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Resumen

En la presente investigacion se analizo la capacidad de biodegradacion de glifosato a
partir de microorganismos aislados de suelo contaminado con el herbicida. Para ello,
se aislaron y caracterizaron, tanto macro- como microscopicamente, diez cepas
bacterianas degradadoras de glifosato, provenientes de suelos agricolas ubicados en
Puerto Quito, Otavalo y Pintag. Mediante una pre-seleccion de toleranciaa 1 % v/v de
glifosato, se escogieron tres cepas (PG54P01, PG54P04, PG54T04), mismas que
presentaron una tasa de crecimiento elevada evidenciada mediante espectrofotometria
UV-Vis, en comparacion al resto de bacterias. La identificacion taxondmica se realizd
utilizando pruebas miniaturizadas AP1 y el software CrystalMind, determinando que
la cepa PG54P04 corresponde a la especie Burkholderia cepacia con un 99,74 % de
confianza, mientras que la cepa PG54T04 corresponde a la especie Escherichia coli
con un 97,61 % de confianza. La cepa PG54P01 no pudo ser identificada mediante
esta metodologia. A través de un andlisis estadistico se determind que la cepa PG54P01
tuvo una tolerancia maxima a una concentracion de 0,40 % (v/v), mientras que,
PG54P04 y PG54PT04 tuvieron una tolerancia maxima a una concentracion de 0,80
% (v/iv) de glifosato, siendo PG54P04 la cepa mas tolerante a distintas
concentraciones. Finalmente, mediante cromatografia de capa fina (TLC) se evalud la
capacidad de biodegradacion de glifosato por las tres cepas bacterianas en un tiempo

de 5y 15 dias, observandose una mayor degradacién a los 15 dias de ensayo.

Palabras clave: glifosato, microorganismos, biodegradacion, TLC.



Abstract

In this investigation, the glyphosate biodegradation was analyzed from isolated
microorganisms obtained from glyphosate contaminated soil. Ten glyphosate-
degrading bacterial strains from agricultural soils located in Puerto Quito, Otavalo and
Pintag were isolated and characterized, macro- and microscopically. A pre-selection
of incubated strains with 1 % v/v of glyphosate was made, afterwards three strains
were chosen (PG54P01, PG54P04, PG54T04), which showed a high growth rate
evidenced by UV-Vis spectrophotometry, in comparison to the rest of the bacteria. The
taxonomic identification was achieved using miniaturized API tests and the
CrystalMind software, determining that the strain PG54P04 corresponds to the species
Burkholderia cepacia with 99,74 % certainty, while the strain PG54T04 corresponds
to the species Escherichia coli with a 97,61 % certainty. Strain PG54P01 could not be
identified by this method. Through a statistical analysis it was determined that
PG54P01 had a maximum tolerance at 0,40 % (v/v) glyphosate concentration,
whereas, PG54P04 and PG54PT04 had a maximum tolerance at 0,80 % (v/v)
glyphosate concentration, PG54P04 is the most tolerant strain at different
concentrations. Furthermore, the biodegradation capacity, in 5 and 15 days, was
analyzed with Thin Layer Chromatography (TLC), showing a greater degradation rate

after 15 days of testing.

Keywords: glyphosate, microorganisms, biodegradation, TLC.



Introduccion
El glifosato (GP) es una sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina con enlace
covalente carbono-fdsforo (C-P) en su estructura (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova,
Ivanova, & Leontievsky, 2014), utilizada como ingrediente activo en la formulacion
de un herbicida para la eliminacion y control de malezas (pastos anuales y perennes,
hierbas de hoja ancha y especies lefiosas) en ambientes agricolas, forestales,

paisajisticos e incluso cuerpos de agua, desde 1974 (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018)

Su modo de accién se basa en la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-
fosfato sintetasa (EPSPS) en el sexto paso de la ruta del acido shikimico, inhibiendo
con ello, la sintesis de proteinas, aminodcidos aromaticos (flavonoides, ligninas,
cumarinas, taninos) (Zhao, y otros, 2015), compuestos secundarios con funciones
defensivas por parte de las células vegetales, sobreacumulacion del acido shikimico y
desregulacién del metabolismo energético, lo cual resulta en la marchitez de la planta

a los 3-7 dias de su aplicacion (Duke & Powles, 2008).

De acuerdo a estudios realizados en la década de los 80 por Monsanto Chemical Co.
(USA) en el herbicida Roundup, se determiné que el glifosato se adsorbe rapidamente
a particulas de suelos contaminados, teniendo un tiempo de vida media de degradacién
sobre los 20 dias (Ermakova, y otros, 2010), lo que evita su movilidad y lixiviacion, y
efectos negativos en el medio ambiente y el ser humano. Sin embargo, su resistencia a
la degradacién, por el enlace C-P (Van Bruggen, y otros, 2018), el uso intensivo del
herbicida, asi como las practicas de aplicacidon inadecuadas por mas de 30 afios, han
resultado en el aumento de sus residuos en plantas y en el medio ambiente (suelo y

cuerpos de agua), pudiendo afectar a la salud humana y animal, al degradar las células



vivas y provocar mutaciones genéticas, asi como a la microbiota nativa del suelo

(Ermakova, y otros, 2010; Ruiz, 2012).

Actualmente, la utilizacion de organismos vivos 0 sus metabolitos para la
transformacion de compuestos xenobidticos y contaminantes en una fuente de energia,
nutrientes o sustancias menos toxicas, ha surgido como la mejor estrategia para la
remediacion de suelos contaminados con glifosato, esto al considerar la alta resistencia
del glifosato a la degradacion quimica y a la fotodescomposicién. Asi, se ha descrito
que la biodegradacion de glifosato mediante microorganismos pertenecientes a los
géneros Agrobacterium, Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,
Flavobacterium, Ochrobactrum, Pseudomonas y Streptomycete (Liu, McLean,

Sookdeo, & Cannon, 1991) es viable.

A través de distintas rutas metabdlicas, el glifosato se degrada en tres metabolitos
principales: &cido aminometilfosfonico (AMPA), sarcosina y acetilglifosato, asi como
en glioxilato y fosforo inorganico (Pi) (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018). Las
principales rutas de degradacion del glifosato son: a) escisién directa del enlace C-P
con la formacion de sarcosina y Pi y, b) rompimiento del enlace C-N con la formacion
de glioxilato y AMPA ambientalmente estable (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova,

Ivanova, & Leontievsky, 2014).

Muchas técnicas analiticas han sido utilizadas para monitorear la degradacion del
glifosato mediante microorganismos, destacando, sobre todo, los analisis
cromatograficos, debido a su selectividad, sensibilidad y reproducibilidad. La
cromatografia en capa fina (TLC) es una técnica rapida usada para la determinacion
del nimero de compuestos en una mezclay el monitoreo del progreso de una reaccion.,

como Babic, Zelenika, Macan y Kastelan-Macan (2005) lo demostré al utilizar este



analisis en la determinacion de glifosato en suelos arenosos rojos, mediante una
extraccion ultrasénica. Otra técnica analitica para identificar la degradacion de
glifosato es una modificacion de la microdilucion en caldo, debido a su gran utilidad
para determinar la susceptibilidad de microorganismos a cantidades determinadas de
pesticidas, como lo demostro Suheil y Fehmey (2009) al determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de Azotobacter frente a distintos pesticidas, y Bhalerao y
Puranik (2007) al evaluar la biodegradacion de pesticidas organoclorados por

Aspergillus niger aislados de suelos.

Debido a la importancia que presenta la biodegradacion de glifosato para disminuir
sus efectos negativos en el medio ambiente y en la salud humana, es importante
trabajar en el aislamiento e identificacién de microbiota nativa de suelos, capaz de
degradar este compuesto y sus metabolitos de manera eficiente. Por ello, la presente
investigacion tiene como objetivos: a) aislar microorganismos provenientes de suelo,
con capacidad de biodegradacion de glifosato e; b) identificar la biodegradacién de

glifosato mediante técnicas cromatogréaficas.



Capitulo 1

1.Marco Tedrico
1.1. Microorganismos
Los microorganismos son los individuos méas antiguos, abundantes y diversos
localizados en todo tipo de ecosistemas, interactuando con los elementos que lo
componen para el desarrollo de la vida, al participar en procesos metabdlicos.
Actualmente, su importancia se ha incrementado gracias a esta interaccion con los
ecosistemas, pudiendo ser utilizados para el desarrollo de investigaciones en el campo
biotecnoldgico, ambiental, alimenticios y sanitario (Madigan & Martinko, 2009;

Guzman, 2018).

1.1.1. Microorganismos presentes en el suelo
En el suelo se encuentran diferentes microorganismos: procariotas, arqueas, hongos y
algas, que en conjunto forman una comunidad muy diversa y utilizan una gama de
rutas metabdlicas para aprovechar los nutrientes existentes en esta matriz.
Generalmente en los poros de las particulas del suelo es en donde se encuentra la mayor
cantidad de microorganismos (Leboffe & Pierce, 2011), los cuales intervienen
directamente en los ciclos biogeoquimicos de diferentes elementos quimicos, asi como
en la degradacion y mineralizacion de materia organica. Estas funciones son de interés
agricola para conseguir una agricultura sostenible y evitar la erosion de suelos (Bustos,

2012).

La microbiota del suelo es mas compleja y diversa que otros ambientes como el
marino; sin embargo, se calcula que sélo el 1 % de esta microbiota ha podido ser
cultivada debido a sus estrictos requerimientos nutricionales y de condiciones

ambientales (Fuerst, 2014).



1.2. Aislamiento de microorganismos
Los cultivos puros son fundamentales para el estudio de microorganismos, por lo que
es indispensable seguir metodologias estrictas de aislamiento y purificacion.
Generalmente el aislamiento se da a través de diluciones seriadas en medios liquidos,
métodos de agotamiento de asa en medios solidos o medios selectivos; para el
aislamiento de microorganismos tolerantes a glifosato se utilizan medios enriquecidos
con este herbicida en diferentes concentraciones para favorecer solo el crecimiento de

los microorganismos de interés (Benavides, 2007).

Se realiza ademas una combinacion de estos métodos para facilitar el aislamiento. Con
relacién a las diluciones se debe tomar en cuenta el nimero de dilucién ya que las
primeras diluciones (10 a 107%) suelen contener una gran carga microbiana
dificultando el crecimiento de cepas puras mientras que en muestras muy diluidas (10
"a109), la carga microbiana no es significativa con respecto a los microorganismos
presentes en la matriz inicial (Fuerst, 2014); sin embargo, en microorganismos
desconocidos resulta dificil obtener cepas aisladas puesto que se desconoce sus

requerimientos fisioldgicos para su crecimiento en el laboratorio (Madsen, 2016).

Por esta razén, s6lo un bajo porcentaje de los microorganismos del suelo pueden ser
cultivados (Madsen, 2016). En el suelo y los rizomas de diferentes especies vegetales
existe una gran diversidad de microorganismos, los cuales no han podido ser aislados
y se cree que presentan una amplia riqueza de compuestos quimicos; por ello, gracias
a las técnicas de la metagendmica, se puede realizar una exploracion de productos de
interés de microorganismos del suelo que no habian sido aislados (Handelsman,

Rondon, Brady, Clardy, & Goodman, 1998).



Es necesario contar con cultivos puros para el estudio de microorganismos; por lo que
se precisa seguir metodologias de aislamiento y purificacion. Sin embargo, en
microorganismos desconocidos resulta dificil obtener cepas aisladas puesto que se
desconoce sus requerimientos fisioldgicos para su crecimiento en el laboratorio. Por
esta razon, sélo un bajo porcentaje de los microorganismos del suelo pueden ser

cultivados (Madsen, 2016).

1.3. Caracterizacion de microorganismos
1.3.1.Tincién Gram
Tipo de tincidon que constituye una de las primeras etapas para la identificacion
bacteriana. Permite distinguir la morfologia e identificar si pertenecen a dos grandes
grupos, descritos por Christian Gram en 1884: Bacterias Gram positivas y bacterias

Gram negativas (Gamazo, Lopez-Goiii, & Diaz, 2005).

