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Introduccién

El sistema climatico de la Tierra, incluye la superficie terrestre, la atmdésfera y los océanos.
Muchos aspectos del clima global estan cambiando rapidamente y los principales impulsores del
cambio son de origen antropogénico. A pesar de la dificultad para predecir los efectos del
calentamiento global debido a la gran complejidad del sistema, los modelos climaticos
desarrollados por el Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico (IPCC por sus siglas en
inglés Intergovernmental Panel on Climate Change) muestran un aumento inequivoco de la
temperatura global promedio en rangos de 2.6 a 4.8 °C en el siglo XX, si las emisiones de gases
de efecto invernadero contintan al ritmo actual. (Gatto et al., 2016).

El cambio climatico global se asocia principalmente con niveles crecientes de CO; y
eventos climaticos extremos que involucran alteraciones significativas en la temperatura y las
precipitaciones. Se considera que estos factores, tienen el efecto mas significativo en la
produccién agricola futura, que impactara los rendimientos de los cultivos mas importantes. Las
predicciones sugieren que los rendimientos mundiales de trigo, maiz y soja disminuiran entre un
6% y un 16% por cada °C de aumento en la temperatura global. (Matzafri, 2018).

Anualmente, se utilizan alrededor de 2 600 millones de libras de pesticidas para fines
especificos, como la eliminacion y/o la desaceleracion en el crecimiento de organismos dafiinos,
la eliminacién de plantas no deseadas, el control de gérmenes y de insectos. Pesticida es el
nombre genérico que se les da a los compuestos que tienen como objetivo un blanco especifico
y se clasifican como: insecticidas, herbicidas fungicidas, rodenticidas, acaricidas, nematicidas.
(Akashe et al., 2018). Aproximadamente, el 80% de estos pesticidas se utilizan para mejorar la
competencia agricola, mientras que el 20% restante se utiliza principalmente para la salud
comunitaria en la disuasion, moderacion y destruccion de enfermedades y plagas. (Ukhurebor et
al., 2021).

Para cuantificar los impactos ambientales y en la salud humana, derivados del uso de

pesticidas, es esencial saber cuanto pesticida se esta aplicando en una region y en un cultivo



determinado. Los datos deberian estar disponibles dependiendo del cultivo, método de
aplicacion, nimero de aplicaciones, formulacién aplicada y volumen total aplicado por hectéarea,
desafortunadamente, estos datos rara vez son recolectados. (Brenbook, 2016).

El glifosato es un herbicida no selectivo, introducido en 1974 por Monsanto, para su uso
en agricultura y para el control de la vegetacion en zonas industriales. El herbicida se usa
comunmente en campos, huertos, vifiedos, a lo largo de cercas, etc. La expiracion de la patente
de Roundup en 2000 fue seguida por un uso aun mayor del ingrediente activo del herbicida, con
productos genéricos de diferentes formulaciones ahora fabricados por numerosas empresas. Hoy
en dia es el herbicida mas utilizado en todo el mundo. (Beckie et al., 2020). La funcion del
glifosato es evitar que las plantas produzcan aminoacidos aromaticos esenciales (fenilalanina,
triptéfano, tirosina) para su desarrollo. (Borggaard & Gimsing, 2008). En México el glifosato es el
herbicida més utilizado y comprende el 45% del mercado. (Alcantara et al., 2021).

La biorremediacién se ha convertido en una de las principales tecnologias de restauracion
ambiental, utilizando microorganismos para reducir la concentracion y toxicidad de varios
contaminantes quimicos, tales como hidrocarburos de petréleo, hidrocarburos aromaéaticos
policiclicos, bifenilos policlorados, ésteres de ftalato, compuestos nitroaromaticos, solventes,
pesticidas y metales pesados. Actualmente, es uno de los métodos mas seguros y rentables para
la descontaminacion y desintoxicacién de un ambiente contaminado con pesticidas. (Gavrilescu,
2005).

La permanencia de los pesticidas en el ambiente esta influenciada por la actividad
microbiana, generalmente, estos organismos parecen ser los agentes de biorremediacion mas
eficientes. Algunos pesticidas son facilmente degradados por microorganismos, mientras que
otros han demostrado ser recalcitrantes. (Gavrilescu, 2005).

