,09 209 2,09
G3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%- 6,93 1,02 136 1,78 1,93 1,97 198 198 200 201 201 2,02
Gl E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7%- 6,16 1,06 1,35 189 19 199 199 200 201 202 202 204
G2 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7% 473 7,70 1,34 1,86 1,98 2,00 2,04 2,07 207 207 207 2,08
G3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
Conso Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
rcio 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
1% -
CONS 7,70 1,31 1,75 1,95 1,97 1,99 2,07 2,07 2,07 207 207 2,07
1 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1% -
CONS 7,92 1,27 1,77 191 198 2,01 204 205 205 2,08 208 2,08
2 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
1% -
CONS 7,26 129 184 196 199 200 206 206 206 206 206 2,06
3 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3% -
CONS 6,71 1,10 162 1,90 19 2,01 206 207 208 209 209 2,09
1 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3% -
CONS 781 1,16 1,72 1,86 1,95 198 201 2,02 2,05 2,06 206 2,06
2 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
3% -
CONS 583 8,14 167 1,72 1,97 2,00 207 2,09 211 2,12 2,12 2,13
3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5% -
CONS 6,82 9,13 150 1,85 1,97 2,02 204 205 2,07 208 210 2,0
1 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5% -
CONS 6,93 1,12 154 1,87 198 197 201 204 206 209 209 2,09
2 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
5% -
CONS 7,48 120 163 1,84 196 198 1,99 199 2,00 2,00 2,00 2,00
3 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7 % -
CONS 8,03 1,20 1,69 1,90 1,97 197 204 2,04 2,05 2,05 205 2,05
1 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7% -
CONS 6,49 968 141 1,84 196 1,9 2,01 202 207 207 207 2,07
2 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
7% -
CONS 6,38 9,02 140 1,79 198 198 200 2,05 2,06 2,06 2,08 2,08
3 E-04 E-04 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03 E-03
Blanco Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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1 %-
BL1
1 %-
BL2
1 %-
BL3
3 %-
BL1
3 %-
BL2
3 %-
BL3
5 %-
BL1
5 %-
BL2
5 %-
BL3
7 %-
BL1
7 %-
BL2
7 %-
BL3

1,10
E-04
1,32
E-04
1,21
E-04
2,53
E-04
2,64
E-04
2,42
E-04
2,42
E-04
2,64
E-04
2,53
E-04
2,53
E-04
2,42
E-04
2,64
E-04

3,96
E-04
4,07
E-04
3,85
E-04
5,06
E-04
4,84
E-04
4,95
E-04
5,83
E-04
4,40
E-04
5,06
E-04
6,16
E-04
6,05
E-04
5,94
E-04

7,15
E-04
7,26
E-04
7,04
E-04
8,03
E-04
7,92
E-04
7,81
E-04
1,05
E-03
7,70
E-04
9,02
E-04
1,06
E-03
1,05
E-03
1,03
E-03

1,16
E-03
1,17
E-03
1,14
E-03
1,06
E-03
1,03
E-03
1,05
E-03
1,42
E-03
1,05
E-03
1,23
E-03
1,35
E-03
1,34
E-03
1,33
E-03

1,43
E-03
1,44
E-03
1,42
E-03
1,31
E-03
1,29
E-03
1,30
E-03
1,75
E-03
1,32
E-03
1,53
E-03
1,65
E-03
1,63
E-03
1,62
E-03

1,64
E-03
1,65
E-03
1,63
E-03
1,63
E-03
1,61
E-03
1,62
E-03
1,85
E-03
1,56
E-03
1,71
E-03
1,86
E-03
1,85
E-03
1,84
E-03

1,88
E-03
1,87
E-03
1,89
E-03
1,93
E-03
191
E-03
1,90
E-03
1,89
E-03
1,88
E-03
1,87
E-03
1,88
E-03
1,87
E-03
1,86
E-03

1,95
E-03
1,93
E-03
1,94
E-03
1,94
E-03
1,93
E-03
1,90
E-03
191
E-03
1,90
E-03
1,89
E-03
1,90
E-03
1,89
E-03
1,87
E-03

2,01
E-03
2,00
E-03
1,99
E-03
2,00
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,97
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,97
E-03

2,01
E-03
2,00
E-03
2,02
E-03
2,00
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
2,00
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,97
E-03

2,01
E-03
2,00
E-03
2,02
E-03
2,00
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
2,00
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,97
E-03

2,01
E-03
2,00
E-03
2,02
E-03
2,00
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
2,00
E-03
1,98
E-03
1,99
E-03
1,98
E-03
1,97
E-03
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Anexo 8. Datos de la Figura 7: produccion acumulada de CO; (g/L), como efecto
de la degradacion de petréleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por

cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023.

MEDICION DE CO, PRODUCIDO MEDIANTE TITULACION ACIDO-BASE

% - Cepa Gramos de CO; producido
1% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,00000 0,00065 0,00100 0,00140 0,00178 0,00194
B 0,00000 0,00072 0,00140 0,00184 0,00194 0,00197
C 0,00000 0,00066 0,00122 0,00176 0,00191 0,00198
D 0,00000 0,00069 0,00122 0,00177 0,00194 0,00197
E 0,00000 0,00077 0,00129 0,00177 0,00188 0,00194
F 0,00000 0,00084 0,00137 0,00182 0,00191 0,00196

G 0,00000 0,00072 0,00089 0,00121 0,00161 0,00186
Consorcio  0,00000 0,00076 0,00129 0,00179 0,00194 0,00198
Blanco 0,00000 0,00012 0,00040 0,00072 0,00116 0,00143

3% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,00000 0,00063 0,00099 0,00143 0,00182 0,00194
B 0,00000 0,00066 0,00126 0,00179 0,00194 0,00198
C 0,00000 0,00066 0,00110 0,00163 0,00189 0,00199
D 0,00000 0,00057 0,00105 0,00176 0,00195 0,00198
E 0,00000 0,00064 0,00095 0,00124 0,00164 0,00187
F 0,00000 0,00079 0,00123 0,00172 0,00191 0,00196

G 0,00000 0,00048 0,00072 0,00105 0,00151 0,00184
Consorcio 0,00000 0,00068 0,00102 0,00167 0,00183 0,00196
Blanco 0,00000 0,00025 0,00050 0,00079 0,00105 0,00130

5% Dia0 Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,00000 0,00061 0,00080 0,00124 0,00167 0,00191
B 0,00000 0,00072 0,00126 0,00178 0,00198 0,00201
C 0,00000 0,00067 0,00114 0,00164 0,00191 0,00198
D 0,00000 0,00070 0,00115 0,00166 0,00189 0,00198
E 0,00000 0,00072 0,00106 0,00165 0,00193 0,00197
F 0,00000 0,00071 0,00124 0,00172 0,00189 0,00198

G 0,00000 0,00055 0,00087 0,00143 0,00187 0,00198
Consorcio 0,00000 0,00071 0,00108 0,00155 0,00185 0,00197
Blanco 0,00000 0,00025 0,00051 0,00091 0,00123 0,00153

7% Dia0 Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,00000 0,00067 0,00113 0,00152 0,00183 0,00194
B 0,00000 0,00073 0,00124 0,00176 0,00192 0,00199
C 0,00000 0,00072 0,00125 0,00177 0,00195 0,00198
D 0,00000 0,00066 0,00099 0,00141 0,00177 0,00195
E 0,00000 0,00073 0,00112 0,00165 0,00189 0,00195
F 0,00000 0,00062 0,00100 0,00147 0,00185 0,00195

G 0,00000 0,00059 0,00095 0,00135 0,00184 0,00195
Consorcio 0,00000 0,00070 0,00102 0,00150 0,00184 0,00197
Blanco 0,00000 0,00025 0,00061 0,00105 0,00134 0,00163

97



Anexo 9. Datos de la Figura 8: produccion neta de CO2 (g/L), como efecto de la
degradacién de petréleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y

consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023.