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa, compuesta por
aproximadamente 80 % a 90 % de peptidoglicanos, provocando una mayor retencion
de colorante en dicha pared, pudiéndose observar coloraciones violetas 0 moradas en
el microscopio. Mientras que, las bacterias Gram negativas poseen entre 10 % a 20 %
de peptidoglicanos, teniendo una baja capacidad para la retencién de colorantes,
observandose una coloracion fucsia o rosada. Sin embargo, se pueden obtener
resultados falsos cuando se utilizan cepas en fase estacionaria, puesto que bacterias
Gram positivas pasan por procesos de autolisis de su capa de peptidoglicanos,

pareciendo bajo el microscopio como bacterias Gram negativas (Lobos, 2017).

1.3.2.Tincién de esporas
Las esporas son estructuras intracelulares adaptadas para la sobrevivencia en

ambientes adversos, que permiten resistir a condiciones extremas de diferentes



factores fisicos como temperatura, sequia, pH y radiacion por largos periodos de
tiempos. Una vez que las condiciones vuelven a ser favorables, la espora germina en
una unica célula vegetativa. Poseen una pared gruesa constituida por peptidoglicanos
y queratina, una alta hidrofobicidad, siendo pocos los géneros bacterianos generadores

de esporas, como Bacillus y Clostridium (Aguilar, Arce, Galiano, & Torres, 2016).

La coloracion de las esporas se da gracias al calentamiento de las muestras. A
diferencia de la tincion Gram, en esta técnica se utilizan cultivos en fase estacionaria,
de esta forma se asegura que las bacterias han comenzado a producir estructuras de
resistencia cuando comienza la carencia de nutrientes (Gamazo, Lopez-Gofii, & Diaz,

2005).

De esta manera, existen esporas esféricas conocidas como “palillo en tambor” porque
tienden a deformar la célula vegetativa y se encuentran en los extremos de la bacteria,
un ejemplo es Clostridium tetani. También existen esporas denominadas “en huso”,
por su forma elipsoidal, localizadas en el centro de la célula y deforman esta parte de
la bacteria y esporas cilindricas que se encuentran cercanas a los extremos y no

deforman a la célula vegetativa, como Bacillus megaterium (Leboffe & Pierce, 2011).

1.3.3.Pruebas bioquimicas
Las pruebas bioguimicas se han desarrollado con el propdsito de demostrar una
determinada caracteristica bioquimica (ausencia o presencia de una actividad
enzimtica, grupo de enzimas, via metabodlica, crecimiento en presencia de
inhibidores) de un microorganismo al interactuar con el entorno. Esta interaccion es
propia de cada genero y especie microbiano, y esta establecida por el genotipo de cada

individuo.



1.3.4.Catalasa
Esta prueba tiene el objetivo de diferenciar entre los géneros microbianos como
Micrococcus y Staphylococcus (catalasa +), de los géneros Streptococcus y
Enterococcus (catalasa -). Su fundamento se basa en la presencia de la enzima catalasa,
que en bacterias aerobias y anaerobias facultativas es utilizada como proteccion del
efecto toxico del perdxido de hidrogeno (H20z), la cual descompone el H202 en agua
(H20) y oxigeno gaseoso (O2), con produccion de burbujas (Madigan, Martinko, &

Brock, 2009)

1.3.5.Oxidasa
Esta prueba permite identificar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccién de la
enzima oxidasa se produce por la presencia de un sistema citocromo-oxidasa, el cual
activa la oxidacion del citocromo c, siendo reducido por el oxigeno molecular (O2)
produciendo H202 0 H20, dependiendo de la especie; si se produce dicha reaccion se
observa un viraje de color azul. Por lo general, el sistema citocromooxidasa solo se
encuentra en bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas, mientras que,
bacterias anaerobias estrictas carecen de la enzima oxidasa (Gamazo, Lopez-Gofii, &

Diaz, 2005).

1.3.6.Indol
Esta prueba bioguimica se basa en la formacion de un complejo rojo o rojo-violeta
cuando el indol reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido,
determinando la capacidad de un aislado microbiano para hidrolizar y desaminar el
triptéfano, mediante el complejo enzimatico triptofanasa produciéndose indol, acido
piravico, amoniaco y energia (Pachon, 2009). En caso de que el resultado sea negativo,

se generara un complejo amarillo; mientras que, si el resultado es variable, existira un



complejo anaranjado por la presencia de escatol, otro producto de la degradacion del

triptéfano (Madigan, Martinko, & Brock, 2009).

1.3.7. Sistemas miniaturizados APl (Analytical Profile Index)
Estos sistemas son métodos rapidos para la identificacién de microorganismos a partir
de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas simultaneas, en un dispositivo
compacto de plastico con varios microtubos que contienen distintos medios de cultivo
deshidratados o sustratos enzimaticos especificos (Pachon, 2009). A nivel comercial,
existen distintos sistemas miniaturizados o pruebas API para la identificacion de
diferentes tipos de microorganismos, variando en composicién y nimero de pruebas,
factores relacionados directamente con el microorganismo a identificar (Madigan,

Martinko, & Brock, 2009).

e Sistema de identificacion de bacterias entéricas/no fermentadoras: Usado
para la identificacion de bacterias aerébicas Gram negativas pertenecientes a
la familia Enterobacteriaceae, asi como de algunos bacilos Gram-negativos
fermentadores y no fermentadores de glucosa. Se basa en la degradacion
especifica de 30 sustratos cromogénicos, bioquimicos y enzimaticos, por
aislados microbianos, considerando tanto una reaccion de fermentacion, como
una de oxidacién. Asi, se obtiene un perfil bioquimico el cual sera leido en un
software especifico (Pachon, 2009).

e Sistema de identificacion de bacterias Gram positivas: Usado para la
identificacion de bacterias aerobias Gram positivas. Se basa en la degradacion
de 29 sustratos bioguimicos y enzimaticos convencionales, fluorogénicos y
cromogénicos por aislados microbianos, detectando su capacidad para
hidrolizar, degradar o reducir. Asi, se obtiene un perfil bioquimico, el cual sera
leido en un software especifico (Pachdn, 2009).
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1.4. Glifosato
1.4.1.Descripcion
El glifosato es una sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina con enlace covalente
carbono-fosforo (C-P) en su estructura, como se observa en la figura 1, (responsable
de su alta estabilidad térmica y quimica, lo que aumenta su persistencia en el ambiente
en comparacion con sus analogos organofosforados, que poseen enlaces O-P) y peso
molecular de 228,18 g/mol (Pimenta, y otros, 2013; Sviridov A. , Shushkova,

Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014).

Estructura quimica del glifosato (GP)

Figura 1. Molécula de glifosato con grupos funcionales fosfato, amino y carbonilo

Fuente: (Pimenta, y otros, 2013)

Se caracteriza por ser una molécula polar, post-emergente, no selectiva, altamente
soluble en agua e insoluble en solventes organicos, y de accién sistemética (Ruiz,
2012). Es utilizado como principio activo de herbicidas que, al degradarse mediante
rutas catabdlicas, produce intermediarios como el acido aminometilfosfonico
(AMPA), glioxilato, sarcosina y fosforo inorganico (Pi) (Schneider, Carmo, Takaki,
Stuelp, & Ribeiro, 2014). Ademas, posee una vida media de 30 a 174 dias en el suelo

y su dosis letal LDso es de 3540-5600 mg/kg (Duke & Powles, 2008).
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1.4.2.Usos
El glifosato es usado como ingrediente activo en formulaciones herbicidas al ser un
compuesto de amplio espectro y no selectivo, utilizado en la eliminacion de malezas
indeseables (pastos anuales y perennes, hierbas de hoja ancha y especies lefiosas) en
ambientes agricolas, forestales, paisajisticos e incluso canales de agua, desde 1974

(Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018).

Su modo de accién se basa en la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-
fosfato sintetasa (EPSPS) en el sexto paso de la ruta del acido shikimico, inhibiendo
con ello, la sintesis de proteinas, aminoacidos aromaticos (flavonoides, ligninas,
cumarinas, taninos) (Zhao, y otros, 2015), compuestos secundarios con funciones
defensivas por parte de las células vegetales, sobreacumulacion del acido shikimico y
desregulacién del metabolismo energético, lo cual resulta en la marchitez de la planta
a los 3-7 dias de su aplicacion (Duke & Powles, 2008; Sviridov A. , Shushkova,

Ermakova, lvanova, & Leontievsky, 2014).

Debido a su hidrosolubilidad, se lo utiliza mezclado con ingredientes inertes
(surfactantes como polioxietileno amino o POEA), los cuales permiten la fijacion y
translocacion del ingrediente activo a través del follaje de la planta (Zhan, Feng, Fan,
& Chen, 2018). Por ello, los productos que utilizan GP como principio activo son
usados principalmente antes de la siembra en cultivos agricolas tradicionales y, en la
actualidad, después de la siembra de cultivos genéticamente modificados resistentes al
glifosato como la soya, maiz, trigo, cafia de azucar y algodon (Van Bruggen, y otros,

2018).
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1.4.3. Efectos
De acuerdo a estudios realizados en la década de los 80 por Monsanto Chemical Co.
(USA) en el herbicida Roundup, se determino que el glifosato se degrada rapidamente
en suelos contaminados, teniendo un tiempo de vida media de degradacion sobre los
20 dias (Ermakova, y otros, 2010). Sin embargo, su resistencia a la degradacion (por
el enlace C-P) (Van Bruggen, y otros, 2018), el uso extensivo del herbicida, asi como
las practicas de aplicacion inadecuadas por mas de 30 afios, han resultado en el
aumento de sus residuos en plantas y en el medio ambiente (suelo y cuerpos de agua),
pudiendo afectar a la salud humana y animal, al degradar las células vivas y provocar

mutaciones genéticas (Ermakova, y otros, 2010; Ruiz, 2012).

1.4.4.En suelo
Debido a la carga eléctrica positiva y a los tres grupos funcionales (carboxil, amino y
fosfonato) del glifosato, este se adsorbe fuertemente en las particulas coloidales
electronegativamente cargadas del suelo y en la materia organica, disminuyendo o
promoviendo la degradacion microbiana (Pimenta, y otros, 2013) al ser utilizado como
unica fuente de carbono o fosforo. De esta manera, inhibe la poblacion de los hongos
del suelo y cambia la composicion de la microbiota, siendo un agente ambiental de

seleccién (Agboola, y otros, 2018).

La inmovilizacion acelerada del glifosato también se debe a su caracteristica de acido
poliprético que, al encontrarse en solucion, forma aniones mono y divalentes afines
por cationes trivalentes como el A" y Fe®*en un rango de pH de 4 a 8, comunes en
muchos tipos de suelos. Ademas, es necesario destacar que la vida media del GP en
el suelo varia de 2 a 197 dias y su acumulacién depende no solo de la textura, sino del
tipo de suelo, de las condiciones climaticas y el nivel de actividad microbiana

(Schneider, Carmo, Takaki, Stuelp, & Ribeiro, 2014)
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Por ello, el glifosato como sus residuos pueden persistir mas de un afio en el suelo con
alto contenido de arcilla (Van Bruggen, y otros, 2018), debido a su textura y pH
caracteristicos, causando efectos continuos en el ecosistema del mismo (Zhao, y otros,
2015), al inhibir el crecimiento de microorganismos enddgenos (Zhan, Feng, Fan, &

Chen, 2018).