En el presente trabajo se aislaron bacterias de un suelo agricola contaminado con

glifosato con la capacidad de emplearlo como fuente de nitrégeno, ademéas se determiné su



resistencia al contaminante y se evalu6 la produccién de auxinas por parte de las cepas

bacterianas aisladas.



Planteamiento del problema

Los pesticidas son sustancias quimicas que se han empleado con la finalidad de
controlar, matar o repeler plagas, para asegurar la produccién agricola, sin embargo, el uso
indiscriminado de estas sustancias ha causado un enorme dafio al ambiente debido a su
persistencia prolongada y su dificil eliminacién. Otra consecuencia son los dafios ocasionados a
la salud de las personas que puede deberse a la exposicion durante su aplicacion.

El uso de pesticidas aplicados principalmente en actividades agricolas, han ocasionado
dafos al ambiente; al contaminar el suelo puede provocar la pérdida de fertilidad, afectando
también las poblaciones microbianas benéficas; pueden llegar al aire por la volatilizacién de
compuestos y su dispersion hacia la atmésfera; y a las aguas superficiales y subterraneas por
los lixiviados e infiltracion. (Dhananjayan et al., 2019).

En México, la venta y uso de pesticidas esté regulado por diversas normas y leyes, sin
embargo, en ninguna se hace referencia a los limites maximos permisibles en los suelos. La gran
variedad de productos comerciales disponibles ha permitido a los agricultores aplicar estos
productos de manera indiscriminada en sus cultivos sin conocer los efectos adversos que estos
conllevan. Las aplicaciones y el uso no controlado han ocasionado concentraciones elevadas en
los ecosistemas.

El glifosato es el herbicida mas utilizado en el mundo, en agricultura, silvicultura y
jardineria. El impacto hacia la salud humana y al ambiente debido a la toxicidad de este herbicida,
han hecho que el gobierno de México reduzca gradualmente su uso y comercializacion hasta su
total prohibicién en 2024. (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia [CONACYT], 2022).

Una alternativa desarrollada para la eliminacion de los pesticidas en el ambiente es la
biorremediacion, la cual aprovecha las capacidades metabdlicas de diferentes organismos para

lograr la degradacion, remocién y transformacion de los contaminantes.



Justificacion

En los ultimos afios el incremento mundial de la poblacién ha ocasionado una mayor
demanda en alimentos, para poder satisfacer esta demanda se ha recurrido al uso de
agroquimicos (pesticidas y fertilizantes).

Los pesticidas pertenecen a un grupo de compuestos quimicos que se usan en el control
de plagas que afectan la produccion agricola, pero su aplicacion, sobre todo cuando es de forma
inadecuada, contamina agua, suelos y aire, dafia a los organismos, altera la inocuidad de los
alimentos destinados para consumo y, en consecuencia, incrementa los riesgos para la salud
humana.

Una gran cantidad de agroquimicos altamente toxicos permanecen actualmente
dispersos en el medioambiente debido a sus caracteristicas de alta persistencia, lenta
degradacion y alta estabilidad quimica. Es importante comprender sus efectos potenciales para
reducir los riesgos a la salud humana y al medioambiente. (Polanco et al., 2019).

Se ha considerado que la degradacion del glifosato en suelos es un proceso
microbioldgico. (Borggaard & Gimsing, 2008). La principal forma de eliminacién de glifosato en
los suelos es su biodegradacion por los sistemas enzimaticos de algunos microorganismos. La
mineralizacién de este herbicida depende de su biodisponibilidad y la actividad de la poblacion
microbiana. La degradacion de glifosato puede verse afectada debido a su movilidad vertical en
los suelos como resultado de riegos y precipitaciones atmosféricas. Esto fue confirmado por la
deteccion de glifosato en el subsuelo, aguas subterrdneas y en horizontes mas profundos del
suelo. (Ermakova et al., 2010).