MEDICION DE CO, PRODUCIDO MEDIANTE TITULACION ACIDO-BASE

% - Cepa Gramos de CO; neto producido
1% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,000000 0,000528 0,000601  0,000686 0,000627  0,000506
B 0,000000 0,000601 0,001001 0,001129 0,000781  0,000543
C 0,000000 0,000539 0,000825 0,001045 0,000759  0,000550
D 0,000000 0,000565 0,000821 0,001056 0,000781  0,000543
E 0,000000 0,000649 0,000891 0,001056 0,000730  0,000506
F 0,000000 0,000715 0,000972 0,001104 0,000759  0,000528
G 0,000000 0,000594 0,000495 0,000499 0,000458  0,000433
Consorcio 0,000000 0,000642  0,000891  0,001071 0,000785  0,000550
3% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,000000 0,000381 0,000495 0,000638 0,000770  0,000638
B 0,000000 0,000407 0,000763  0,000997 0,000891  0,000682
C 0,000000 0,000403 0,000601  0,000840 0,000843  0,000693
D 0,000000 0,000319 0,000550 0,000968 0,000902  0,000682
E 0,000000 0,000389 0,000451 0,000447 0,000590 0,000568
F 0,000000 0,000535 0,000733 0,000924 0,000869  0,000664
G 0,000000 0,000224 0,000220 0,000253 0,000462  0,000539
Consorcio 0,000000 0,000425 0,000528  0,000876 0,000781  0,000660
5% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,000000 0,000356 0,000290 0,000330 0,000440 0,000381
B 0,000000 0,000466  0,000752  0,000876 0,000744  0,000480
C 0,000000 0,000418 0,000631 0,000733 0,000682  0,000447
D 0,000000 0,000444  0,000642 0,000759 0,000660  0,000447
E 0,000000 0,000462  0,000550 0,000741 0,000693  0,000436
F 0,000000 0,000458 0,000730 0,000814 0,000660  0,000447
G 0,000000 0,000293 0,000363 0,000528 0,000634  0,000447
Consorcio 0,000000 0,000455 0,000568  0,000649 0,000620  0,000436
7% Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
A 0,000000 0,000422 0,000524 0,000477 0,000484  0,000304
B 0,000000 0,000480 0,000634 0,000715 0,000576  0,000356
c 0,000000 0,000466  0,000645 0,000726 0,000609  0,000348
D 0,000000 0,000403 0,000389 0,000363 0,000433 0,000315
E 0,000000 0,000480 0,000517  0,000605 0,000546  0,000315
F 0,000000 0,000363 0,000396 0,000429 0,000506  0,000323

G 0,000000 0,000341 0,000345 0,000308 0,000502  0,000323
Consorcio 0,000000 0,000444  0,000418  0,000455 0,000502  0,000337
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Anexo 10. Datos de la Figura 9: porcentaje de volumen residual de petréleo diésel
al dia 60, como efecto de la degradacion a distintas concentraciones iniciales, por

cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp., Ayacucho 2023.

ml residual de petrdleo diésel

Conc » 1% 3% 5% 7%

CEPA 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
00 00 00 O6 14 07 16 32 33 55 55 50
00 00 00 15 o05 07 25 25 35 55 52 55
00 00 00 04 05 10 32 35 34 55 50 58
00 00 00 O5 10 05 30 33 30 57 57 55
00 00 00 20 21 23 35 30 38 58 58 56
o0 00 00 10 o06 08 33 28 36 51 52 55
00 00 00 20 20 20 39 37 31 57 55 6,0
Consorcio 00 00 00 20 O05 11 34 28 33 55 55 55

Blanco 0,7 07 07 25 25 25 45 45 45 65 65 65

OTMmMmOoOOwW>

% degradacién % degradacion
1% fisicgquimica bacg:]teriana % no degradado
A 30,0 70,0 0,0
B 30,0 70,0 0,0
C 30,0 70,0 0,0
D 30,0 70,0 0,0
E 30,0 70,0 0,0
F 30,0 70,0 0,0
G 30,0 70,0 0,0
Consorcio 30,0 70,0 0,0
3% % qegrao!agién % degraqlacién % no degradado
fisicoguimica bacteriana
A 16,7 53,3 30,0
B 16,7 53,3 30,0
C 16,7 62,2 21,1
D 16,7 61,1 22,2
E 16,7 12,2 71,1
F 16,7 56,7 26,7
G 16,7 16,7 66,7
Consorcio 16,7 43,3 40,0
5% % d_egradgqién % degra(_jacién % no degradado
fisicoguimica bacteriana
A 10,0 36,7 53,3
B 10,0 33,3 56,7
C 10,0 22,7 67,3
D 10,0 28,0 62,0
E 10,0 21,3 68,7
F 10,0 25,3 64,7
G 10,0 18,7 71,3
Consorcio 10,0 26,7 63,3
7% % d_egradgqién % degra(_jacién % no degradado
fisicoguimica bacteriana
A 7,1 16,7 76,2
B 7,1 15,7 77,1
C 7,1 15,2 77,6
D 7,1 12,4 80,5
E 7,1 11,0 81,9
F 7,1 17,6 75,2
G 7,1 11,0 81,9
Consorcio 7,1 14,3 78,6
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Anexo 11. Datos de la Figura 10: ajuste cinético de primer orden In(Co/C) en la
produccién neta de CO2 (g/L) hasta el dia 60, como efecto de la degradacion de
petréleo diésel a distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de

bacterias endofiticas de Cannabis sp., Ayacucho 2024.

Petréleo diésel al 1 % PRIMER ORDEN In(Co/C)

Tdia CepaA CepaB CepaC CepaD CepaE CepaF CepaG Consorcio
5 -1,5686  -1,6987 -1,5892 -1,6358 -1,775 -1,8718 -1,6864 -1,7636
10 -1,6987 -2,2083 -2,0149 -2,0104 -2,0919 -2,1785 -1,5041 -2,0919
15 -1,8299  -2,3289 -2,2513 -2,2618 -2,2618 -2,3059 -1,5115 -2,2756
20 -1,7405  -1,9601 -1,9315 -1,9601 -1,8921 -1,9315 -1,4271 -1,9648
25 -1,5261 -1,596 -1,6094 -1,596  -1,5261 -1,5686 -1,3695 -1,6094
30 -1,0986  -1,1527 -1,1838 -1,1314 -1,0986 -1,1421 -1,0647 -1,1939
35 -0,1823  -0,0953 -0,2364 -0,2097 0,0339 -0,1252  0,0339 -0,449
40 0,2231 0,3102 0,0339 0,0339 0,4055 0,3567 0,4568 -0,0953
45 1,0986 1,6094 0,8362 0,9163 1,3218 1,0033 1,7918 0,6931
50 1,4553 1,6094 1,0986 1,0986 1,7918 1,3218 2,0149 0,6931
55 1,4553 1,6094 1,0986 1,0986 1,7918 1,0986 2,0149 0,6931
60 1,4553 1,6094 0,9163 1,0033 1,7918 1,0986 1,7918 0,6931

Petréleo diésel al 3 % PRIMER ORDEN In(Co/C)

Tdia CepaA CepaB CepaC CepaD CepaE CepaF CepaG Consorcio
5 -1,2432  -1,3083  -1,2993  -1,2622 -1,2622 -1,5824 -0,7097 -1,3524
10 -1,5041  -1,9363 -1,6987 -1,7636  -1,411  -1,8971 -0,6931 -1,5686
15 -1,7579  -2,2046  -2,0325 -2,1748 -1,4028 -2,1282 -0,8329 -2,0753
20 -1,9459  -2,0919 -2,0369 -2,1041 -1,6802 -2,0669 -1,4351 -1,9601
25 -1,7579  -1,8245 -1,8405 -1,8245 -1,6422 -1,7973 -1,5892 -1,7918
30 -1,1314  -1,2528 -1,2622  -1,2238 -1,0647 -1,1939 -1,0415 -1,2432
35 0,2657 0,0339 0,0690 -0,1823 11,0033 -0,1252 0,5108 -0,1823
40 0,2231  -0,0953 -0,0953 -0,2877 11,0033 -0,1542 0,5108 -0,2364
45 1,0986 0,3102 0,6931 0,2657 1,0033 0,5108 1,7918 0,2231
50 0,6931 0,2657 0,568 0,0690 1,0033 0,3102 1,7918 0,1054
55 0,5108 0,1823 0,4055 0,0000 1,0033 0,2231 1,4553 0,1054
60 0,5108 0,1823 0,3567  -0,0645 1,0033 0,1054 1,2040 0,0690

Petréleo diésel al 5 % PRIMER ORDEN In(Co/C)

Tdia CepaA CepaB CepaC CepaD CepaE CepaF CepaG Consorcio
5 -1,1735 -1,443 -1,335 -1,3946  -1,4351 -1,4271 -0,9808 -1,4191
10 -0,9683  -1,9218 -1,7463 -1,7636 -1,6094 -1,8921 -1,1939 -1,6422
15 -1,0986 -2,0753 -1,8971 -1,9315 -1,9071 -2,0015 -1,5686 -1,775
20 -1,3863 -1,912 -1,8245  -1,7918 -1,8405 -1,7918 -1,7521 -1,7287
25 -1,2432 -1,474 -1,4028 -1,4028 -1,3779 -1,4028 -1,4028 -1,3779
30 -0,8615  -1,0415 -0,9933 -1,0296 -0,9555 -0,9933 -1,0296 -0,9555
35 -0,0953 -0,2364 -0,2624 -0,3124 -0,1542 -0,3365 -0,3365 -0,1823
40 -0,0953 -0,2624 -0,1823 -0,4055 -0,1823 -0,2624 -0,2624 -0,0953
45 0,568 0,3102 0,5108 0,1054  0,3567 0,2231 0,4055 0,568
50 0,5108 0,4055 0,5108 0,0000  0,3567 0,2657 0,3102 0,5108
55 0,3567 0,3567 0,3567 0,0000  0,3567 0,2231 0,3102 0,4055
60 0,2657 0,3567 0,2231  -0,0953 0,3567 0,1054  0,3102 0,4055