1.4.5.En agua
Antiguamente, se creia que el glifosato no era un problema considerable para aguas
superficiales y subterraneas, debido a su bajo potencial para moverse a traves del suelo
y contaminar recursos marinos (Pimenta, y otros, 2013; Sviridov A. , Shushkova,
Ermakova, lvanova, & Leontievsky, 2014). Sin embargo, pese a su adhesion a materia
organica y particulas del suelo, el glifosato y el AMPA terminan en la fase disuelta en
el agua subterranea después de una intensa lluvia. Tanto la lluvia como la erosién
pueden transportar particulas de suelo con glifosato y AMPA hacia superficies marinas

(Ruiz, 2012).

Los residuos de glifosato y AMPA disueltos en aguas superficiales pueden llegar a
incorporarse a los sedimentos del fondo, siendo su biodegradacion més lenta
(Schneider, Carmo, Takaki, Stuelp, & Ribeiro, 2014); ademas puede afectar a la vida
acuatica ya que, el surfactante comunmente utilizado con este pesticida, el
polioxietilenoamina (POEA) es relacionado con efectos toxicos para la peces y otros
animales acuaticos (Nardo, y otros, 2015). Se estima que el 3 % de glifosato puede ser
encontrado en ambientes marinos (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, &

Leontievsky, 2014).
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1.4.6.En vegetales

El glifosato es tdxico tanto para plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas. El
glifosato y sus residuos de glifosato, disminuyen la fotosintesis a través de diferentes
mecanismos como: aumento de la degradacion clorofitica, a la vez que AMPA
disminuye la biosintesis clorofitica. Ambos mecanismos resultan en el amarillamiento
y necrosis del follaje (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky,
2014).

Las plantas tratadas con glifosato no producen compuestos aromaticos secundarios
como fitoalexinas antimicrobianas, debido a la inhibicion de EPSPS, necesarias en la
defensa contra patégenos como especies de Fusarium presentes en el suelo de cultivos
agricolas (Pimenta, y otros, 2013; Zhao, y otros, 2015).

El principal producto de la degradacién de glifosato, AMPA, esté involucrado en la
deficiencia de la reparacién de ADN vy en la sintesis de ARNm tanto en plantas como
en animales. Ademas, cantidades subletales tanto de glifosato como de AMPA fueron
detectadas en frutos y brotes de plantas cultivadas de consumo del ser humano

(Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014).

1.4.7.En salud
Durante mucho tiempo se penso que la toxicidad del glifosato era nula o relativamente
baja para los mamiferos ya que, la via del acido shikimico es especifica para plantas y
microorganismos. Sin embargo, se ha demostrado que este compuesto presenta
genotoxicidad y toxicidad cutanea en personas que viven en areas donde se usa
intensivamente este compuesto, generando inhibicion de la actividad succinato
deshidrogenasa mitocondrial (Schimpf, Milesi, Ingaramo, & Varayoud, 2017),
resultando en la muerte de células umbilicales, embrionarias y placentarias en células

de humanos (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018; Zhao, y otros, 2015; Sviridov A. ,
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Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014). Ademas, en ensayos in vitro
se ha comprobado el dafio que causan concentraciones significativas de AMPA en

cultivos de eritrocitos (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018).

1.4.8.En microorganismos
Varios estudios demuestran que el glifosato, segln la frecuencia de aplicacion en suelo
agricola, afecta a la comunidad microbiana ya sea de manera transitoria o indefinida.
Esto se debe la inhibicion de EPSPS de la ruta del &cido shikimico por el glifosato,
suprimiendo la sintesis de proteinas necesarias y metabolitos secundarios, asi como en
rutas metabdlicas energéticas esenciales para los microorganismos (Zhan, Feng, Fan,

& Chen, 2018).

El glifosato también puede generar cambios estructurales en las comunidades
bacterianas por inhibicién del crecimiento de los microorganismos del suelo,
facilitando a su vez, el incremento de hongos fitopatdgenos en el suelo (Zhao, y otros,
2015). Ademas, considerando que el metabolismo interno de AMPA es imposible,
cualquier reaccién que facilite esto, puede desencadenar una serie de contaminantes

secundarias (Schneider, Carmo, Takaki, Stuelp, & Ribeiro, 2014)

1.5. Biorremediacion
La biorremediacion se basa en la utilizacion de organismos vivos 0 sus componentes
para la transformacion de compuestos xenobi6ticos y contaminantes en una fuente de
energia o nutrientes (Bhalerao & Puranik, 2007). Inicialmente, para determinar la
factibilidad de estos microorganismos para la biorremediacion se realizan ensayos en
laboratorio para determinar el grado de degradacion del xenobiético y las condiciones
de crecimiento de aquellos microorganismos degradadores (Handelsman, Rondon,

Brady, Clardy, & Goodman, 1998).
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Considerando la alta resistencia del glifosato a la degradacion quimica y a la
fotodescomposicion, la biorremediacion se presenta como el proceso mas eficiente
para la remocion de esta molécula en los suelos contaminados. Asi, se ha descrito que
la mineralizacion de glifosato mediante microorganismos como Agrobacterium,
Achromobacter,  Arthrobacter, Bacillus,  Flavobacterium,  Ochrobactrum,

Pseudomonas y Streptomycete (Liu, McLean, Sookdeo, & Cannon, 1991) es viable.

Sin embargo, la biorremediacién de glifosato en suelos todavia no es posible debido a
la gran variabilidad de metabolizacién del glifosato y a la necesidad de ensayos mas

especificos para su degradacion (Zhao, y otros, 2015; Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018).

1.5.1. Mecanismos de degradacién de glifosato mediante microorganismos
A través de distintas rutas metabdlicas, el glifosato se degrada en tres metabolitos
principales: acido aminometilfosfénico (AMPA), sarcosina, acetilglifosato, asi como
en glioxilato y fosforo inorganico (Pi) (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018). Las
principales rutas de degradacion del glifosato son: 1) escision directa del enlace C-P
con la formacion de sarcosina y fésforo inorganico (Pi) y, 2) rompimiento del enlace
C-N con la formacion de glioxilato y AMPA ambientalmente estable (Sviridov A. ,

Shushkova, Ermakova, lvanova, & Leontievsky, 2014).

1.5.1.1. Ruta C-P liasay sarcosina de degradacion de glifosato
Existen dos principales estrategias conocidas de escision del enlace C-P inerte. Una en
la que acttan hidrolasas altamente especificas de sustrato (enlace C-P) y otra basada

en la accion de una C-P liasa no especifica (Sviridov A. , y otros, 2015).

El enlace inerte C-P es resistente a la hidrolisis quimica y enzimatica, por lo que
requiere la accion de un complejo multienzimatico conocido como C-P liasa, el cual

puede convertir un amplio rango de fosfonatos en Pi, sarcosina y residuos de carbono.
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(Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014; Sviridov A. , y
otros, 2015). La sarcosina es rapidamente metabolizada por la sarcosina oxidasa
bacteriana en glicina (sustrato comun para numerosos procesos anabdlicos) y
formaldehido (sustrato en la biosintesis de acido tetrafdlico), como se observa en la

figura 2.

El mecanismo de degradacion a través de esta ruta es poco estudiado tanto en el ambito
bioquimico como molecular. Los géneros bacterianos que poseen C-P liasas
especificas de glifosato presentan una alta eficiencia en la destruccion del herbicida
bajo condiciones de laboratorio, al utilizar un medio mineral con glifosato como
principal fuente de fosforo. Sin embargo, en ecosistemas naturales, la eficiencia del
complejo enzimatico es limitada, debido a que el complejo C-P liasa es activado s6lo
en respuesta al déficit de Pi intracelular y a la deficiencia especifica de fésforo, lo cual

no es tipico en ambientes naturales (Sviridov A. , y otros, 2015).

Ruta C-P liasa y sarcosina de degradacion de glifosato

T GP-specific 0
HG—P—CHQ—NH—CH?—C\O C—P.‘yasa' P+ H_‘.’C-—NH—'C-HT_<D
ng H Sarcosine H
Glyphosate
G+ O™ sarcosine
oxidase
Ha 0
Sequential o
oxidation /D 7
Gc}? * H:D —— H—0 + HJN—CHE_E
Glycine
Formaldehyde l

Cy-THFA*——— Biosynthesis

Figura 2. Ruta de degradacion de glifosato mediante C-P liasa, formacidn de sarcosina y otros
metabolitos.

Fuente: (Sviridov A. , y otros, 2015)
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1.5.1.2. Ruta AMPA vy glioxilato de metabolismo de glifosato
En esta ruta, la enzima glifosato oxidoreductasa (GOX) facilita el rompimiento del
glifosato en cantidades estequiométicas de AMPA y glioxilato, sin necesidad de una
regulacion por el contenido de Pi (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, &

Leontievsky, 2014; Sviridov A. , y otros, 2015), como se observa en la figura 3.

El metabolismo de los productos de la degradacion de glifosato mediante GOX pueden
variar. Asi, el glioxilato es un sustrato energético comun, siendo utilizado en el ciclo
de Krebs; mientras que, AMPA, en muchos casos, es excretado al espacio extracelular,
cuya degradacion se deriva finalmente en la produccion de COy, fosfatos y agua

(Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014).

Existe otra ruta alternativa por la cual, AMPA se degrada en productos distintos. A
esta se la denomina, ruta de la fosfonatasa, la cual esta involucrada en la degradacion
de fosfonatos alfacarbonosustituidos, encontrados en los géneros Bacillus vy
Pseudomonas y varios otros microorganismos (Singh & Walker, 2006). En este
proceso, la ruptura del enlace C-P se produce por una reaccion de hidrélisis que
requiere un grupo carbonilo adyacente. ElI 2-aminoetilfosfonato se convierte en
fosfonoacetaldehido por una transaminasa especifica, que es degradado a acetaldehido

por una fosfonatasa (Singh & Walker, 2006), como se observa en la figura 2.
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Ruta AMPA y glioxilato del metabolismo del glifosato
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Figura 3. a) Ruta AMPA y glioxilato de metabolismo de glifosato, b) ruta alternativa "fosfonatasa”

Fuente: (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky, 2014)

1.6. Técnicas analiticas para la determinacién de la biodegradacion de
glifosato
1.6.1. Espectrofotometria Ultravioleta-Visible (UV-Vis)
La espectrofotometria es una de las técnicas analiticas mas utilizadas debido a su bajo
costo, gran numero de aplicaciones, reproducibilidad y permite la determinacion de
parametros fisicoquimicos y microbioldgicos. Esta técnica se basa en la ley de

Lambert-Beer ya que es la base matematica para la relacién de las medidas de
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absorbancia de luz con las propiedades de una sustancia atravesada (Rocha & Teixeira,

2004)

1.6.2. Determinacion de la sensibilidad mediante microdilucion en caldo
La microdilucion en caldo es un método béasico utilizado para evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana y se presenta como el méas apropiado para determinar
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y, en el caso de biodegradacion de

pesticidas, determinar la tolerancia a dichos xenobioticos.

La CMI también es de gran utilidad para determinar la susceptibilidad de
microorganismos a cantidades determinadas de pesticidas u otras sustancias
contaminantes como lo demostré (Suheil & Fehmey, 2009) al determinar la
concentracion minima inhibitoria de Azotobacter frente a distintos pesticidas, y al
evaluar la biodegradacion de pesticidas organoclorados por Aspergillus niger aislado

de suelos (Bhalerao & Puranik, 2007).

El procedimiento implica la preparacion de diluciones dobles del agente
antimicrobiano en un medio de cultivo liquido dispensando en una placa de 96
pocillos, en los cuales se inocula el microorganismo de prueba preparado en solucion
salina estéril y ajustado a una concentracion de (1-2) x 108 UFC (unidad formadora de
colonia)/mL para bacterias o (1-5) x 106 UFC/mL para hongos (Carlone & Pompei,
2013), mediante el uso de un espectrofotometro UV. Después de mezclar bien los
pocillos inoculados se realiza la microdilucion y se incuba en condiciones adecuadas

dependiendo del microorganismo de prueba (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016).