Se busca un sistema de agricultura mas seguro, sano y respetuoso con el ambiente,
dando como alternativa la rotaciéon de cultivos, la aplicacién de biopesticidas y biofertilizantes.
Por esto, se buscan bacterias capaces de resistir altas concentraciones de glifosato y que tengan
la capacidad de utilizarlo como fuente de carbono o de nitrégeno, ademas de evaluar su

capacidad en la promocién del crecimiento vegetal.
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Objetivos
General
Aislar cepas bacterianas de suelos agricolas con capacidad de utilizar al glifosato para su

crecimiento y promover el crecimiento vegetal.

Particulares

Identificar cepas bacterianas resistentes al glifosato en un suelo agricola.

Evaluar la concentracién minima inhibitoria de glifosato de las cepas aisladas.

Determinar la capacidad de las cepas aisladas para utilizar el glifosato como fuente de
carbono y/o nitrégeno.

Evaluar las cepas aisladas sobre la produccién de auxinas y capacidad de promocion de

crecimiento en cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris).

Hipotesis
En un suelo contaminado con herbicidas existirAn poblaciones bacterianas con la
capacidad de utilizar el glifosato como fuente de carbono o de nitrdgeno y a su vez promover el

crecimiento vegetal.



11

Capitulo 1: Antecedentes

Suelo

El suelo constituye uno de los recursos no renovables mas importantes para la vida en el
planeta, ya que es la base fundamental para la explotacién agropecuaria y forestal. Es un sistema
estructurado, heterogéneo y discontinuo, fundamental e irreemplazable, desarrollado a partir de
una mezcla de materia organica, minerales y nutrientes capaces de sostener el crecimiento de
los organismos y los microorganismos. Su formacién es un proceso complejo que involucra
cambios fisicos, quimicos y biolégicos de la roca originaria. Los fisicos implican la reduccion del
tamafio de las particulas sin ninguna alteracién en su composicion, y son causados por la lluvia
y otros factores ambientales. Los quimicos son originados por la separacion de las particulas
minerales de las rocas; su alteracién o destruccion y la resintesis a compuestos sélidos estables
se deben principalmente, a la accion del agua, el oxigeno, el diéxido de carbono y los compuestos
organicos. Por su parte, los cambios biol6gicos son realizados por la comunidad que habita en
el suelo: flora (plantas), macrofauna (invertebrados), mesofauna (artropodos, anélidos,
nematodos y moluscos), microfauna (protozoos y algunos nematodos) y microbiota (bacterias,
actinomicetos, hongos y algas). (Garcia et al., 2012).

Los suelos como parte de los ecosistemas y de los agroecosistemas, prestan importantes
funciones o servicios que los mantienen y que apoyan las actividades sociales y econdmicas de
las personas (Burbano, 2016). Entre las funciones mas importantes del suelo esta:

Produccién de alimentos: la mas evidente de las funciones del suelo es el soporte y
suministro de nutrientes para las plantas a fin de producir alimentos y biomasa en general.

Almacenamiento o fijacién de carbono: el suelo es el mayor sumidero de carbono en la
naturaleza. La fijacion del carbono por el suelo, llamada “secuestro de carbono” o “captura de
carbono”, impide que el CO; vaya a la atmosfera.

Soporte de las actividades humanas y fuente de materias primas: sobre el suelo se

realizan actividades industriales, se habilitan zonas residenciales y de infraestructura turistica, se
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construyen carreteras y otras obras civiles. También, suministra materias primas como turba,

grava, arena, arcilla o rocas, utilizadas en varios procesos productivos.

Propiedades del suelo

Textura: se considera una de las propiedades fisicas mas importantes. La textura es la
proporcién de tres particulas minerales, arena, limo y arcilla, en un suelo. Estas particulas se
distinguen por su tamafio y constituyen la fraccion mineral fina. (McCauley et al., 2005).

pH: se refiere a la acidez o alcalinidad de un suelo y es la medida de los iones de
hidrégeno (H*) presentes en el suelo. Una cantidad alta de H* corresponde a un valor de pH bajo
y viceversa. La escala de pH varia de aproximadamente 0 a 14, siendo 7 neutral, por debajo de
7 &cido y por encima de 7 alcalino (basico). El pH del suelo puede afectar la Capacidad de
Intercambio Catiénico, (CIC). (McCauley et al., 2005).