Petréleo diésel 7 % PRIMER ORDEN In(Co/C)

Tdia CepaA CepaB CepaC CepaD CepaE CepaF CepaG Consorcio
5 -1,3437 -1,474 -1,443 -1,2993 -1,474  -1,1939 -1,1314 -1,3946
10 -1,5616  -1,7521  -1,7693  -1,2622 -1,5476 -1,2809 -1,1421 -1,335
15 -1,4663 -1,8718 -1,8871 -1,1939 -1,7047 -1,361  -1,0296 -1,4191
20 -1,4816 -1,655 -1,7108 -1,3695 -1,6027 -1,5261 -1,5188 -1,5188
25 -1,0176  -1,1735 -1,1527 -1,0531 -1,0531 -1,0761 -1,0761 -1,1206
30 -0,1542  -0,3365 -0,2624 -0,1542 -0,2097 -0,2877 -0,2364 -0,0953
35 -0,0953 -0,2624 -0,1823 -0,2624 -0,4055 -0,2624 -0,1823 -0,2877
40 -0,1542  -0,2097 -0,1823 -0,2097 -0,383  -0,2624 -0,1542 -0,2877
45 0,9163 0,568 0,568 0,6286 0,4055  0,6286 0,8362 0,3567
50 0,9163 0,3567 0,5108 0,5108 0,2657 0,3567 0,6931 0,3567
55 0,6931 0,3102 0,4055 0,4055 0,1823 0,3567 0,6931 0,2657
60 0,568 0,2657 0,3567 0,4055 0,1054  0,3567 0,5108 0,2657
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Anexo 12. Comparacion de los indices de ajuste (R?) de modelos cinéticos de orden cero, primer orden y segundo orden en la degradacion

de petréleo diésel por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de Cannabis sp., Ayacucho 2024.

Conc » 1 % petrdleo diésel 3 % petréleo diésel 5 % petréleo diésel 7 % petréleo diésel
orden ler 2do orden ler 2do orden ler 2do orden ler 2do
Cinética cero orden orden cero orden orden cero orden orden cero orden orden
[A] In(Co/C) 1/[A] [A] In(Co/C) 1/[A] [A] In(Co/C) 1/[A] [A] In(Co/C) 1/[A]

Cepa A 0,8401 0,8925 0,8032 0,6107 0,7253 0,6361 0,7315 0,7847 0,7453 0,8194 0,8615 0,7447
CepaB  0,7582 0,8857 0,7743 0,6153 0,7435 0,7864 0,7246 0,8537 0,8610 0,7595 0,8494 0,8028
CepaC  0,7462 0,8744 0,8019 0,6171 0,7465 0,7350 0,7274 0,8218 0,7737 0,7401 0,8492 0,8282
CepaD 0,7516 0,8817 0,8134 0,5693 0,7056 0,7275 0,7262 0,8154 0,8169 0,8347 0,8618 0,7981
CepaE  0,7943 0,9103 0,7949 0,6723 0,7441 0,7562 0,7347 0,8513 0,8643 0,7769 0,8340 0,7868
CepaF 0,8012 0,8988 0,8069 0,7029 0,7879 0,7447 0,7405 0,8479 0,8440 0,7611 0,8328 0,7752
Cepa G  0,9077 0,8852 0,7409 0,4292 0,6732 0,6109 0,5921 0,7483 0,7843 0,7214 0,8216 0,7536
Consor. 0,7867 0,8910 0,8311 0,6087 0,7464 0,7932 0,7879 0,8551 0,8730 0,7962 0,8469 0,8398

Nota. Los valores expresados corresponden al coeficiente de determinacién obtenido al ajustar la produccién acumulativa de CO, a tres modelos cinéticos: orden cero, primer orden
(In(Co/C)) y segundo orden (1/[A]), en diferentes concentraciones de diésel (1, 3,5y 7 %).
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Anexo 13. Prueba de normalidad y homogeneidad de los datos de produccién
neta de CO; (g/L) por dia, como efecto de la degradacién de petréleo diésel a
distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas
de Cannabis sp., Ayacucho 2024.

PRODUCCION NETA DE CO;
PRUEBA DE DISTRIBUCION NORMAL Y HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

PRUEBA DE KOLMOGOROV - SMIRNOV PRUEBA DE LEVENE

DIA

(p-valor) (p-valor)
05 0,4179 0,9437
10 0,5097 0,9982
15 0,2262 0,8118
20 0,2593 0,05246

Nota. Los resultados de la prueba de Kolmogorov—Smirnov indican que los datos siguen una distribucién normal
en cada uno de los dias evaluados. Asimismo, la prueba de Levene muestra que las varianzas son homogéneas
en todos los casos (p > 0,05), lo que sugiere que la dispersion de los datos es consistente entre los diferentes
grupos evaluados.
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Anexo 14. Prueba de diferencia significativa ANOVA en la produccién neta de CO-
(g/L) por dia, como efecto de la degradacion de petréleo diésel a distintas
concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de
Cannabis sp., Ayacucho 2024.

PRUEBA DE ANOVA (p-valor)
CONCENTRACION DE PETROLEO DIESEL

DIA 1% 3% 5% 7%
05 0,00282 0,00855 0,0018 0,109*
10 2,31e-06 0,00114 0,00856 0,0458
15 4,15e-08 3,67e-06 0,0967* 0,000977
20 3,83e-06 5,11e-08 0,848* 0,0202

Nota. Los valores marcados con * indican que no se encontraron diferencias significativas (p = 0,05) entre los
grupos comparados en esa concentracion de petréleo diésel. Los demas valores (p < 0,05) reflejaron diferencias
estadisticamente significativas segin el ANOVA.
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Anexo 15. Prueba de normalidad y homogeneidad de los datos de porcentaje de
ml residual de petréleo diésel al dia 60, como efecto de la degradacién a distintas
concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas de
Cannabis sp., Ayacucho 2024.

PORCENTAJE DE MILILITRO RESIDUAL
PRUEBA DE DISTRIBUCION NORMAL Y HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

DIA PRUEBA DE KOLMOGOROV - SMIRNOV PRUEBA DE LEVENE
(p-valor) (p-valor)
60 0,05141 0, 3646

Nota. Los resultados indican que, a dia 60, la distribucién de los datos se aproximé a la normalidad (Kolmogorov—
Smirnov) y se cumplié la homogeneidad de varianza (Levene) con un p > 0,05.
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Anexo 16. Prueba de diferencia significancia ANOVA de los datos de porcentaje
de ml residual de petréleo diésel al dia 60, como efecto de la degradacién a
distintas concentraciones iniciales, por cepas y consorcio de bacterias endofiticas

de la raiz de Cannabis sp., Ayacucho 2024.

PRUEBA DE ANOVA (p-valor)
CONCENTRACION DE PETROLEO DIESEL
DIA 1% 3% 5% 7%
60 <2e-16 5,91e-07 4,98e-05 3,56e-07
Nota. Los valores de p obtenidos mediante ANOVA indican diferencias altamente significativas (p < 0,001) entre
los tratamientos para cada concentracion evaluada. Los resultados confirman que, a pesar de algunas

variaciones en la produccién residual de petréleo diésel, existen diferencias significativas en la degradacion
segun el tratamiento aplicado.
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Anexo 17. Extraccién, purificacion y analisis de pureza de ADN gendmico de
bacterias aisladas de la raiz de Cannabis sp., Laboratorio de Inmunologia y

Microbiologia Clinica, Ayacucho 2024.

Columnas con filtros para la extraccion y purificacién de ADN ADN purificado

| nélisis de purza del ADN Espectrofotémetro UV Vis- Pipetéo del ADN
fluorémetro DeNovix DS-11
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Anexo 18. Resultados de la pureza de ADN (longitud de onda vs absorbancia en

10 mm) mediante espectrofotometria UV-Vis/fluorometro DeNovix DS-11 de las

bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2024.