Para la obtencion de resultados medibles, se determinan los cambios en la turbidez de
las placas a través de la absorbancia en un espectrofotdbmetro con ayuda de un

colorante. El colorante més utilizado es el Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, conocido
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como TTC, el cual es un indicador de la respiracion celular y su visualizacion de viraje

se observa en poco tiempo (Bhalerao & Puranik, 2007).

El compuesto se torna de color rojo en presencia de enzimas deshidrogenasas, mientras
que permanece incoloro en ausencia de dichas enzimas, debido a que han sido
desnaturalizadas o degradadas; sin embargo, una desventaja de este colorante es el
incremento de lisis celular por la acumulacién de cristales del colorante en el interior.
Esto se ve disminuido con sales de nueva generacion, conocido como XTT (2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (Carlone & Pompei,

2013).

1.6.3. Cromatografia
La cromatografia es una técnica analitica para la separacion, identificacion y
cuantificacion de elementos que conforman una mezcla al distribuirse entre dos fases:
una fase movil y una fase estacionaria (Coskun, 2016). Esta técnica se da como
resultado de fuerzas de sorcion-desorcion durante el movimiento relativo de las
moléculas de la mezcla por la fase moévil a través de una fase estacionaria,
produciéndose una distribucion diferencial de los componentes entre ambas fases (Cai,

2012).

1.6.3.1. Cromatografia en capa fina
Thin layer cromatography (TLC) o cromatografia en capa fina es un tipo de
cromatografia solido-liquido en que, la fase estacionaria es un adsorbente polar inerte
(6xido de aluminio, silica gel) acoplado a una superficie de plastico, vidrio o aluminio
(Cai, 2012). La fase estacionaria mas utilizada es la silica gel, la cual presenta una
estructura de tetraedros de éxido de silicio presentando poros de tamafio entre 80 a 150

Dalton, de caracter polar y acido, con grupos silano y siloxano que pueden separar
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compuestos al generarse enlaces de hidrégeno, fuerzas dipolo-dipolo y fuerzas de

dispersion (Coskun, 2016).

La fase movil o eluyente puede ser un solvente 0 una combinacién de solventes de
distinta polaridad, elegida de acuerdo a las propiedades de los compuestos a separar,
asi como a la solubilidad, afinidad y resolucién que presenten los solventes (Cai,
2012). Asi, la separacion de los compuestos se basa en la competencia entre la muestra
y la fase movil por lugares de union en la fase estacionaria (Striegel & Hill, 1996) en
que, se produce un balance de fuerzas intermoleculares que determinan la posicion de

equilibrio dependiente de la polaridad de ambas fases y de la muestra.

Esta técnica es rapida y puede ser usada para la determinacion del numero de
compuestos en una mezcla, verificar la identidad de una sustancia, monitorear el
progreso de una reaccion, determinar la pureza de una sustancia y analizar las
fracciones obtenidas de la columna cromatogréfica (Spangenberg, Poole, & Weins,

2011).

1.6.3.2. Revelado de la placa
Para la identificacion de las moléculas de interés en una placa cromatografica existen
dos procesos de revelado: Visualizacion no destructiva y derivatizacién/tincion (Cai,
2012). La visualizacion no destructiva se basa en la observacion de los analitos
organicos fluorescentes y analitos organicos fosforescentes como manchas, al irradiar
la placa cromatografica con luz UV a 254 nm (absorbancia) y 365 nm (fluorescencia)
(Cai, 2012; Coskun, 2016). Mientras que, la derivatizacién/tincion se utiliza cuando
los analitos no presentan propiedades fluorescentes, siendo las placas impregnadas con
una sustancia quimica indicadora: ninhidrina, vainillina, &cido sulfurico,

permanganato de potasio, entre otros (Guerrero, 2013; Polo, 2015).
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1.6.3.3. Determinacién del factor de retencion (Rf)
Para el andlisis de TLC se utiliza frecuentemente el valor de la relacion entre las
distancias recorridas por el soluto y por la fase mdévil desde el origen de la placa
(Coskun, 2016). A este valor se lo denomina factor de retencion (Rf). Este valor es
constante para cada compuesto, siendo imposible su replicacion si no se llevan a cabo
las mismas condiciones cromatograficas experimentales, como: fase estacionaria,
composicion de la fase movil, camara cromatografica, temperatura, cantidad de

muestra, entre otras (Cai, 2012).

Para el analisis eficiente de una placa cromatogréfica, la localizacion de las sustancias
de interés mediante luz UV o derivatizacidn/tincion, junto con valores de Rf muestrales
comparados con Rf de patrones, permiten una alta confiabilidad en la identificacion de

sustancias de interés (Lundanes, Reubsaet, & Greibrokk, 2014; Cai, 2012).
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Capitulo 2

2. Materiales y métodos

2.1. Recoleccién de muestras
Se realizaron tres muestreos en sitios de cultivo agricolas diferentes, donde se llevan
periddicamente aplicaciones de glifosato a la tierra. EI primer muestreo se realiz6 en
cultivos de maiz, Zea mays, en el cantdn Pintag, en la provincia de Pichincha; para el
segundo muestreo se tomd suelo de cultivos de palma africana, Elaeis guineensis, en
el canton Puerto Quito, en la provincia de Pichincha y la tercera muestra se obtuvo de

cultivos rotatorios en el canton Otavalo, en la provincia de Imbabura.

El muestreo se baso segun las indicaciones de la normativa NTE-INEN-ISO 10381,
escogiendo un muestreo aleatorio compuesto, evitando escoger muestras de suelo que

se encontraran cercanas a calles, caminos o fuentes de agua.

Para la toma de suelo se realiz6 10 excavaciones con corte en V con ayuda de una pala,
a una profundidad de 15 centimetros y con un ancho de 10 centimetros y se tomo
muestras de aproximadamente 200 gramos (INEN, 2014). Estas muestras fueron
colocadas en fundas Ziploc y llevadas al Laboratorio de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana, donde se homogeneizaron en un solo recipiente. Se

conservd 500 gramos de cada suelo a temperatura de 4 °C hasta su uso.

2.2. Aislamiento de microorganismos de suelo con capacidad biodegradadora
de glifosato
2.2.1.Siembra en medio con glifosato
Se realiz6 una suspension al 0,5 % (v/v) de glifosato comercial, cuya concentracion es
de 480 mg/mL, como Unica fuente de carbono, 90 mL de agua peptonada bufferada

estéril y 10 gramos de suelo. Esta suspension se incubd por 5 dias a 37 °C. Transcurrido
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este tiempo, se realizd una serie de diluciones en suero fisioldgico estéril, de 10 hasta
108 (Firdous, 2017)
2.2.2.Siembra de diluciones

Para la obtencion de microorganismos con capacidad biodegradadora, se sembré 1 mL
de cada dilucion con ayuda de un asa de Digralski estéril en placas de medio solido
agar nutritivo y se incubd por 24 horas a 30 °C. Para obtener colonias puras, se
identificaron aquellas diluciones en las que se observé un crecimiento mas uniforme
visualmente del indculo, considerando su morfologia macroscépica, asi como la
presencia de poca variedad microbiana, lo cual permitiria un mejor aislamiento de
cepas de interés. Se resembraron sucesivamente los inéculos identificados en medio

agar nutritivo, mediante técnica de estriado por cuadrante, obteniendo cepas puras.

Se rotul6 cada cepa de la siguiente manera: PG”S”54(#), en donde PG representa

(Proyecto Glifosato); S (Sitio de muestreo: Pintag (P), Puerto Quito (PQ), Otavalo

(T)); 54 (Periodo semestral de ensayo) y Numeral # (UFC aislada).
2.2.3.Conservacion de las cepas aisladas

Para la conservacion de los microorganismos aislados se realizaron siembras, mediante

la técnica de pico de flauta, y se incub6 a 30 °C por 24 horas; posteriormente fueron

almacenadas a 4 °C para contar con un cepario, a manera de respaldo para futuras

investigaciones.

2.3. Caracterizacion de microorganismos con capacidad biodegradadora de
glifosato
Se realiz6 una valoracion macroscopica y microscopica de las cepas bacterianas
seleccionadas, las cuales poseen capacidad degradadora de glifosato. Ademas, se

realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion.

25



2.3.1.Tincion Gram
Se utilizé la metodologia descrita por Lopez, y otros (2014). Se prepar6 un frotis
bacteriano y se afadio cristal violeta, que actia como primer colorante, el cual posee
afinidad por las cargas negativas de la pared celular, permitiendo la tincion. Se afiadio
solucion mordiente, que suelen ser sales metalicas como el lugol, el cual forma un
complejo con la pared celular, siendo insoluble en el caso de bacterias Gram positivas,
evitando la salida del cristal violeta. Posteriormente se utilizd un agente decolorante,
generalmente etanol-acetona, en proporcion 1:1; deshidratando la pared celular, lo que
permite la decoloracién de bacterias Gram negativas. Finalmente, se afiadié un
colorante de contraste, safranina, que tifid aquellas bacterias que han sido decoloradas
en el paso previo al no poder retener el complejo cristal violeta-lugol, es decir bacterias
Gram negativas.

2.3.2. Tincion de esporas
Se realizaron frotis de cada cepa aislada en un portaobjetos. Se utiliz6 verde malaquita
como colorante ya que, tifie las esporas y otras estructuras bacterianas cuando se
calientan; se lavé con agua destilada, provocando una decoloracion de estructuras
bacterianas a excepcion de las esporas. Se afiadié safranina, como colorante de

contraste y se observo en el microscopio.

2.3.3.Prueba de oxidasa
En un tubo con suero fisioldgico, se afiadio un frotis del microorganismo de interés
utilizando un hisopo estéril y se afiadié una tira de oxidasa OxiStrip™ de la marca
Hardy Diagnostics. Cuando se observé un viraje del color azul en la tira, se considerd
como un resultado positivo, mientras que, cuando el viraje es de color amarillo, se

considero un resultado negativo.
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2.3.4.Prueba de catalasa
En un portaobjetos limpio, se puso una gota de agua destilada y se realiz6 un frotis del
microorganismo con ayuda de un hisopo estéril; se afiadieron gotas de agua oxigenada
y se identifico la presencia o ausencia de burbujas de aire, las cuales indican

desprendimiento de oxigeno, dando un resultado positivo.

2.3.5.Prueba indol
Se inocularon tubos de ensayo con agua peptonada bufferada estéril con las cepas
bacterianas aisladas y se incub6 a 35 °C durante 24 horas. Posteriormente, se afiadieron
5 gotas de reactivo Kovac y se agitd suavemente. Se identificaron los resultados en

cada tubo, siendo positivo si se genera un anillo rojo en la superficie del medio.

2.3.6. Pre-seleccién de microorganismos tolerantes a glifosato
Se inocul6é agua peptonada bufferada estéril con una UFC de cada cepa aislada y 1
%(Vv/v) de glifosato como fuente de carbono y fosforo, y se incubd por 5 dias. Se midio
la absorbancia, la cual es directamente proporcional al crecimiento microbiano
(Madigan, Martinko, & Brock, 2009), mediante un espectrofotometro UV-Vis, antes
de la siembra y después de 5 dias, determinando las cepas capaces de sobrevivir a una
concentracion mas elevada del xenobi6tico. Asi, se seleccionaron aquellas bacterias

tolerantes a una mayor concentracion del herbicida.

2.4. ldentificacion bioquimica de cepas tolerantes a glifosato
Para bacterias Gram positivo, se utilizo el kit de identificacion BD BBL™ Crystal GP
y para bacterias Gram negativas el kit de identificacion BD BBL™ Crystal™
Enteric/Nonfermenter. Como indica el fabricante, se inocul6 una UFC en un medio de
cultivo Mac Conkey para bacterias Gram negativas, mientras que para bacterias Gram

positivas se utiliz6 un medio TSA y se incubo por 24 horas.
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Con ayuda de un hisopo estéril, se diluyé el in6culo de cada cepa en los tubos BBL
Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID, se agité por 30 segundos y mediante un analisis
visual se observo que la turbidez sea equivalente a un patron McFarland de 0,5 (1*108
UFC). Se colocé el contenido del tubo en los paneles del kit hasta que cada pocillo

esté cubierto con la solucion y se incubaron a 35 °C por 24 horas.