Materia organica: aumenta el poder de retencién de agua en los suelos, disminuye las
pérdidas por escorrentia, mejora la aireacion y produce una mejor estructura del suelo, promueve
la formacién de agregados, reduce considerablemente la erosion. La materia organica mejora
quimicamente el suelo sirviendo como almacén o suministro de nutrientes para las plantas.
(Murphy, 2015).

Pesticidas

Los pesticidas son cualquier sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los
animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o que interfieren
de cualquier otra forma en la produccién, elaboracién, almacenamiento, transporte o
comercializacién de alimentos, productos agricolas, que pueden administrarse a los animales
para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta 0 agentes para evitar la caida prematura

de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger
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el producto contra la deterioracion durante el almacenamiento y transporte. (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura [FAO], 1990).

Dada la gran cantidad de familias quimicas implicadas, la clasificacion de los pesticidas
resulta dificil. Un recurso til es clasificarlos en funcién de las plagas sobre las que actian
(tablal). Otra posibilidad es hacer una clasificacién en relaciéon con la familia quimica, que
suministra mayor informacion sobre su toxicidad. En general, se tiende a hacer una clasificacion
mixta por ambos criterios. (Ferrer, 2003).

Tabla 1. Clasificacion de pesticidas basada en la plaga objetivo.

Tipo de pesticida Plaga objetivo
Acaricida Acaros
Bactericida Bacterias
Fungicida Hongos

Herbicida Malas hierbas
Insecticida Insectos
Nematicida Nematodos
Rodenticida Roedores

Fuente: Ubabakar et al., 2020.

El método mas comun y util para clasificar los pesticidas se basa en su composicion
guimicay la naturaleza de los ingredientes activos. Es este tipo de clasificacién la que da la pista
sobre la eficacia, las propiedades fisicas y quimicas de los pesticidas. Esta informacion es muy
atil para determinar el modo de aplicacion, las precauciones que deben tomarse durante la
aplicacion y las tasas de aplicacion. Segun la composicién quimica, los pesticidas se clasifican
en cuatro grupos principales, organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides.
(Yadav & Devi, 2017).

Herbicidas

Los herbicidas son productos quimicos que afectan negativamente el crecimiento normal
de las plantas, actian rapidamente y pueden aplicarse en un area especifica o donde no son

posibles otros métodos de control. (Qasem, 2011). Son usados extensivamente en la agricultura,
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industria y en zonas urbanas, dado que si se emplean adecuadamente proporcionan un control
eficiente de maleza a un bajo costo. No obstante, un manejo incorrecto de estos puede provocar
dafos a las plantas cultivadas, al medio ambiente, e incluso a las personas que los aplican.
(Rosales y Esqueda, 2006).

Los herbicidas se clasifican en funcion de diferentes factores entre los que destacan:
época de aplicacion, selectividad, tipo de accién, familia quimica y modo de accién. (Rosales y
Esqueda, 2006).

Epoca de aplicacion

De acuerdo el periodo de su aplicacion los herbicidas se clasifican como pre-emergentes
(PRE) y post-emergentes (POST). Los herbicidas PRE se aplican después de la siembra, pero
antes de que emerjan la maleza y el cultivo, se requiere de un riego moderado para que el
herbicida se situé en los primeros 5 cm de profundidad del suelo, elimina a las malas hierbas en
proceso de germinacion o recién emergidas, lo cual evita la competencia temprana con el cultivo,
presentan interacciones con propiedades del suelo como son: textura, pH y materia organica que
pueden afectar la cantidad de herbicida disponible en el suelo. El célculo de las dosis dependera
de la clase textural del suelo y el contenido de materia organica. (Rosales y Esqueda, 2006).

Los herbicidas POST se emplean después de la emergencia del cultivo y la maleza,
principalmente en malezas en sus primeras etapas de desarrollo cuando son mas susceptibles
a los herbicidas y su competencia con el cultivo es minima, se aplican en zonas especificas

donde existe presencia de malezas. (Rosales y Esqueda, 2006).