25

O} Q @,

6 Bn 21912 ng/ul I

2

12 Cn 18,855 ng/pl I

15 Dn 13796 ng/pl I e T

17 En 10,597 ng/pl I ﬂ .

19 Fn 12,041 ng/pl I )

23 Gn 9584  ng/pl I " % 2 ;

29 An 29,563 ng/pl I o .

220 240 260 ngg[ésgdem 300 320 340
Datos de la pureza de ADN.

Cepa []ng/uL A230 A260 A280 A340 A260/280 A 260/230
A 29,563 0,249 0,5913 0,317 -0,009 1,87 2,38
B 21,912 0,203 0,4382 0,239 -0,005 1,84 2,16
C 18,855 0,172 0,3771 0,203 -0,001 1,86 2,20
D 13,796* 0,148 0,2759 0,158 -0,010 1,75 1,86
E 10,597 0,092 0,2119 0,111 -0,009 1,91 2,31
F 12,041* 0,094 0,2408 0,130 -0,017 1,86 2,57
G 9,584* 0,064 0,1917 0,100 -0,006 1,91 2,97

Nota. [ ]: concentracion, A: absorbancia, * debajo de la concentracion minima.
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Anexo 19. Resultado de la evaluaciéon de la integridad del ADN purificado de
bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp. por electroforesis Gelato minipcr,

Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica Ayacucho 2024.

Pipeteo de las muestras de ADN en cada
pocillo

1500

1000
900
800
700
600
500
400

Nota. Se emple6 un gel de agarosa al 0,8 % corrido a 75V por 20 min. Carril M: Ladder de 100 bp; carriles 1 a 7:
cepas A, B, C, D, E, Fy G; carril N: Control negativo.
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Anexo 20. Reporte de longitud y calidad promedio de lecturas, NanoPlot, del
secuenciamiento con Flongle (Oxford Nanopore) bacterias endofiticas aisladas de

Cannabis sp., Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica, Ayacucho 2024.

Primado y cargado de la celda de flujo Flongle

z .o .
7 '
2
%
:
00 10k 20k 30k 40k 50k 60k 70k
Read lengths
Resumen estadistico
Medida Valor
Numero de lecturas 9076
Numero de bases 50 361 271.0
Longitud de lectura media 31815
Longitud media de lectura 5548,8
Desv. estand. de la longitud de lectura 6 655,5
n50 10773,0
Lecturas > Q10 4174 (46,0 %) 30,7 Mb
Lecturas > Q15 59 (0,7 %) 0,6 Mb

Nota. Se utilizé NanoPlot para analizar la relacion entre la longitud de lectura y la calidad promedio de las
secuencias, representando la distribucion de lecturas en funcién de su longitud (eje x) y calidad (eje y). Las
meétricas n50 y los valores de Q (calidad) permiten evaluar la confiabilidad de las secuencias generadas.
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Anexo 21. Visualizacion de contigs generados tras el ensamblaje del ADN de siete
cepas endofiticas aisladas de Cannabis sp. con Flye y representados con
Bandage, Ayacucho 2024.

CEPA A CEPA B
CEPAC CEPA D
— @ — — - —
A —— —_— —_— —— —_
CEPAE CEPAF
/
Sl S T
P ——— (RE— pr— = -
CEPA G

(OO

Nota. Los colores representan diferentes segmentos del ensamblaje reflejando variaciones en cobertura,
estructuras o regiones no resueltas, mientras que las formas reflejan la continuidad y organizacion del genoma.
Los contigs més largos y curvos sugieren posibles replicones completos, mientras que los mas fragmentados
pueden indicar regiones menos cubiertas o estructuralmente complejas.
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Anexo 22. Herramientas bioinformaticas utilizadas en la ubicacion taxonémica in

silico de las siete cepas bacterianas aisladas de la raiz de Cannabis sp. mediante
Galaxy, SnapGene y NCBI BLAST, Ayacucho 2024.

2 Herramientas © &
== Buscar herramientas bl
e

% | GetData i
o Send Data

Collection Operations
GENERAL TEXT TOOLS.
Text Manipulation

Filter and Sort

.
vimusizsten | Join, Subtract and Group
a Datamash
riere: | GENOMIC FILE MANIPULATION
m FASTA/FASTGQ
e | FAST@ Quality Control
; SAM/BAM
oatsaets BED
& VCF/BCF
p— Nanopore
Convert Formats
Lift-Over
. COMMON GENOMICS TOOLS

Interactive Tools

Operate on Genomic Intervals

Fetch Sequences/Alignments

A Flujo de Trabe

AVAILABLE NOW IN GALAXY

ColabFold

COLABFOLD: MAKING PROTEIN FOLDING ACCESSIBLE TO ALL
MIRDITA ET AL (2022)

Donate to the James P. Taylor Foundation for Open Science

Learn More

Galaxy version 24130806, commit

. History +
search datasets v x
Unnamed history ’
sszme a e W oo
@ s

15 Bandage Image on data @ # W
14: Assembly Graph Image

g EYa ]

12: Bandage Image on data @ /W
12: Assembly Graph Image

12:e ®su

1T: Bandage Image on dsta 1 @ # W
©: Assembly Graph Image

1o esw

9 Bandage Image on data @ #
8: Assembly Graph Image

8 copac s u

7 Bandage Image on data @ # W
: Assembly Graph Image

& ceps bn inicio esw

5 Bandage Image on data 1: @ # W
Assembly Graph Image

Ventana de la plataforma Galaxy de codigo abierto.

e @ s W T

»oron
Fle 38 View Entymes Festures Prmen Achoms Window Help

Selected: 2 primers (48,296 . 49,781 = 1486 bo)

e | feomais comors e ol

(5295 Eaet
wo,237) mamt
start (o (o) oAl (a2e31) Maunt 1-cout (32358 et e300y End (032)
|
Toann o oo
Contigl>_Cepa0d016
12:5%
s 6 Gulbrs Necvadindan |
e [ seumncs T ] i
2] (it s 1 7. = 5
v et b pn
T
r—— pvp—
b3 [T 2] (g o) /T, = 40
LR TTAC [22 » froduct Name:
o % | e
¥ monperyans = = o carct

Ventana del software SnapGene para el PCR in silico (16S).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST ® Home RecentResults Saved Strategies Help

Basic Local Alighment Search Tool

Non-interactive searches of nt switch to core_nt
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
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WebBLAST and PrimerBLAST searches of “'nt™ will

Tue, 24 Sep 2024 B More BLAST news

Web BLAST

Ventana de la plataforma de cédigo abierto NCBI para el BLAST.
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Anexo 23. Ubicacion taxondmica de la cepa A aislada de Cannabis sp. mediante
analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNIr), Ayacucho 2024.

Kraken2
3,55 29 29 U 0 unclassified
96,45 789 2 R 1 root
96,21 787 0 R1 131567 cellular organisms
96,21 787 0 D 2 Bacteria
96,09 786 1 P 1224 Proteobacteria
95,97 785 2 C 1236 Gammaproteobacteria
94,87 776 0 0] 72274  Pseudomonadales
94,87 776 O F 135621 Pseudomonadaceae
94,87 776 38 G 286 Pseudomonas

48,17 394 2 Gl 136 841 Pseudomonas aeruginosa group
44,87 367 367 S 53408 Pseudomonas citronellolis

NCBI BLAST
Descripcion Nombre Cientifico Query E Per.
Cover value Ident
Pseudomonas citronellolis Pseudomonas 100% 1e-160 96,82 %
strain G5.80 chromosome, citronellolis
complete genome
Pseudomonas citronellolis Pseudomonas 100 % 1e-160 96,82 %
strain C12 chromosome, citronellolis

complete genome

Nota. Kraken2 analizé el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 94,87 %
de las lecturas dentro del género Pseudomonas, con una alta asignacion a Pseudomonas citronellolis (44,87 %).
El andlisis con NCBI BLAST, basado en la region 16S RNAr amplificada, confirmé la identificacion de
Pseudomonas citronellolis con un 100 % de cobertura de consulta y 96,82 % de identidad. La combinacién de
estos métodos refuerza la ubicacion taxondmica de la Cepa A dentro de esta especie.
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Anexo 24. Ubicacion taxondmica de la cepa B aislada de Cannabis sp. mediante
analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
Bacteria 722
Bacteria_Proteobacteria 720
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 720
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 706
Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 706
Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 706
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter calcoaceticus 423
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter pittii 80
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter baumannii 61
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter seifertii 38
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter lactucae 16
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter nosocomialis 4
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter oleivorans 63
NCBI BLAST
Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex
Descripcién Nombre Query E Per.
Cientifico Cover value Ident
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 100 % 0,0 86,53 %
ATCC 23055 16S ribosomal RNA, calcoaceticus
partial sequence
Acinetobacter lactucae isolate QL-1 Acinetobacter 100 % 0,0 86,27 %
chromosome, complete genome lactucae
Acinetobacter pittii strain XJ88 Acinetobacter 100 % 0,0 86,02 %
chromosome, complete genome pittii
Acinetobacter oleivorans strain r303 Acinetobacter 100 % 0,0 85,91 %
16S ribosomal RNA gene, partial oleivorans
sequence
Acinetobacter seifertii strain AS23 Acinetobacter 100 % 0,0 85,61 %
chromosome, complete genome seifertii
Acinetobacter nosocomialis strain Acinetobacter 100 % 0,0 85,48 %