Una vez terminado el tiempo de incubacidon se observé los virajes de coloracion de los
paneles y se realiz6 un perfil bioquimico a través de una comparacién con los
resultados establecidos por el fabricante, posteriormente este perfil bioquimico fue

analizado en una base de datos con ayuda del software Crystal Mind.

2.5. Determinacion de la tolerancia de los microorganismos a glifosato
mediante microdilucion en caldo
2.5.1.Preparacion de inéculos bacterianos
Una vez seleccionadas las cepas tolerantes a una concentracion de glifosato, se
sembraron previamente por 24 horas en medios TSA. Estas cepas fueron resembradas
en 5 mL de caldo Mueller Hinton con ayuda de un hisopo estéril, tomando una UFC,
a una temperatura de 35 °C por 24 horas. EI mismo procedimiento fue realizado para

la cepa bacteriana de control Micrococcus yunnanensis (ATCC 7468).

Una vez transcurrido el tiempo necesario, el caldo de cultivo se coloco en tubos falcon
estériles y se centrifugo en la centrifuga de marca HERMLE Z400 por 20 minutos a
3000 rpm; se desecho el sobrenadante, quedando las bacterias precipitadas en el fondo
de los tubos. Para la resuspension se utilizan aproximadamente 5 mL de caldo Mueller

Hilton estéril y se llevo a agitacion en un vortex de marca Labnet por 3 minutos.

Para la estandarizacion de los microorganismos se utilizd un espectrofotometro UV-

Vis JASCO V-730, a una longitud de onda de 625 nm, obteniendo una absorbancia
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entre 0,08 a 0,11, propio de un indculo bacteriano de 1-2*108 UFC/mL (Carlone &

Pompei, 2013).

2.5.2. Determinacion de la tolerancia a glifosato mediante microdilucion en
caldo

Se utilizo la metodologia de Suheil y Fehmey (2009) para determinar la tolerancia de

microorganismos al herbicida. Se usaron placas multipocillos estériles de poliestireno

de alta transparencia de 96 pocillos de marca VWR®, colocando las muestras con

ayuda de una micropipeta multicanal de 12 canales.

Se llend la fila A de la microplaca con 100 uL de caldo de cultivo Mueller Hinton y
50 pL de glifosato comercial a una concentracion de 12,5 % (v/v), a excepcion del
pocillo Ao, que se llen6 con 150 uL de caldo de cultivo y 50 pL de glifosato, siendo
este el control de esterilidad del ensayo. De la siguiente fila en adelante (B-H), se
incorporaron 100 pL de caldo de cultivo Mueller Hinton. Posteriormente, con ayuda
de la micropipeta multicanal, se mezclé y se traspasé 50 uL de la primera fila (A), y

asi sucesivamente hasta la dltima fila (H), desechando los 50 pL sobrantes.

Las concentraciones obtenidas luego de la dilucion de glifosato en cada pocillo se

encuentran determinadas en la tabla 1.

29



Tabla 1.

Disefio de la placa de multipocillos con las concentraciones ( % (v/v)) de glifosato

utilizadas
gpa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Co:
A 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 - 125 | 12,5
B 63 | 63 | 63 | 63 | 63 | 63 | 63 | 63 | 63 - 63 | 6,3
C 32 | 32 | 32 | 32 [ 32 | 32 | 32 | 32 | 32 - 32 | 32
D 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 - 1,6 | 16
E o8 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 - 08 | 08
F 04 | 04 | 04 | 04 | 04 [ 04 | 04 | 04 | 04 - 04 | 04
G 02 | 02 | 02 | 02 | 02| 02| 021 021 02 - 02 | 02
H o1 | 01|01 ] 01|01 |01 |01 01|01 - 01 | 01

Nota: Las cepas fueron colocadas en las columnas 1-12 de la placa; las concentraciones fueron
colocadas en las filas A-H.
Elaborado por: Los autores (2019)

Se colocd 50 ulL de los indculos bacterianos de las cepas aisladas previamente, de la

siguiente manera en la placa multipocillo:

En las columnas 1, 2 y 3, se colocd 50 uL de la cepa bacteriana PG54P01.

En las columnas 4, 5y 6, se colocd 50 uL de la cepa bacteriana PG54P04.

En las columnas 7, 8 y 9, se colocd 50 uL de la cepa bacteriana PG54T01.

En la columna 10 no se inocularon cepas bacterianas, sirviendo como control

de esterilidad.

En las columnas 11y 12, se coloc6 50 pL de la cepa bacteriana Micrococcus

yunnanensis (ATCC 7468), como control positivo de ensayo.
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Una vez inoculados los pocillos, con un volumen final de 150 uL en cada uno, se
incubd la microplaca por 24 horas a una temperatura de 35 °C y agitacion lenta de 40

rpm, en una incubadora magnética TECNAL TE-420.

2.5.3. Adicion del colorante cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)
En una balanza analitica Mettler Toledo modelo 1204 se pes6 10 mg de colorante TTC
y fue aforado en 10 mL de agua destilada esteéril, obteniendo una concentracion de 1
% (v/v). Después de que las placas multipocillo fueron incubadas por 24 horas se
afiadié 40 uL a cada pocillo con ayuda de una micropipeta multicanal, se incubd por
30 minutos, a 35 °C de temperatura y 40 rpm de agitacion. El colorante TTC es
termolabil y fotosensible, por lo que antes de su uso, es necesario su cubrimiento con

papel de aluminio y refrigeracion a 4 °C para evitar su descomposicion.

2.5.4. Lectura de placas multipocillo
Pasado el tiempo de incubacion, se observaron los pocillos coloreados de rojo intenso,
lo cual indica cualitativamente el crecimiento y la tolerancia de las cepas bacterianas
a las diferentes concentraciones de glifosato. Posteriormente, se leyé la absorbancia
de la placa multipocillo en el equipo Microplate Reader, el cual tiene integrado un

espectrofotometro UV-Vis, realizando la lectura a una longitud de onda de 650 nm.

2.5.5. Determinacion del Log UFC/mL mediante curva de calibracion
Para la identificacion de las mejores bacterias tolerantes a glifosato, se elaboraron
curvas de calibracion de crecimiento de cada cepa, lo cual permitio la cuantificacion
de UFC/mL de cada inoculo a partir de la ecuacion de la recta. Para ello, se inocularon
las cepas bacterianas PG54P01, PG54P04 y PG54T04 en 10 mL de agua peptonada

estéril y se incubd durante 24 horas.
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Transcurrido este tiempo, se midid la turbidez de cada indculo mediante un
espectrofotometro UV-Vis JASCO V-730 a una longitud de onda de 625 nm,
considerando distintos valores de escala McFarland, los cuales indican una

determinada UFC/mL cada uno, como se observa en la tabla 2.

Tabla 2.

Relacion entre 5 puntos de escala McFarland y UFC/mL

Escala McFarland | UFC/mL
0,5 1.5*108
1 3*108
2 6*108
3 9*108
4 12*108

Fuente: (Carlone & Pompei, 2013)

Una vez finalizada la lectura de cada bacteria en las escalas McFarland propuestas, se
construyeron las curvas de calibracion con 5 puntos y se obtuvo la ecuacion de la recta
para cada inéculo bacteriano (Céspedes, 2012), a partir de la cual, se determind el
UFC/mL de cada cepa, valor que se transformé a Log UFC/mL para tener uniformidad
de la varianza, considerando las absorbancias obtenidas en la lectura de las placa

multipocillo, pudiendo analizar estadisticamente los resultados.

y(A) =mx(U) +b

En donde,

y(A): Absorbancia medida por el lector Microplate Reader, de cada pocillo.

m: Pendiente de la recta.

X(U): UFC/mL de cada cepa bacteriana.
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b: Ordenada en el origen (interseccién de la recta en el eje de ordenadas).

2.5.6. Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico ANOVA, se aplico un analisis factorial 3x8 (UFC/mL x
concentracion de glifosato), como se observa en la tabla 3, en el cual se evaluo la
tolerancia que presentaban las bacterias a determinadas concentraciones de glifosato,
de acuerdo a su crecimiento. Se evalu6 la UFC/mL, la concentracion de glifosato y la
interaccion entre la UFC/mL x concentracion de glifosato, asi como los tratamientos
generados, mediante pruebas Post Hoc de Duncan 5 %. EIl analisis se llevo a cabo

mediante el programa INFOSTAT version 2015.

Tabla 3.

Disefio experimental para el anélisis factorial de la UFC/mL

PG54P01

Factor 1 Cepa bacteriana PG54P04

PG54T04

12,5

6,3

3,2

1,6
Factor 2 | Concentracion de glifosato (%o (v/v))

0,8

0,4

0,2

0,1

Elaborado por: Los autores (2019)
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2.6. Analisis de la capacidad biodegradadora de glifosato mediante técnicas
cromatograéficas
2.6.1.Seleccion de la fase movil
De acuerdo a la metodologia utilizada por Kastelan-Macan, Macan, Zelenika, & Babic
(2005) se prepard 200 mL de las fases moviles con una combinacion de solventes
polares, afines a la molécula de interés: Etanol/agua/acetato de etilo en las siguientes
proporciones: (6:3,5:0,5) v/v; (5:3:2) vivy (6:2:2) viv, siendo (5:3:2) v/v la mejor fase
movil que permitid la separacion de las moléculas en el menor tiempo y con mas
eficiencia. Una vez identificada la mejor proporcion de fase movil, se prepard 500 mL

de fase mavil para el analisis.

2.6.2.Preparacion de la muestra
Se inocul6 10 mL de agua peptonada bufferada estéril con 1 UFC de cada una de las
bacterias, y se agregd 0,104 uL de glifosato a una concentracion de 2,5 % (v/v). Se

incubo durante 5 dias en una plancha de agitacion a 35 °C y 50 rpm.

Luego de 5 dias de incubacion, se afiadieron 10 mL de metanol grado HPLC a cada
una de las muestras. Como estandar, se utilizé6 10 mL de glifosato comercial a una
concentracion de 480 g/L, a la cual se afiadio 10 mL de metanol. Las cuatro muestras
fueron selladas con una cubierta de papel aluminio con poros para permitir la
evaporacion del solvente durante 24 horas; debido a que el solvente no se evaporo
completamente, se concentrd la muestra en un rotavapor de marca IKA® RV modelo

10 basic a 40 °C y 100 rpm durante 15 min.

Posteriormente, se afiadieron 25 mL de fosfato monopotasico (KH2PO4) a una
concentracion de 0,1 M y se colocé en ultrasonido durante 60 min. Los extractos

fueron filtrados en papel filtro Whatman 40 y concentrados hasta sequedad a 40 °C y
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110 rpm; una vez concentrados, se agregd 2 mL de metanol y se filtraron en
microfiltros Rephile de 0,45 um. Debido a la viscosidad del estandar comercial de
glifosato, fue necesario realizar una dilucién 1:100 con metanol, previo a la siembra

en la placa cromatogréfica.

2.6.3. Lectura cromatografica
Se sembraron 40 pL de muestra en placas de silica gel marca Sigma-Aldrich® (LxW:
20 cmx10 cm con factor de fluorescencia de 254 nm), utilizada como fase estacionaria
para la separacion y purificacion de los compuestos, con ayuda del equipo LINOMAT-

5 (CAMAG), a 1 cm del largo de la placa cromatografica.

Se saturd una cdmara cromatografica con fase maovil, por un tiempo de 40 minutos
para que el solvente arrastre todos los compuestos de la mezcla. Una vez saturada la
camara, se agrego la placa sembrada con las muestras, finalizando la separacion de las
moléculas hasta que el solvente alcance el limite marcado (8 cm desde el inicio de la
siembra) en la placa. Luego de la corrida de las muestras, se secaron los residuos de

fase movil de la placa con una secadora por un tiempo de 15 minutos.