Selectividad
Con base en su selectividad los herbicidas se clasifican como: selectivos, herbicidas que
a ciertas dosis, formas y épocas de aplicacion eliminan algunas plantas sin dafar

significativamente a otras. No selectivos: aquellos herbicidas cuya toxicidad afecta toda clase de
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vegetacién, se utilizan en terrenos sin cultivo y evitando el contacto con plantas cultivadas, el
glifosato es un ejemplo de herbicida no selectivo. (Rosales y Esqueda, 2006).

Tipo de accién

Por su tipo de accién los herbicidas pueden ser: De contacto, herbicidas que eliminan las
partes de la planta con las que tuvo contacto y tienen un transporte limitado en la planta.
Sistémicos: herbicidas que se aplican sobre el follaje, al ser transportados afectan todas las
partes de las plantas. (Rosales y Esqueda, 2006).

Familia quimica

Los herbicidas se clasifican con base en la familia quimica de los diferentes compuestos
empleados en la formulacion de estos productos. Las familias quimicas poseen propiedades
guimicas similares y generalmente presentan el mismo modo de accién. Principales familias
guimicas de herbicidas: triazinas, dinitroanilinas, fenoxiacéticos, cloroacetamidas,

ciclohexanodionas, sulfonilureas y bipiridilos. (Rosales y Esqueda, 2006).

Modo de accidon

Son los eventos que ocurren desde la absorcion del herbicida hasta la muerte de la planta.
Los herbicidas con el mismo modo de accion comparten mecanismos de absorcion y transporte,
producen sintomas similares en las plantas tratadas. Ademas, el modo de accion permite
predecir, la época de aplicacion, selectividad a cultivos y persistencia en el suelo, del mismo
modo permite disefiar programas de control quimico de malezas, evitar la residualidad en el suelo
y prevenir la aparicion de malezas resistentes. (Rosales y Esqueda, 2006). A continuacion, se
explicaran las subcategorias del modo de accion.

1) Reguladores del crecimiento. Incluyen a las familias quimicas: fenoxicarboxilicos,
benzéicos, piridincarboxilicos y quinolincarboxilicos. EI modo de accion incluye la
epinastia o retorcimiento de peciolos y tallos, la formacion de callosidades, la
malformacién de hojas y finalmente la necrosis y muerte de la planta. El tiempo

requerido para la eliminacién de malezas es de 2 semanas, son absorbidos por las
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hojas y raices, su uso es en post-emergencia y son selectivos. Pueden ser
transportados impactando cultivos sensibles, por lo que se deben utilizar con
precaucion. (Rosales y Esqueda, 2006).

Inhibidores del crecimiento de plantulas. Actlan sobre plantulas germinadas y se
aplican antes de que emerjan, presentan poca actividad foliar. Se dividen en dos
grupos: inhibidores de radiculas e inhibidores de brotes. (Rosales y Esqueda, 2006).
Inhibidores de radiculas. Incluyen a las dinitroanilinas, que inhiben el desarrollo de
radiculas, las plantas mueren por no poder adquirir agua y nutrientes del suelo,
inhibicion en la division celular, se absorben por los brotes y raices y presentan poco
o nulo transporte dentro de las plantas.

Inhibidores de brotes. Incluyen a las familias quimicas de las cloroacetamidas, los
tiocarbamatos y acidos benzoicos. El modo de accién de estos herbicidas es la
inhibicién en el desarrollo de plantulas en proceso de emergencia. Afectan la sintesis
de lipidos y proteinas en las plantulas.

Inhibidores de la fotosintesis. Se clasifican en dos grupos: moviles o sistémicos y
herbicidas no-moviles o de contacto. Los inhibidores méviles incluyen a las triazinas,
triazinonas, triazolinonas, fenilureas y uracilos, el modo de accidn se caracteriza por
la clorosis intervenial, 0 amarillamiento entre las nervaduras, que termina en necrosis,
ya que interfieren en el transporte de electrones en el fotosistema Il. Los inhibidores
de contacto incluyen a los nitrilos, benzotiadizoles y amidas, el modo de accién se
puede observar por clorosis que se transforma rapidamente en necrosis del tejido
tratado. Ambos tipos de inhibidores tienen una residualidad limitada en el suelo.
(Rosales y Esqueda, 2006).