2014S01-097 chromosome, complete

genome

nosocomialis

Nota. Kraken2 analiz6 el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 97,78
% de las lecturas dentro de la familia Moraxellaceae, con una asignacién predominante al género Acinetobacter.
La especie con mayor representacion fue Acinetobacter calcoaceticus (58,65 %), seguida de otras especies del
Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex. El andlisis con NCBI BLAST, basado en la region 16S rRNA
confirmd la identificacion de Acinetobacter calcoaceticus, con un 100 % de cobertura de consulta y una identidad
del 86,53 %, ademas de otras especies relacionadas con una identidad superior al 85 %. La combinacion de
estos métodos refuerza la ubicacion taxonémica de la Cepa B dentro de dicho complejo bacteriano.
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Anexo 25. Ubicacién taxonémica de la cepa C aislada de Cannabis sp mediante

analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
2,57 96 96 U 0 unclassified
97,43 3639 6 R 1 root
97,19 3630 0 R1 131567 cellular organisms
97,11 3627 0 D 2 Bacteria
97,03 3624 1 P 1224 Proteobacteria
96,92 3620 12 C 1236 Gammaproteobacteria
94,59 3533 0 @) 72274  Pseudomonadales
9459 3533 F 135621 Pseudomonadaceae
94,54 3531 89 G 286 Pseudomonas
89,96 3360 26 Gl 136845 Pseudomonas putida group
88,43 3303 1773 S 303 Pseudomonas putida
NCBI BLAST
Descripcién Nombre Cientifico Query E Per.
Cover value Ident
Pseudomonas putida NBRC Pseudomonas putida 100 % Te- 97,12 %
14164 DNA, complete genome NBRC 14164 163
Pseudomonas putida strain L1-  Pseudomonas putida 100 % Te- 97,12 %

5 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

163

Nota. Kraken2 analizé el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 94,54
% dentro del género Pseudomonas, con una alta asignacion a Pseudomonas putida (88,43 %). El analisis con
NCBI BLAST, basado en la region 16S ARNr amplificada, confirmé la identificacion de Pseudomonas putida con
un 100 % de cobertura de consulta y 97,12 % de identidad. La combinacion de estos métodos refuerza la
ubicacion taxonémica de la Cepa C dentro de esta especie.
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Anexo 26. Ubicacién taxondmica de la cepa D aislada de Cannabis sp mediante
analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
Bacteria 444
Bacteria_Proteobacteria 443
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 443
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 440
Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 440
Moraxellales_Moraxellaceae Acinetobacter 440
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter calcoaceticus 248
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter pittii 51
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter baumannii 34
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter seifertii 17
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter lactucae 13
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter nosocomialis 2
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter oleivorans 54
NCBI BLAST

Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

Descripcién Nombre Query E Per.
Cientifico Cover value Ident
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 99 % 0,0 90,26 %
NCIMB13260 chromosome, calcoaceticus
complete genome
Acinetobacter lactucae QL-1 Acinetobacter 99 % 0,0 88,00 %
chromosome, complete genome lactucae
Acinetobacter pittii PHEA-2 Acinetobacter 98 % 0,0 87,97 %
chromosome, complete genome pittii PHEA-2
Acinetobacter baumannii strain Acinetobacter 99 % 0,0 87,06 %
SHOU-AbO1 chromosome, complete baumannii
genome
Acinetobacter seifertii strain AS79 Acinetobacter 90 % 0,0 86,08 %
chromosome, complete genome seifertii
Acinetobacter nosocomialis M2 Acinetobacter 97 % 0,0 84,34 %

chromosome, complete genome nosocomialis M2

Nota. Kraken2 analiz6 el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando la mayoria
de las lecturas dentro de la familia Moraxellaceae, con una asignacién predominante al género Acinetobacter. La
especie con mayor representacion fue Acinetobacter calcoaceticus (56,36 %), seguida de otras especies del
Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex. El andlisis con NCBI BLAST, basado en la region 16S rRNA
confirmd la identificacion de Acinetobacter calcoaceticus, con un 99 % de cobertura de consulta y una identidad
del 90,26 %, ademas de otras especies relacionadas con una identidad superior al 84 %. La combinacion de
estos métodos refuerza la ubicacion taxonémica de la Cepa B dentro de dicho complejo bacteriano.
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Anexo 27. Ubicacion taxondémica de la cepa E aislada de Cannabis sp. mediante
analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
Bacteria 212
Bacteria_Proteobacteria 212
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 212
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Pseudomonadales 203
Gammaproteobacteria_Pseudomonadales_Pseudomonadaceae 203
Pseudomonadales_Pseudomonadaceae Pseudomonas 203
Pseudomonadaceae_Pseudomonas_Pseudomonas sp. FDAARGOS_ 380 98
NCBI BLAST
Descripcion Nombre Query E Per.
Cientifico Cover value Ident
Pseudomonas sp. FP215 Pseudomonas sp. 100 % 0,0 96,31 %
chromosome, complete genome FP215
Pseudomonas salmasensis strain Pseudomonas 100 % 0,0 95,51 %
POE54 chromosome, complete salmasensis
genome
Pseudomonas salmasensis strain Pseudomonas 100 % 0,0 95,08 %
SWRI126 chromosome, complete salmasensis
genome
Pseudomonas sp. FJ2-5-13 Pseudomonas sp. 100 % 0,0 94,11 %
chromosome, complete genome FJ2-5-13
Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. 100 % 0,0 93,80 %

FDAARGOS_380 chromosome,

complete genome

FDAARGOS_380

Nota. Kraken2 analiz6 el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 95,75
% dentro del género Pseudomonas, con una alta asignacion a Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 (46,23 %).
El andlisis con NCBI BLAST, basado en la region 16S ARNr amplificada, revelé6 como mejor coincidencia a
Pseudomonas sp. FP215 con un 100 % de cobertura de consulta y 96,31 % de identidad, seguido de otras
coincidencias con Pseudomonas salmasensis. La combinacion de estos métodos confirma que la Cepa E
pertenece al género Pseudomonas, aungue las discrepancias observadas sugieren la necesidad de estudios
adicionales para precisar su ubicacion a nivel de especie.
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Anexo 28. Ubicacion taxondémica de la cepa F aislada de Cannabis sp. mediante
analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S
ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
Bacteria 58
Bacteria_Proteobacteria 58
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 58
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 58
Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 58
Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 58
Moraxellaceae_Acinetobacter_Acinetobacter calcoaceticus 45

Moraxellaceae|g__Acinetobacter|s__Acinetobacter pittii
Moraxellaceae|g__Acinetobacter|s__Acinetobacter seifertii

Moraxellaceae|g__ Acinetobacter|s__Acinetobacter baumannii

NCBI BLAST
Descripcion Nombre Query E Per.
Cientifico Cover value Ident
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 100 % 0,0 95,68 %
ARu19 chromosome, complete calcoaceticus
genome
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 100 % 0,0 95,55 %
NCIMB13260 chromosome, calcoaceticus
complete genome
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 100 % 0,0 95,55 %

ATCC 23055 16S ribosomal RNA, calcoaceticus

partial sequence
Acinetobacter calcoaceticus strain Acinetobacter 100 % 0,0 95,55 %
UTMR2 16S ribosomal RNA gene, calcoaceticus

partial sequence

Nota. Kraken2 analiz6 el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 100 %
dentro del género Acinetobacter, con una alta asignacion a Acinetobacter calcoaceticus (77,6 %). El analisis con
NCBI BLAST, basado en la region 16S ARNr amplificada, confirmé la identificaciobn de Acinetobacter
calcoaceticus con un 100 % de cobertura de consulta y 95,68 % de identidad. La combinacion de estos métodos
refuerza la ubicacion taxonémica de la Cepa C dentro de esta especie.
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Anexo 29. Ubicacion taxondmica de la cepa G aislada de Cannabis sp. mediante

analisis bioinformético con Kraken2 (genoma total) y NCBI BLAST (regién 16S

ARNr), Ayacucho 2024.