Los componentes se visualizaron mediante una lampara UV marca CAMAG UV
Cabinet, a una longitud de onda de 245 nm (absorbancia) y 365 nm (fluorescencia) y
se sefialaron las manchas generadas durante la corrida para el calculo del Rf (factor de

retencion) de los compuestos activos, mediante la ecuacion propuesta por Cai en 2012.

Distancia desde el punto de aplicacion al centro de la mancha

~ Distancia desde el punto de aplicaciéon al frente del eluyente

Finalmente, se revelo la placa utilizando Ninhidrina 0,2 % (0,6 g de Ninhidrina
hidratada en 300 mL de etanol al 96 %), y se calentd a una temperatura de 110 °C

durante 10 minutos para eliminar el exceso de residuos.
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Capitulo 3

3. Resultados y discusion

3.1. Recoleccion de muestras
Las muestras de suelo escogidas estuvieron expuestas a glifosato de manera periodica
por periodos de 5 a 10 afios, provocando una acumulacion de glifosato adherido a
particulas del suelo y el aumento de fosfatos (Gimsing & Borggard, 2002),

permitiendo la adaptacion de microorganismos a este xenobidtico.

3.2. Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de suelo con
capacidad biodegradadora de glifosato
A pesar de que se encuentra bien documentado que el glifosato es altamente
metabolizado por microorganismos, en este estudio se aislaron 10 microorganismos
degradadores de glifosato de las diferentes muestras de suelo expuestas al herbicida,
en contraste con el estudio de (Forlani, Mangiagalli, Nielsen, & Suardi, 1999) donde
se utiliz6 una matriz de suelo agricola con glifosato en la cual se observo una
degradacion microbiana de este herbicida, pero no fue posible el crecimiento in vitro
y la observacion de colonias visibles en el laboratorio, lo que sugiere que la
degradacion primaria de este herbicida podria realizarse a través de microorganismos

no cultivables.

En la muestra de suelo de Puerto Quito no existio una gran biodiversidad de
microorganismos en comparacion con las otras muestras, al considerar la diversidad
de las UFC/mL a una dilucion de 10 mediante un andlisis de turbidez de escala

McFarland. Asi, en Puerto Quito, la carga microbiana fue de 6*10®% UFC/mL,
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correspondiente a uno en la escala de McFarland, mientras que en Otavalo y Pintag

fue de 8*108 UFC/mL, indicando una escala de 2 de McFarland.

En los suelos de climas tropicales, como es el caso de la muestra de Puerto Quito, con
un clima tipico de bosque lluvioso tropical y cuyas temperaturas oscilan entre 27 a 30
°C, la materia organica se descompone rapidamente, lixiviandose los nutrientes de la
superficie y disminuyendo la disponibilidad de estos nutrientes para la microbiota
(Madigan & Martinko, 2009), aislandose apenas dos microorganismos. Otra razon por
la cual no existié una gran biodiversidad se debi6 al impacto adverso que el glifosato
ocasiona en el microbioma del suelo, reduciendo su desarrollo fisioldgico y

bioquimico al alterar su metabolismo (Abad, 2017).

Tabla 4.

Caracterizacion macroscopica de los microorganismos degradadores de glifosato

Cddigo Elevacién Margen Forma Color Textura
PG54P01 Convexa Lobado Irregular Blanco Cremosa
PG54P02 Plano Liso Redondo Blanco Cremosa
PG54P03 Plano Liso Redondo Beige Seco
PG54P04 Plano Liso Redondo Amarillo tenue Cremoso

PG54PQ01 Plana Lobada Irregular Blanco Cremosa

PG54PQ02 Convexa Irregular Redondo Blanco Seco
PG54T01 Plana Liso Redondo Beige Cremosa
PG54T02 Plana Rizoide Rizoide Amarilla Seco
PG54T03 Plana Liso Redondo Beige Seca
PG54T04 Plana Irregular Redondo Blanco Cremosa

Elaborado por: Los autores (2019)

En el caso de Otavalo y Pintag, la carga microbiana fue mas diversa, debido a una

mayor cantidad de cepas aisladas en comparacion con la muestra de suelo de Puerto
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Quito, como se evidencia en la tabla 4, presentando una diversidad funcional de estas

comunidades microbianas resistentes al herbicida.

La caracterizacion macroscopica determind diferencia en elevacion, margen, forma,
color y textura de las 10 cepas bacterianas aisladas, como se muestra en la tabla 4,
permitiendo identificar diversidad microbiana resistente a una concentracion

determinada de glifosato, en cultivos mezclados.

Tabla 5.

Caracterizacion microscépica de los microorganismos biodegradadores de glifosato

Cédigo Catalasa Oxidasa Indol Tincién Tincién

Gram esporas
PG54P01 + - - + +
PG54P02 + - - T T
PG54P03 + ; : ; ;
PG54P04 + + : - }
PG54PQ01 - - - i -
PG54PQ02 - - - - -
PG54T01 + - R - ;
PG54T02 + ; ; - ;
PG54T03 - - - + +
PG54T04 - - - R N

Elaborado por: Los autores (2019)

Durante el proceso de caracterizacion microscopica, la tincién Gram y la tincion de
esporas, asi como las pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa e indol) indicaron las
caracteristicas metabolicas de las cepas aisladas. En relacién a los resultados

obtenidos, se eligieron pruebas secuenciales para obtener una fiabilidad de la
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caracterizacion del género y de la especie microbiana. Los resultados de la

caracterizacion microscopica se muestran en la tabla 5.

3.3. Pre-seleccion de microorganismos tolerantes a glifosato
Mediante espectrofotomeria UV-Vis, se determind que las mejores bacterias tolerantes
a glifosato, en relacion a su crecimiento, fueron las cepas PG54P01, PG54P04 y
PG54T04, debido a los altos valores de absorbancia en comparacion a las demés, como
se muestra en la figura 4, lo que indica una mayor cantidad de masa microbiana;
consecuentemente, estas cepas fueron utilizadas para ensayos posteriores

determinados en los siguientes apartados.

Tolerancia de las cepas bacterianas aisladas a partir de muestras de suelo
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|
|
|
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|
\

o
o

Microorganismos aislados

Figura 4. Niveles de absorbancia a 625 nm para cada cepa bacteriana aislada a partir de muestras de
suelo e incubadas por 24 horas

Elaborado por: Los autores (2019)

En esta investigacion se utiliz agua peptonada bufferada para evitar cambios bruscos
de pH ya que, se debe considerar que el incremento de glifosato provoca una
acidificacion del medio de cultivo dificultando el crecimiento bacteriano. Ademaés de
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la toxicidad del glifosato, es necesario considerar que el surfactante utilizado,
Polioxietilamida (POEA), es un compuesto mas tdxico que el herbicida, por lo que es
importante aislar cepas capaces de tolerar este surfactante, asi como el glifosato ya
que, de esto depende la capacidad de degradacion tanto ex situ como in situ (Schneider,

Carmo, Takaki, Stuelp, & Ribeiro, 2014).

3.4. Identificacion bioquimica de cepas tolerantes a glifosato
La identificacion de las cepas se dio gracias a la habilidad de los microorganismos para
reaccionar a diferentes sustratos que contienen colorantes, produciendo un viraje

(positivo) o permaneciendo intacto (negativo), de acuerdo a su metabolismo.

En base a los resultados del perfil bioquimico obtenido y con ayuda del software
Crystal Mind, se determind que las cepas Gram negativas, PG54P04 se trata de
Burkholderia cepacia con un porcentaje de confianza del 99,74 % (vease Anexo 6) y
PG54T04 obtuvo un porcentaje de confianza de 97,61 %, con similitud para

Escherichia coli (vease Anexo 7).

El género Burkholderia sp. pertenece a la familia Burkholderiacae y se encuentra
comunmente en suelos agricolas y las rizosferas ya que, se ha determinado que puede
formar simbiosis con plantas (Rojas, y otros, 2019) y es uno de los géneros mas
aislados en estudios de bacterias degradadoras de glifosato y de pesticidas, entre los
gue destacan las especies Burkholderia cepacia, Burkholderia pseudomallei,
Burkholderia multivorans y Burkholderia vietnamiensis (Manogaran, Shukor, Yasid,

Johari, & Ahmad, 2017).

En la investigacion de Shahid & Khan (2018), se aislaron del suelo a cepas tolerantes
a glifosato de cultivos de Vicia faba y se identifico a Burkholderia cepacia como la

bacteria mas resistente al herbicida, tolerando una concentracion de glifosato de 3200
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ug/mL e incluso, se comprobo su influencia en la disminucion de la fitotoxicidad en
el cultivo y en la produccion de reguladores de fitocrecimiento. De esta manera, se
determind que Burkholderia cepacia puede servir como biofertilizante para mejorar la

produccién de garbanzos en suelos contaminados incluso con herbicidas.

El géenero de Escherichia pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Escherichia coli
es una bacteria cosmopolita y es utilizada como modelo para estudios genémicos y
enzimologicos. Es de especial interés en biorremediacion de glifosato ya que esta
bacteria produce la enzima 5-enolpiruvilshikimato-fosfato sintetasa (EPSPS) similar
al de las plantas. Estudios sobre mutaciones genéticas indican que mutaciones en el
aminoacido prolina 101 (Pro'®!) de la enzima EPSPS confieren la tolerancia al
herbicida, esta mutacion puede servir para procesos de mejoramiento genético en

plantas (Healy, Funke, Priestman, Han, & Schonbrun, 2007).

Para la cepa PG54P01 se requieren realizar pruebas mas especificas para su
identificacion a nivel de género y especie (véase Anexo 6); sin embargo, se observo su
crecimiento tanto en medio Manitol Agar Salado, el cual es utilizado sélo para el
crecimiento de bacterias Gram positivas (Madigan, Martinko, & Brock, 2009), como
en medio de cultivo con cloranfenicol (antibiético comunmente utilizado para inhibir
crecimiento bacteriano), por lo que se confirma a traves de estos medios selectivos que

la cepa PG54P01 se trata de una bacteria Gram positiva.

3.5. Determinacion de la tolerancia de los microorganismos a glifosato

mediante microdilucién en caldo

3.5.1. Evaluacion cualitativa
Para la evaluacion cualitativa de la tolerancia de los microorganismos a distintas

concentraciones de glifosato, se determind el crecimiento microbiano, mediante la
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coloracion de los pocillos, tras adicionar el colorante TTC, a una concentracién de 1
%, el cual es un indicador de la respiracion celular y su visualizacion de viraje se
observa en poco tiempo. El compuesto se torna de color rojo en presencia de enzimas
deshidrogenasas, mientras que permanece incoloro en ausencia de dichas enzimas,
debido a que han sido desnaturalizadas o degradadas (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda,

2016).

La coloracion de los pocillos en la placa fue distinta para cada cepa bacteriana aislada,
incluyendo el control positivo (Micrococcus yunnanensis ATCC 7468), considerando
ademas que, el control de esterilidad no present6 coloracion, lo cual indicé la ausencia
de contaminacién en el ensayo. Para la cepa PG54P01, se observé una coloracion tenue
a una concentracion de 0,2 % (v/v) (fila G) de glifosato comercial, en las tres
repeticiones; mientras que, para la cepa PG54P04, la coloracién fue intensa a una
concentracion de 0,4 % (v/v) (fila F) de glifosato comercial para las tres repeticiones.
En el caso de la cepa PG54T04, la coloracion varid, siendo tenue a una concentracion
de 0,4 % (v/v) (fila E) de la primera y segunda repeticion, pero intensa a partir de la

concentracion de 0,2 % (v/v) (fila G).

De esta manera, se determiné cualitativamente que la cepa PG54P04 tiene mayor
crecimiento a una concentracion mas alta de glifosato (0,4 % v/v), por tanto, es mas
tolerante a concentraciones elevadas del xenobidtico que los dos indculos bacterianos,

sequida de la cepa PG54T04.