Kraken2
Bacteria 517
Bacteria_Proteobacteria 514
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria 514
Bacteria_Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales 496
Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae 496
Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter 496
Gammaproteobacteria_Moraxellales_Moraxellaceae_Acinetobacter_
Acinetobacter schindleri 423
NCBI BLAST
Descripcion Nombre Query E Per.
Cientifico Cover value Ident
Acinetobacter schindleri strain Acinetobacter 100 % 0,0 90,08 %
BDT2091 chromosome, complete schindleri
genome
Acinetobacter schindleri strain Acinetobacter 100 % 0,0 89,95 %
HZE30-1 chromosome, complete schindleri
genome

Nota. Kraken2 analiz6 el conjunto completo de lecturas obtenidas en el secuenciamiento, clasificando el 100 %
dentro del género Acinetobacter, con una alta asignaciéon a Acinetobacter schindleri (81,7 %). El analisis con
NCBI BLAST, basado en la regién 16S ARNr amplificada, confirmé la identificacion de Acinetobacter schindleri
con un 100 % de cobertura de consulta y 90,08 % de identidad. La combinacion de estos métodos refuerza la

ubicacién taxonémica de la Cepa C dentro de esta especie.
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Anexo 30. Decreto supremo N° 018-2022-EM sobre la comercializacién de

petréleo diésel ultra bajo en azufre, El Peruano.

62 NORMAS LEGALES

23,
Wiernes 30 de diciembre de 2022 / ‘.S? El Peruano

N" 1252, Decreto Legislativo que crea el Sistema
Macional de Programacién Multianual y Gestidn de
Inversiones, aprobado por el Decreto Supremo N°
284-2018-EF y su medificatoria; el Reglamento que
establece disposiciones relativas a la publicidad,
publicacién de Proyectos Normativos y Difusidn de
Mormas Legales de Caracter General, aprobado
por Decreto Supremo N® 001-2009-JUS, el Decreto
Supremo que aprueba el Reglamento de la Ley Marco
para la Produccidén y Sistematizacién Legislativa,
aprobade por Decreto Supremo N* 007-2022-JUS, el
Reglamento de Organizacidn y Funciones del Ministerio
de Educacidn, aprobado por el Decreto Supremo N*®
001-2015-MINEDU ¥y la Resolucitn de Secretaria
General N® 090-2020-MINEDU,;

SE RESUELVE:

Articule 1.- Disponer la publicacién del proyecto de
Morma Técnica “Criterios de Disefio para Institutos vy
Escuelas de Educacidn Superior Tecnobdgica. y Cenfros
de Educacidn Técnico-Productiva™, que modifica la Momna
Técnica denominada “Criterios de Disefio para Institutos v
Eszcuelas de Educacidn Superior Tecnoldgica®™ aprobada
por Resolucidn Viceministerial N° 140-2021-MINEDU,
asimismo su exposicidn de motives v la descripcidn de
los temas que involucra dicho proyecto normativo, que
como Anexo | forman parte de la presente Resolucidn, en
el portal institucional del Ministerio de Educacidn (waww.
gob.pe/minedu).

Articulo 2.- Establecer el plazo de guince (15) dias
habiles, contados a partir del dia siguiente de la publicacién
de la presente Resolucidn, para recibir las sugerencias
y apontes de las entidades pdblicas y privadas, v de la
ciudadania en general.

Articule 3.- Los comentarios al proyecto normativo
s& realizan a través del “Formato de Observaciones,
Consultas y'o Recomendaciones™ que, como Anexo |
forma parte de la presente resolucién, a las direcciones
electrdnicas: DINORO1@minedu.gob.pe yio ELEONE
minedu_gob.pe, de la arguitecta Pamela Claudia Jara
Acosta vy la abogada Elizabeth Diana Ledn Salazar,
respectivamente.

Articulo 4 - Encargar a la Direccidn General de

Infraestructura Educativa el seguimiento v la supervigién
de las actividades relacionadas al proceso de difusién del
mencionado proyecto nomativo hasta finalizar el mismo.

Articulo 5.- Disponer la publicacién de la presente
Resolucidn v sus anexos en el Sistermna de Informacién
Juridica de Educacién - SIJE, ubicado en el Portal
Institucional del Ministerioc de Educacidn {www.gob_ pe/
minedu), el mismo dia su publicacidn en el Diario Oficial
“El Peruana”.

Reglstrese, comuniquese y publiquese.

JOSE LUIS GARGUREVICH WALDEZ
Viceministro de Gestidn Institucional
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ENERGIA Y MINAS

Decreto Supremo gque modifica los plazos
de adecuaciéon paralaimplementaciéndela
comercializacién de Gasolinas y Gasoholes
regular y premium

DECRETO SUPREMO
N® 018-2022-EM

LA PRESIDENTA DE LA REPUBLICA
CONSIDERANDO:
Que, & articulo 3 del Texto Unico Ordenado de la

Ley Orgdnica de Hidrocarburos, aprobado por Decreto
Supremo N° 042-2005-EM, establece que el Ministerio

de Energla y Minas es el encargado de elaborar, aprobar,
proponer y aplicar la politica del Sector, asi como de dictar
las demas nommas pertinentes; .

Que, el articulo 76 del Texto Unice Ordenado de la
Ley Organica de Hidrocarburos, aprobado por Decreto
Supremo MN® 042-2005-EM, sefala que, entre otras
actividades, la comercializacidn de los productos
derivados de los hidrocarburos se regird por las normas
que apruebe el Ministerio de Energia y Minas, las
cuales deberan contener mecanizmos que satisfagan el
abastecimiento del mercado intemo;

Que, mediante el ariculc 1 del Decreto Supremo
N* 014-2021-EM, modificade por Decreto Supremo
N* 008-2022-EM se establecen medidas relacionadas
al uso y comercializacién de Gasolinas y Gasoholes;
disponiéndose, a partir del 01 de enero de 2023, el uso vy
comercializacidn obligatoria a nivel nacional de Gasolinas
y Gasoholes para uso automotor, Regular v Premium;

Que, aszimizmo, el articulo 2 del Decreto Supremo
N* 014-2021-EM modificado mediante Decreto Suprema
N* 006-2022-EM establece el uso y comercializacidn de
Gasolinas y Gascholes con un contenido de azufre no
mayor de 50 ppm a partir del 01 de enero de 2023;

Que, adicionalmente, la Unica Disposicidn
Complementaria Transitoria del Decreto Supremo N°
014-2021-EM establece de manera temporal el uso y
comercializacidn de Gasolina 84 en los departamentos de
Amazonas, Loreto, Madre de Dios v San Martin, hasta el
30 de junio de 2023;

Que, por su parte, la Oclava Disposicidn
Complementaria Final del Decretc Supremo N® 002-
2022-EM dispone que, los Productores, Importadores,
responzables de Plantas de Abastecimiento, Terminales
y Distribuidores Mayoristas tienen un plazo de treinta (30)
dias calendario contado a partir de la entrada en vigencia
del articulo 1 del Decreto Supremo N* 014-2021-EM,
para cumplir con las disposiciones del citado articulo.
Asimismo, los operadores de los Establecimientos de
Venta al Pdblico de Combustibles y de Consumidores
Directos tienen un plazo de treinta (30) dias calendario
adicional, a efectos de cumplir con lo establecido en el
articule 1 de la citada norma;

Que, como consecuencia del incremento de los
Precios de Referencia de Importacidn, los precios

finales de la Gasclina’Gasochol 84 se incrementaron
entre mayo de 2020 y noviembre de 2022 en mas del
50%, lo cual viene impactando negativamente en la
economia de los usuarios finales; circunstancia que
=e agravaria por el diferencial de precios que tendria
que asumir el usuario final debide a la migracién del
Gasolina/Gaschol 84 hacia la Gasolina/Gasohol
Reqular;

Que, considerando la capacidad limitada de tangues
de almacenamiento en los Terminales vy Plantas y que los
volimenes de inventarios deben ser los mas reducidos
posibles para lograr obtener los colores de las Gasolinas
Regular y Premium, es necesario establecer plazos
mayores para la adecuacion de los agentes del mercado,
asi como para contar con el tiempo necesario para
llevar a cabo el proceso de adquisicidn de colorantes
de manera oportuna para la comercializacién de dichos
combustibles;

Que, en ese contexto, y de conformidad conm la
normativa citada, resulta pertinente modificar e Decreto
Supremo N° 014-2021-EM y Decreto Supremo N® 002-
2022-EM a efectos de ampliar los plazos de adecuacion
para la implementacién de la comercializacién de
Gasolinas y Gasoholes Regular y Premium por parte
de los agentes de la cadena de comercializacidn de
Combustibles Liquidos, asi como para permitir &l uso
temporal del Gasohol 84 octanos, considerando su
implicancia en el desarrollo adecuado del mercado
de los combustibles a nivel nacional, y con ello, la
exigencia del uso y comercializacidn de los citados
productos;

Que, en uso de las atribuciones previstas en los
incisos 8) y 24) del articule 118 de la Constitucidn Pelitica
del Perd; el Texto Unico Ordenado de la Ley N 26221,
Ley Organica de Hidrocarburos, aprobado mediante
Decretc Supremo N® 042-2005-EM y el Decretoc Ley
N° 25909,

Nota. Adaptado del Decreto Supremo N° 018-2022-EM (2022), publicado en el diario oficial El Peruano, el cual
establece disposiciones y plazos de adecuacion para la comercializacion de diésel con bajo contenido de azufre

en el territorio nacional.
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Anexo 31. Especificaciones técnicas del petréleo diésel B5 S-50 Ultra Petropera.

Petréleos del Peri - PETROPERU S.A.

ESPECIFICACIONES TECNICAS PETROPERU

? Petroperu

CLASE DE PRODUCTO Fecha efectiva;
COMBUSTIBLE Febrero 2024
TIPO DE PRODUCTO Reemplaza edicidn dea:
DESTILADO MEDIO ULTRA BAJO AZUFRE + 5% BIODIESEL B100 Enere 2019
NOMBRE DE PRODUCTO
DIESEL B5 S-50
ESPECIFICACIONES (a) METODO DE ENSAYO
PROPIEDADES MIN. | MAX. ASTM OTROS
APARIENCIA Clara y brillante, libre de aguay particulas D176 Vieusl
en suspension
Color ASTM _ {b) 3.0 D-1500, D-6045 Visual
VOLATILIDAD
Gravedad APl a 60 °F Reportar D-1298, D-4052
Destilacién, “C (a 760 mmHg)
Punto inicial de ebullicion Reportar
5 %V recuperado Reportar
10 %V recuperado Reportar
20 %V recuperado Reportar D86 1S0 3405
50 %V recuperado Reportar
90 %V recuperado 282 360
95 %V recuperado Reportar
Punto final de ebullicién Reportar
Punto de inflamacion,”C 52 D83, D3828, DT084 150 2719
FLUIDEZ
Viscosidad cinematica a 40°C, ¢St (c) 1.9 4.1 D-445 150 3104
Punto de escurrimiento, °C +4 [0-97, D-5949, D-5950 IS0 3016
D-2500,0-5771,
Punto de nube Reportar D772 05773
COMBUSTION
Numero de cetano (d) 45 D613 150 5165
Indice de cetano (e) 40 D-4737, D=976 150 4264
COMPOSICION
Cenizas, % masa 0.01 D482 150 6245
Residuo de carbin,10% residuo destilacién, %masa 0.35 04530, 0189, D524 150 6615
D-5453, D-2622,
Azufre total, mg/Kg 50 07039, D-7220 150 20846, 150 145596
CORROSIVIDAD
Corrosién lamina de cobre, 3h, 50°C, N° 3 D-130 150 2160
CONTAMINANTES
Agua y Sedimentos, %V 0.05 D-2708
ESTABILIDAD A LA OXIDACION
Estabilidad a la oxidacién, mg/100mL Reportar D-2274
LUBRICIDAD
Lubricidad, diametro rasgado de uso
corregido, HFRR a 60°C, micras 520 DBOTY, D7688 150 121561
REQUERIMIENTOS DE OPERATIVIDAD
Punto de Obstruccién del Filtro, Flujo en
Frio, (CFPP 6 POFF), °C -8 peart UNEEN-1E
CONDUCTIVIDAD
Conductividad, pS/m 25 D-2624, D-4308
BIODIESEL 100 (B100)
Contenido, % Vol. 5 D-7371 UNE EN 14078

OBSERVACIONES:

{a) De conformidad con el D.S. N” 082-2008-EM y su Fe de Erratas.

{b) Se acplicara coloranta verde en las Plantas de Vents, segln decision de la Geencia Comercial,

{¢) La viscosidad cinematica a 40°C puede ser 1.7 ¢S4, si el Punto de Nube especificado es menor a -12°C para los meses frios.

{d) De no contar con el equipa del métoda ASTM D-513 (Numero de Cetano), se calculars el indice de Cetano con el método ASTM D-4737.

(2) El método ASTM D-876, se usara unicamante para combustibles Digsel de rango de N° Cetano entre 56.5 a 80.0.

| Pag. 1 de 1

Nota. Adaptado de Petroperu (2024), en la que se describe las caracteristicas, estandares de calidad y requisitos
técnicos del diésel B5 S-50 Ultra utilizado en el mercado nacional.
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Anexo 32. Decreto supremo N° 005-2019-SA — Ley N° 30681: Respaldo legal para
el transporte de Cannabis sp. no psicoactivo.

005-2019-5A
MINISTERIO DE SALUD No.......n..0l . .

CA Dg;
e 1IN
L 2 2

DECRETO SUPREMO QUE APRUEBA EL REGLAMENTO DE LA LEY N° 30681,
LEY QUE REGULA EL USO MEDICINAL Y TERAPEUTICO DEL CANNABIS Y SUS
DERIVADOS

EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA
CONSIDERANDO:

Que, la Ley N° 30681, Ley que regula ei uso medicinal y terapéutico del Cannabis y
sus derivados, establece como objetivo garantizar el derecho fundamental a la salud y
permitir el acceso, exclusivamente para uso medicinal y terapéutico, del cannabis y sus
derivados. Asimismo, aborda disposiciones sobre el uso informado, la investigacién, la
produccidn, la importacién y la comercializacién del cannabis y sus derivados destinados
exclusivamente para fines medicinales y terapéuticos;

Que, la Segunda Disposicién Complementaria Final de la Ley N° 30681, sefiala que
el Poder Ejecutivo publica el proyecto de reglamento de la citada ley, a efectos de recoger
las opiniones de los ciudadanos e instituciones en general;

Que, la Defensoria del Pueblo, la Sociedad Civil y las diferentes Asociaciones de
Pacientes, vienen solicitando adoptar urgentemente las medidas correspondientes para
impulsar la pronta aprobacién del reglamento precitado, motivado en los pacientes que
requieren tal medicacién para ser mejorados y aliviados de los problemas de salud que
vienen padeciendo muchos afios, como epilepsia refractaria, sindrome Lennox-Gastaut,
dolor crénico, efectos secundarios de la quimioterapia y otros, considerandose ademaés, la
existencia de evidencia cientifica suficiente para el uso medicinal de esta planta y sus
derivados en condiciones medicas como; dolor crénico neuropatico en adultos, nduseas y
vémitos inducidos por quimioterapia, sintomas de espasticidad por esclerosis miltiple
reportados por el paciente y epilepsia refractaria en pacientes pediéatricos; calculandose que
un minimo de 7,596 personas requiere con caracter de urgencia, acceder a Cannabis 0
alguin derivado como tratamiento por lo menos paliativo para estas condiciones médicas que
generan sufrimientos severos y duraderos, conforme se desprende de lo sefialado en el
Informe N° 019-2019-DSAME-DGIESP/MINSA, de fa Direccién Ejecutiva de Salud Mental
de la Direccién General de Intervenciones Estratégicas en Salud Publica del Viceministerio
de Salud Publica del Ministerio de Salud,;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 435-2018/MINSA, se dispuso la publicacién

del Proyecto de Reglamento de la Ley N° 30681, Ley que regula el use medicinal y
terapéutico del Cannabis y sus derivados, en el Portal Institucional del Ministerio de Salud,
.a efecto de recibir las_sugerencias, oon?ﬂm recomendaciones de las entidades

{

121



REGLAMENTO DE LA LEY N° 30681, LEY QUE REGULA EL USO MEDICINAL Y
TERAPEUTICO DEL CANNABIS Y SUS DERIVADOS

CAPITULO |
DISPOSICIONES GENERALES

Articulo 1.- Objeto

El presente Reglamento regula las disposiciones establecidas en la Ley N° 30681, Ley que
regula el uso medicinal y terapéutico del Cannabis y sus derivados, con el objeto de
garantizar el uso medicinal y terapéutico del Cannabis y sus derivados.

E! Estado garantiza el acceso al Cannabis y sus derivados con fines medicinales y
terapéuticos, promoviendo su uso racional.