3.5.2. Evaluacion cuantitativa mediante analisis estadistico
Por otro lado, en el analisis cuantitativo mediante el equipo Microplate Reader, se
determind la absorbancia de cada pocillo de la placa la cual, a partir de la ecuacion de

la recta establecida mediante curvas de calibracion de crecimiento en el apartado
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2.6.5., permitid conocer la UFC/mL de cada indculo microbiano, como se muestra en

la tabla 6, unidad usada para el analisis estadistico ANOVA.

Tabla 6.

Lectura de Log UFC/mL obtenida a partir de la ecuacion de la recta de cada cepa

Concentracion de
glifosato PG54P01 PG54P04 PG54T04
(%;v/v)/Bacteria
12,5 8,47 | 852 | 845|869 | 851|871 | 871 | 875 | 8,75
6,3 848 | 8,53 | 852 | 8,74 | 8,68 | 8,73 | 8,76 | 8,75 | 8,80
3,2 8,56 | 8,56 | 854 | 8,75 | 8,71 | 8,75 | 8,78 | 8,76 | 8,85
1,6 8,58 | 8,57 | 8,55 | 8,76 | 8,90 | 8,78 | 8,79 | 8,78 | 8,94
0,8 8,67 | 8,66 | 8,56 | 8,86 | 9,43 | 8,88 | 8,99 | 8,78 | 9,03
0,4 8,75 | 8,74 | 860 | 9,39 | 9,47 | 9,21 | 9,21 | 8,85 | 9,07
0,2 8,80 | 9,16 | 8,68 | 9,57 | 9,62 | 9,60 | 9,25 | 9,07 | 9,20
0,1 8,93 1929|910 |965|975|965]| 925|930 | 931

Elaborado por: Los autores (2019)

3.5.2.1. Tolerancia de la cepa PG54P01 a glifosato, mediante prueba
Duncan 5%
Los resultados obtenidos mediante ANOVA para la tolerancia de la cepa PG54P01 a
concentraciones de glifosato, permitieron identificar la existencia de diferencia
significativa en al menos una concentracion, al considerar el p-valor (0,0001), el cual

es menor a un o=0,05.

Mediante la prueba Post Hoc Duncan 5 %, se identificaron 8 rangos de significancia
de las 8 concentraciones de glifosato analizadas en la bacteria PG54P01, como se
observa en la figura 5. Estos fueron: A, AB, B y C. El rango A de significancia abarca

5 concentraciones de glifosato utilizadas (12,50 % (v/v), 6,30 % (v/v), 3,20 % (v/v),
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1,60 % (v/v) y 0,80 % (v/v)), en las cuales el crecimiento de la cepa bacteriana fue
minimo, en un intervalo de valores medios de Log UFC/mL que van de 8,48 a 8,63
Log UFC/mL. Los rangos AB, B y C con concentraciones de glifosato 0,40 % (v/v),
0,20 % (v/v) y 0,10 % (v/v), presentan los mayores valores de crecimiento microbiano,
con 8,70, 8,88 y 9,30 Log UFC/mL, respectivamente, siendo mayor el crecimiento a
partir de la concentracion 0,40 % (v/v). Determinando asi que, cuantitativamente,
PGb54P01 presentd mayor crecimiento y, por ende, tolerancia al glifosato a
concentraciones bajas, de 0,40 % (v/v) a 0,10 % (v/v), siendo su tolerancia méxima a

una concentracion de 0,40 % (v/v).

Tolerancia de la cepa PG54P01 a distintas concentraciones de glifosato

9,257

8,044

6,84

Log UFC/mL

_I_AB

8,63

’:|:‘A
842

T T T T T T T T
12,50% 5,30% 3,20% 1,60% 0,80% 0,40% 0,20% 0,10%
Concentracién glifosato

——A

Figura 5.Tolerancia medida en Log UFC/mL de la cepa PG54P01 a distintas concentraciones de
glifosato

Elaborado por: Los autores (2019)

3.5.2.2. Tolerancia de la cepa Burkholderia cepacia PG54P04 a
glifosato, mediante prueba Duncan 5 %
Los resultados obtenidos mediante ANOVA para la tolerancia de la cepa Burkholderia

cepacia PG54P04 a concentraciones de glifosato, permitieron identificar la existencia
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de diferencia significativa en al menos una concentracion, al considerar el p-valor

(<0,0001), el cual es menor a un 0=0,05.

Tolerancia de la cepa Burkholderia cepacia PG54P04 a distintas concentraciones

de glifosato
8779
N
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c
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E
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12,50% 5,30% 3,20% 1,60% 0,80% 0,40% 0,20% 0,10%

Concentracidn glifosato

Figura 6.Tolerancia medida en Log UFC/mL de la cepa Burkholderia cepacia PG54P04 a distintas
concentraciones de glifosato

Elaborado por: Los autores (2019)

Mediante la prueba Post Hoc Duncan 5 %, se identificaron 8 rangos de significancia
de las 8 concentraciones de glifosato analizadas en la bacteria Burkholderia cepacia
PG54P04, como se observa en la figura 6. Estos fueron: A, B, C, CD y D. El rango A
de significancia abarca 4 concentraciones de glifosato utilizadas (12,50 % (v/v), 6,30
% (v/v), 3,20 % (v/v) y 1,60 % (v/v)), en las cuales el crecimiento de la cepa bacteriana
fue minimo a comparacion de los otros resultados, en un intervalo de valores medios
de Log UFC/mL que van de 8,64 a 8,81 Log UFC/mL. EIl rango B (0,80 % (v/v))
presentd un crecimiento menor a comparacion de los rangos C, CD y D (0,40 % (v/v),
0,20 % (v/v) y 0,10% (v/v)) con un valor medio de Log UFC/mL de 9,06; mientras
que los rangos C, CD y D presentan los mayores valores de crecimiento microbiano,

con 9,36, 9,60 y 9,68 Log UFC/mL, respectivamente. De esta manera,
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cuantitativamente, Burkholderia cepacia PG54P04 present6 mayor crecimiento y, por
ende, tolerancia al glifosato a concentraciones bajas, de 0,80 % (v/v) a 0,10 % (v/v),

siendo su tolerancia maxima a una concentracion de 0,80 % (v/v).

3.5.2.3. Tolerancia de la cepa Escherichia coli PG54T04 a glifosato,
mediante prueba Duncan 5 %
Los resultados obtenidos mediante ANOVA para la tolerancia de la cepa Escherichia
coli PG54T04 a concentraciones de glifosato, permitieron identificar la existencia de
diferencia significativa en al menos una concentracion, al considerar el p-valor

(<0,0001), el cual es menor a un 0=0,05.

Mediante la prueba Post Hoc Duncan 5 %, se identificaron 8 rangos de significancia
de las 8 concentraciones de glifosato analizadas en la bacteria Escherichia coli
PG54T04, como se observa en la figura 7. Estos fueron: A, AB, BC, CDy DE y E. El
rango A de significancia abarca una concentracion de glifosato utilizada (12,50 %
(v/v)) con un valor medio de 8,74 Log UFC/mL, mientras que el rango AB engloba 3
concentraciones (6,30 % (v/v), 3,20 % (v/v) y 1,60 % (v/v)) en las cuales, el
crecimiento de la cepa bacteriana fue minimo a comparacion de los otros resultados,
en un intervalo de valores medios de Log UFC/mL que van de 8,77 a 8,84 Log
UFC/mL. Desde el rango BC hasta el E (0,80 % (v/v) - 0,10 % (v/v), fue mejor el
crecimiento microbiano, debido a que los valores de Log UFC/mL fueron elevados en
comparacion a los valores de rangos anteriores, con un intervalo de crecimiento medio
de 8,93 a 9,29 Log UFC/mL. De esta manera, cuantitativamente, Escherichia coli
PG54T04 presentd mayor crecimiento y, por ende, tolerancia al glifosato a
concentraciones bajas del xenobiotico, de 0,80 % (v/v) a 0,10 % (v/v) (v/v) siendo su

tolerancia maxima a una concentracion de 0,80 % (v/v).
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Tolerancia de la cepa Escherichia coli PG54T04 a distintas concentraciones de

glifosato

9,337
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12,50% 5,30% 3,20% 1,50% 0,30% 0,40% 0,20% 0,10%
Concentracidn glifosato

Figura 7. Tolerancia medida en Log UFC/mL de la cepa Escherichia coli PG54T04 a distintas
concentraciones de glifosato

Elaborado por: Los autores (2019)

3.5.2.4. Comparacion entre la tolerancia de las cepas PG54P01,
Burkholderia cepacia PG54P04 y Escherichia coli PG54T04
Los resultados obtenidos mediante ANOVA y la prueba Post Hoc de Duncan 5 % para
la tolerancia de las cepas bacterianas a concentraciones de glifosato, permitieron
identificar la existencia de diferencia significativa entre las tres cepas, al considerar el

p-valor (<0,0001), el cual es menor a un a=0,05.

Como se observa en la figura 8, Burkholderia cepacia PG54P04 presentd mayor
crecimiento a distintas concentraciones de glifosato, con una media de Log UFC/mL
de 9,07, seguido por Escherichia coli PG54T04, con una media de crecimiento de 8,95
Log UFC/mL, siendo la cepa PG54P01 la que presentd menor crecimiento entre las

tres bacterias, con 8,68 Log UFC/mL.
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Comparacion entre la tolerancia de las cepas PG54P01, Burkholderia cepacia

PG54P04 y Escherichia coli PG54T04

9,197

5,044

2,801

Log UFCiml

8,75

8,61

T
PGS4P01 PGS4P04 PGS4TD4
Bacterias

Figura 8. Comparacion entre la tolerancia Log UFC/mL de las tres cepas aisladas

Elaborado: Por los autores (2019)

El crecimiento de Burkholderia cepacia en presencia de pesticidas organofosforados
se debe a su versatilidad metabdlica para utilizar acidos grasos, azucares, &cidos
dicarboxilicos, alcoholes, compuestos aromaticos, aminoécidos y aminas (Fernandez
& Verduga, 2014), como fuente de nutrientes y energia para su crecimiento,
presentando una gran ventaja respecto a otras bacterias, debido a su complejo
enzimatico Metil Paration Hidrolasa (MPH), el cual es capaz de degradar este tipo de
pesticidas a partir de la escision del enlace C-P (Ekkhunnatham, Jongsareejit,
Yamkunthong, & Wichitwechkarn, 2012). En cuanto a Escherichia coli, su
crecimiento en presencia de estos pesticidas se debe a la enzima C-P liasa, capaz de
cortar los enlaces C-P de organofosforados y alquil-fosfonatos (Seweryn, y otros,
2015), usando, como fuente de nutrientes para su desarrollo, los subproductos de la
degradacion microbiana. Para el caso de PG54P01, su bajo crecimiento respecto a las

otras cepas se debe a un efecto tdxico de la concentracion de glifosato sobre su
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actividad metabdlica, alterando su desarrollo bioquimico y fisioldgico (Ortiz-

Hernandez, Sdnchez-Salinas, Castrejon, Dantan, & Popoca, 2013).

3.6. Andlisis de la capacidad biodegradadora de glifosato mediante
cromatografia en capa fina (TLC)
Considerando la polaridad de la molécula de glifosato y su caracter hidrofilico, la
eleccion de wuna fase movil con una mezcla de solventes polares
(etanol(5)/agua(3)/acetato de etilo(2) v/v) se basd en tres criterios: solubilidad,
afinidad y resolucion de las moléculas de interés (Cai, 2012), los cuales también
intervinieron en la seleccion de la fase movil de la investigacion realizada por

Kastelan-Macan, Macan, Zelenika, & Babic (2005).

Tabla 7.