Articulo 2.- Definiciones
Para la aplicacién del presente Reglamento se sefialan las siguientes definiciones:

21 Administrados: Para los efectos del presente Reglamento, son personas naturales
o juridicas, autorizadas como establecimientos farmacéuticos, universidades, e
instituciones de investigacion agraria y en salud, entidades publicas, segun
corresponda, por la autoridad competente, para realizar actividades de investigacion,
produccién, importacién y comercializacion del Cannabis y sus derivados,
destinados exclusivamente con fines medicinales y terapéuticos. También se
considera como administrados a los pacientes que hacen uso informado del producto
terminado derivado del Cannabis para fines terapéuticos y medicinales, o sus
familiares, tutores, curadores, o apoyos cuando deban obrar por aquellos.

22 Planta de Cannabis: Toda planta herbacea del género Cannabis. Se divide en dos
(2) variedades segun la siguiente clasificacién para efectos de la regulacion.

a) Cannabis psicoactivo: Sumidades, floridas o con fruto, de la planta de Cannabis (a
excepcién de las semilias y las hojas no unidas a las sumidades) de las cuales no
se ha extraido la resina, cualquiera que sea el nombre con que se las designe, cuyo
contenido de delta-S-tetrahidrocannabinol (THC) es igual o superior al 1% en peso
seco, y que son utilizadas para fines medicinales y terapéuticos, como terapia
paliativa para algunas enfermedades. Se excluye el uso combustionado o fumado
del Cannabis psicoactivo. Es parte del proceso de fiscalizacién en la presente
normatividad con el nombre de “Cannabis para uso medicinal”.

b) Cannabis no psicoactivo: La planta de Cannabis, y cualquier parte de dicha planta,
cuyo contenido de delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) es inferior a 1% en peso seco.
El Cannabis no psicoactivo, sus partes y sus derivados, son sustancias no
controladas, y por ende estan excividos del Reglamento de Estupefacientes,
Psicotropicos y otras Sustancias Sujetas a Fiscalizacién Sanitaria, aprobado con
Decreto Supremo N° 023-2001-SA. En la presente normatividad denominado como
“cafiamo” o “hemp.

23 Materia prima: Planta de Cannabis para uso medicinal o sus derivados, que
contienen y proporcionan los principios activos como metabolitos, llamados
cannabinoides (entre ellos el tetrahidrocannabinol o THC y cannabidiol o CBD).

2.4 Derivados de Cannabis para uso medicinal: Se refiere a todo compuesto, mezcla
o preparacion, o producto derivado de! Cannabis para uso medicinal, entendiéndose,

Nota: Adaptado de Decreto Supremo N° 005-2019-SA - Ley N° 30681 (2019), que establece las normativas y
condiciones para el transporte y comercializacién de Cannabis sp. no psicoactivo.
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Anexo 33. Matriz de consistencia.

Titulo: Capacidad biodegradadora de petréleo diésel por bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2023.

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA

P. General: ¢Cual sera la O. General: Evaluar Ila ANTECEDENTES H. General: V.Independiente TIPO DE INVESTIGACION

capacidad biodegradadora capacidad biodegradadora e Antecedentes Las bacterias = Bacterias Experimental

de petréleo diésel por de petroleo diésel por las internacionales endofiticas endofiticas de NIVEL DE INVESTIGACION

bacterias endofiticas de bacterias endofiticas e Antecedentes nacionales aisladas de Cannabis sp. Aplicada

Cannabis sp.? aisladas de Cannabis sp. e Antecedentes locales Cannabis sp. INDICADOR METODO

P. Especifico: O. Especificos: MARCO CONCEPTUAL tienen la e Identificacion e Preparacion de reactivos y
e ;Cudl serd la capacidad » Evaluar la capacidad eHidrocarburo capacidad de molecular - medios de cultivo

degradadora, a degradadora, a diferentes opetrgleo degradar las  Género y e Obtencion, transporte vy

concentraciones de 1, 3, 5y concentraciones de 1, 3,5y 4pjasel concentracion especie manejo de la muestra vegetal

7 % del petréleo diésel, por 7 % del petroleo diésel, por eMicroorganismos esdel, 3,5y e Consorcio * Aislamiento y cultivo de cepas

cepas bacterianas cepas bacterianas  andofiticos 7 % del bacteriano - N°  bacterianas endofiticas

endofiticas de Cannabis sp.? endofiticas de Cannabis sp. «Cepa petréleo de génerosenel o Adaptacion y seleccion de
e ;Cual serd la capacidad » Evaluar la capacidad diésel, €onsorcio cepas bacterianas  con

degradadora a diferentes
concentraciones del petréleo
diésel por el consorcio de las
bacterias  endofiticas de
Cannabis sp.?

e ;Cual serda la cinética de
degradacion del petréleo
diésel por cepas y consorcios
bacterianos endofiticas de
Cannabis sp.?

e ;Cudles seran las bacterias
endofiticas de Cannabis sp.
degradadoras del petréleo
diésel identificadas
molecularmente?

degradadora, a diferentes
concentraciones del petréleo
diésel, por el consorcio de las

bacterias  endofiticas de
Cannabis sp.

Evaluar la cinética de
degradacion del petréleo

diésel por cepas y consorcios
bacterianos endofiticos de
Cannabis sp.

Identificar ~ molecularmente
las bacterias endofiticas de
Cannabis sp. degradantes
del petrdleo diésel.

eConsorcio microbiano

eBiodegradacion

eBiorremediacién

eModelado cinético
biologia

BASE TEORICA

e Clasificacion
caracteristicas de los
hidrocarburos en el diésel

e Contaminacion por petroleo
y derivados

¢ Remediacién del ambiente

¢ Cannabis sp.

¢ |dentificacion
microbianas

e Secuenciacion de genoma
completo (WGS) para la
identificacién microbiana

e Enfoque bioinformatico

en

de cepas

disminuyendo
su capacidad a
medida que
aumenta el
porcentaje de
petroleo
diésel.

V. Dependiente
= Capacidad de
degradacion del
petréleo diésel.

INDICADOR

e Gramos de COz2
producidos.

e Porcentaje
degradacion - %

¢ Cinética de
degradaciéon -
orden

capacidad degradadora del
petréleo diésel

» Evaluacién experimental de la
biodegradacién del petréleo
diésel

» Determinacién de la cinética
de degradacién

» Purificacion de ADN gendmico

¢ Andlisis de pureza de ADN

» Analisis de integridad de ADN

» Secuenciamiento de ADN

¢ Ubicacién taxondmica in silico

» Anélisis estadistico e
interpretacion de datos
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Maximo Rafael SOSA GARCIA
RESOLUCION DECANAL N° 138-2025-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes treinta de mayo del afio dos
mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, participando como
presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, el Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua (miembro —
jurado), el Mg. Ruth Elsa Huamén De La Cruz (miembro — jurado), el Mg. Rilder Nemesio Gastelu
Quispe (miembro — jurado), el Dr. Saul Alonso Chuchdn Martinez (miembro — asesor), actuando
como secretaria docente encargada la Mg. Roxana Karen Carhuaz Condori con memorando N° 104-
2025-UNSCH (IN) — FCB de fecha veintinueve de mayo del afio dos mil veinticinco; para presenciar la
sustentacion de tesis titulada: Capacidad biodegradadora de petréleo diésel por bacterias
endofiticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2023, presentado por el Bach. Maximo Rafael SOSA
GARCIA; el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indicé al secretario docente
dar lectura a la documentacién generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello
dispuso el inicio del acto de sustentacién, indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco
minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece en el Reglamento de Grados 'y
Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. Culminada la exposicidn, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a
participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd al sustentante y al publico asistente a abandonar momentdneamente el Auditorio
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para
que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos
resultados son los que se consignan a continuacién:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion  Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua 18 18 18
Mg. Ruth Elsa Huaman De La Cruz 18 18 18
Mg. Rilder Nemesio Gasteld Quispe 18 18 18
PROMEDIO 18

El sustentante alcanzo el promedio de 18 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizd el
ingreso del sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis de la noche con
veinte minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Dr. Satdrnino &artin Tenorio Bautista
Presidente

Mg. Ruth Elsa Huaman De La Cruz
Miembro — jurado

o ifecstn 4

N —

Dr. Sﬂl Aj{jns[o Chuchén Martinez
Miembro — asesor

V4
Mg. Rilder Nﬁ;/més/é Gastelu Quispe
iembro — jurado

/

Mg. RoxaLaa Kérén‘éarhuaz Condori
Secretaria Docente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 029-2025-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Capacidad biodegradadora
de petréleo diésel por bacterias endofiticas aisladas de Cannabis sp., Ayacucho 2023,
por MAXIMO RAFAEL SOSA GARCIA; he constatado por medio del uso de la herramienta
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