Analisis cromatogréafico de la biodegradacion de glifosato a los 5 dias de inoculacion

bacteriana
N° de Estandar de glifosato Cepa Cepa Cepa
mancha comercial PG54P01 PG54P04 PG54004
1 0,26 0,54 0,56 0,58
2 - 0,65 0,65 0,65
3 - 0,79 0,78 0,80
4 - 0,91 0,94 0,93

Elaborado por: Los autores (2019)

En la TLC realizada con las muestras extraidas luego de 5 dias de incubacion de los
microorganismos con glifosato, se identificaron cuatro manchas por cada muestra
(véase Anexo 9) con su Rf respectivo, como se muestra en la tabla 7. A partir de estos
valores, y considerando el Rf del estandar comercial de glifosato (0,26), se evidencid

biodegradacion del xenobidtico por parte de los microorganismos aislados, con
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estructura quimica desconocida, pero con similitud en el Rf de 0,65 entre las tres

bacterias.

En la TLC realizada con las muestras extraidas luego de 15 dias de incubacion de los
microorganismos con glifosato, se identificaron dos manchas por cada muestra (véase
Anexo 10) con su Rf respectivo, como se muestra en la tabla 8. A partir de estos valores,
y considerando el Rf del estdndar comercial de glifosato (0,26), se determin6 una
biodegradacion del xenobidtico por parte de los microorganismos, existiendo
moléculas de estructura quimica desconocida, pero similares al considerar el Rf de
0,71, el cual fue el mismo para las tres bacterias. Ademas, se identifico gran similitud

entre los valores Rf de las cepas PG54P04 y PG54P01.

Tabla 8.

Analisis cromatogréafico de la biodegradacion de glifosato a los 15 dias de inoculacién

bacteriana
N° de Estandar de glifosato Cepa Cepa Cepa
mancha comercial PG54P01 PG54P04 PG54T04
1 0,26 0,50 0,50 0,39
2 - 0,71 0,71 0,71

Elaborado por: Los autores (2019)

De esta manera, con los valores Rf de ambas etapas del ensayo, se determind diferencia
en la biodegradacion de glifosato por tiempo de inoculacion, existiendo mayor nimero
de moléculas generadas a partir de los 5 dias que a los 15 dias de ensayo. Esta
diferencia se explica al considerar el metabolismo de pesticidas (Ortiz-Hernandez,
Sanchez-Salinas, Castrejon, Dantan, & Popoca, 2013) y la cinética de crecimiento
bacteriano, donde la fase logaritmica se caracteriza por la duplicacion celular por el

consumo del sustrato por parte del microorganismo, mientras que, en la fase
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estacionaria, el crecimiento se compensa con la mortalidad celular, debido al
agotamiento de sustrato o nutrientes necesarios para el desarrollo (Madigan, Martinko,

& Brock, 2009).

Asi, durante los 5 dias de ensayo (fase logaritmica), las bacterias aisladas a partir del
suelo metabolizaron el glifosato, usandolo como recurso de carbono, fosforo,
nitrégeno y energia (Ekkhunnatham, Jongsareejit, Yamkunthong, & Wichitwechkarn,
2012), mediante reacciones de hidrdlisis y de 6xido-reduccion (Zhan, Feng, Fan, &
Chen, 2018), caracteristicas de la fase | de metabolismo de pesticidas , como lo indica
Ortiz-Hernandez, Sanchez-Salinas, Castrejon, Dantan, & Popoca (2013) en su
investigacion; mientras que, a los 15 dias (fase estacionaria), al agotarse los nutrientes
necesarios para el desarrollo microbiano, el metabolismo celular disminuyo y con ello,
inicié la fase Il de metabolismo de pesticidas, generandose la conjugacion de los
metabolitos generados a los 5 dias a un azlcar o aminoacido, incrementando su
solubilidad y reduciendo su toxicidad (Ortiz-Hernandez, Sdnchez-Salinas, Castrejon,

Dantan, & Popoca, 2013).

Por otra parte, segun Islas (2013), el revelador ninhidrina (hidrato de tricetohidrinceno)
reacciona con grupos amino libre (-NHz) de aminoacidos, dando lugar a la formacién
de amoniaco (NHz) y COz2, con reduccion del reactivo a hidrindantina, la cual a su vez
reacciona con NHz para generar un compuesto de adicion doble de coloracion azul-
purpura. El glifosato posee un grupo amino secundario en su estructura, el cual,
dependiendo de la ruta de degradacion microbiana, formara parte de compuestos como
sarcosina y el aminoacido glicina (ruta C-P liasa), que poseen grupos amino
secundarios y libres (Sviridov A. , Shushkova, Ermakova, Ivanova, & Leontievsky,
2014), respectivamente, asi como de AMPA (ruta AMPA y glioxilato), el cual posee

un grupo amino primario (Zhan, Feng, Fan, & Chen, 2018).
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Por ello, la TLC de ambos periodos de tiempo se observé una coloracion azul-parpura
en las manchas de las muestras generadas durante el ensayo cromatografico,
evidenciando productos de degradacion microbiana con grupos amino en su estructura,
los cuales, ademas, son retenidos por la fase estacionaria de silica gel, la cual posee un
caracter ligeramente polar y una alta afinidad por dichos grupos amino, al estar

formada por grupos silano y siloxano (Cai, 2012; Coskun, 2016).

52



Conclusiones

Las zonas de cultivo de Pintag y Otavalo, rociadas periédicamente con glifosato,
fueron los sitios apropiados para el aislamiento de microorganismos resistentes a este
herbicida a partir del suelo, debido al crecimiento que estos presentaron, incorporando

nutrientes como carbono, nitrogeno, fosforo y energia en su metabolismo.

La caracterizacion de los diez microorganismos aislados establecio diferencias entre
la microbiota resistente a glifosato en el suelo, existiendo diversidad tanto a nivel
macroscopico, en cuanto a elevacion, margen, forma, color y textura, asi como a nivel
microscopico, con caracteristicas metabdlicas propias, determinadas mediante tincion

Gram, tincion de esporas y pruebas bioguimicas (catalasa, oxidasa e indol).

Las cepas tolerantes a una concentracion alta de glifosato 1 % (v/v), en un tiempo de
incubacion de 5 dias, fueron PG54P01, PG54P04 y PG54T04. Mediante sistemas
miniaturizados API, se identifico a PG54P04 como Burkholderia cepacia, con 99,74
% de confianza y, a PG54T04 como Escherichia coli, con 97,61 % de confianza,
mientras que, para PG54P01 se necesita realizar pruebas mas especificas para su

identificacion a nivel de genero y especie.

En la determinacion de la tolerancia de PG54P01, Burkholderia cepacia PG54P04 y
Escherichia coli PG54T04 a glifosato, mediante analisis estadistico, se establecid que

PG54P01 tiene una tolerancia maxima a una concentracion de 0,40 % (v/v) del
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herbicida, mientras que, la tolerancia méxima tanto para Burkholderia cepacia
PG54P04 como para Escherichia coli PG54T04 fue de 0,80 % (v/v). De las tres cepas,
Burkholderia cepacia PG54P04 presentd mayor tolerancia a distintas concentraciones
de glifosato, seguido de Escherichia coli PG54T04, siendo PG54P01 la menos
tolerante, siendo importante su utilidad como microorganismo biorremediador de

suelos contaminados con glifosato.

Mediante TLC se determind la capacidad de biodegradacion de glifosato por las cepas
PG54P01, Burkholderia cepacia PG54P04 y Escherichia coli PG54T04, a los 5 dias
del ensayo, observandose cuatro manchas por cada muestra de los microorganismos y
la ausencia de un Rf del estandar comercial, evidenciando la completa biodegradacion
del xenobidtico. Por otra parte, en la TLC realizada a los 15 dias del ensayo se
identificaron sélo dos manchas por cada muestra, existiendo una completa y mayor

biodegradacion del glifosato al reducir el nimero de productos intermediarios.

Finalmente, los productos de la degradacion de las cepas PG54P01, Burkholderia
cepacia PG54P04 y Escherichia coli PG54T04 presentaron grupos amino en su
estructura, los cuales se tifieron al contacto con el revelador nihindrina, indicando una
posible similitud entre dichos productos, debido a una misma ruta metabdlica (ruta C-

P liasa) presente en las tres cepas.
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Recomendaciones

Realizar investigaciones con las cepas aisladas de suelo degradadoras de glifosato para
su utilizacion en biorremediacion in situ de suelos contaminados con glifosato y otros

pesticidas organofosforados.

Usar técnicas de biologia molecular para la identificacion de la cepa PG54P01, como
técnicas de secuenciacion de ADN vy utilizacion de base de datos de genomas para

tener mayor certeza de su género y especie.

Realizar la extraccion del glifosato y sus derivados a través de mezcla de otros
solventes organicos mas econdémicos como acido acético, aceto-nitrilo, metanol y
teniendo en cuenta las caracteristicas quimicas del glifosato, especialmente su

polaridad y su inestabilidad térmica.

Utilizar un estandar de glifosato con alto grado de pureza para realizar un analisis de
Cromatografia de Gases acoplado a masas GC/MS a través de una derivatizacion,
pudiendo identificar las estructuras quimicas de la biodegradacion de glifosato

utilizando las cepas aisladas en esta investigacion.
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Anexos
Anexo 1. PG54P01 y Burkholderia cepacia PG54P04 inoculadas en distintos medios

selectivos

Nota: A) PG54P01 aislada en medio Agar Nutriente; B) Burkholderia cepacia PG54P04 aislada en
Agar Cetrimida visto bajo luz ultravioleta a 365 nm.

Elaborado por: Los autores (2019)
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Anexo 2. Tincién Gram de las cepas PG54P01, Burkholderia cepacia PG54P04 y

Escherichia coli PG54T04

Nota: A) Tincion Gram PG54P01; B) Tincién Gram Burkholderia cepacia PG54P04; C) Tincién
Gram Escherichia coli PG54T04.

Elaborado por: Los autores (2019)
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Anexo 3. Prueba para identificacion bioquimica (API) de las cepas Burkholderia

cepacia PG54P04 y Escherichia coli PG54T04

TR W WS e e

® v &

R D0 e e e e e &

Nota: A) Prueba API Burkholderia cepacia PG54P04; B) Prueba API Escherichia coli PG54T04.

Elaborado por: Los autores (2019)
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Anexo 4. Identificacion bioquimica de Burkholderia cepacia PG54P04, mediante el

software CrystalMind

Ualidez del biotipo Confianza
| 1 Burkholderia cepacia 6,194 A.9974
| 2 Pseudomonas aeruginosa I > 23,888,888 B.86:24
| 3 Pseudomonas fluorescens I > 25,888,888 H.A881

Elaborado por: Los autores (2019)
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Anexo 5. Identificacion bioquimica de Escherichia coli PG54T04, mediante el

software CrystalMind

Validez del biotipo Confianza
| 1 Escherichia coli I ) B.9761
| 2 Citrobacter freundii I 54,885 8.8239
| 3 Pantoea agglomerans I 163,461 < a.a8A1

Elaborado por: Los autores (2019)
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Anexo 6. Resultado de la identificacion bioquimica de la cepa PG54P01, mediante el

software CrystalMind

para establecer la ID.

Confirmar la pureza del cultivo. Se requieren pruebas adicionales .
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Anexo 7. Curva de calibracion de PG54P01,

Escherichia coli PG54T04

Burkholderia cepacia PG54P04 vy
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Nota: A) PG54P01; B) Burkholderia cepacia PG54P04; C) Escherichia coli PG54T04.
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Anexo 8. Determinacion de la tolerancia a glifosato mediante microdilucién en caldo
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Anexo 9. Cromatografia TLC de la biodegradacion en 5 dias por las cepas PG54P01,
PG54P04 y PG54T04 vistas bajo luz UV a 254 nm, 356 nm y con revelador de

ninhidrina
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Anexo 10. Cromatografia TLC de la biodegradacion a los 15 dias por las cepas
PG54P01, PG54P04 y PG54T04 vistas bajo luz UV a 254 nm, 365 nm y con

revelador de ninhidrina
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