Inhibidores de la sintesis de pigmentos. Este grupo incluye a las familias quimicas:
isoxazolidinonas, triazoles, isoxazoles y piridazinonas, inhiben la formacion de

carotenoides en las plantas que resulta en la destruccion de la clorofila, las plantas
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mueren por no poder realizar la fotosintesis debido a la ausencia de clorofila. Las
raices absorben y transportan estos herbicidas por el xilema hasta la parte aérea, son
aplicados en PRE y POST emergencia, presentan alta residualidad en el suelo.
(Rosales y Esqueda, 2006).

Inhibidores de la sintesis de lipidos. Incluyen a las familias quimicas:
ariloxifenoxipropionatos y ciclohexanodionas. Actdan solo sobre gramineas y su modo
de accion es la interrupcién del crecimiento. El mecanismo de accién es la inhibicién
de la enzima Acetil Coenzima-a carboxilasa en la sintesis de lipidos. Son usados
principalmente POST emergencia, se requiere la adicion de un surfactante o aceite
agricola para incrementar su absorcién en las plantas. (Rosales y Esqueda, 2006).
Inhibidores de la sintesis de amino&cidos. Se dividen en inhibidores de aminoacidos
ramificados e inhibidores de aminoacidos aroméaticos. (Rosales y Esqueda, 2006).
Inhibidores de aminoacidos ramificados. Incluyen las familias quimicas: sulfonilureas,
imidazolinonas, triazolopirimidinas y pirimidiniltiobenzoatos. El mecanismo de accion
es la inhibicion de la enzima Acetolactato sintasa (ALS) provocando que no se
sinteticen los aminoacidos valina, leucina e isoleucina, ocasionando que la planta no
pueda producir proteinas y muera, presentan una alta residualidad en el suelo.
Inhibidores de aminoacidos aromaticos. En este grupo sélo se presenta el glifosato,
herbicida postemergente y no selectivo, el mecanismo de accion del glifosato es la
inhibiciébn de la enzima 5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintetasa (EPSP, por sus
siglas en inglés) en el ciclo metabdlico del acido shikimico y bloquea la produccion de
los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano.

Destructores de membranas celulares. Incluyen a las familias quimicas: bipiridilos,
difenileters, aril triazolinonas y fenil-phthalimidas. Su accion principal es de contacto
en postemergencia y son activados al exponerse a la luz para formar compuestos a

partir del oxigeno como el oxigeno simple, el radical libre de hidroxilo y el peréxido de
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hidrégeno. Estos compuestos destruyen las membranas celulares rapidamente y

causan la necrosis de los tejidos. (Rosales y Esqueda, 2006).

Glifosato

El glifosato es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, con un peso molecular
de 228,18 g/mol, es un herbicida no selectivo, sistémico de accion foliar, es decir, que ingresa a
la planta a través de las hojas para después migrar a otras partes del tejido vegetal donde sera
minimamente metabolizado. Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la biosintesis
de aminoacidos aromaticos en las plantas (triptéfano, fenilalanina y tirosina) mediante la
inhibicién de la enzima 5-enolpiruvil- shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), con lo que se reduce
la produccion de proteinas y minimiza su desarrollo. (Salazar y Aldana, 2011).

Figura 1. Estructura quimica del glifosato
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Fuente: Prasad et al., 2009.
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Es el herbicida mas usado en todo el mundo; fue introducido al mercado por la empresa
Monsanto en 1974 con su formulacion mas conocida, Roundup. En 2015 la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) lo clasific6 como probable carcinégeno para humanos, se demostré que este
herbicida puede operar a través de dos caracteristicas: genotoxicidad (dafio en el Acido
Desoxirribonucleico, ADN) y estrés oxidativo (dafio celular por la presencia de radicales libres).
(CONACYT, 2020).

Efecto del glifosato en el ambiente

Los herbicidas que contienen glifosato pueden contaminar los suelos. El glifosato se
adsorbe en la arcilla y la materia organica, lo que ralentiza su degradacion por parte de los

microorganismos del suelo y conduce a la acumulacién en los suelos con el tiempo. Dependiendo
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de la composicién del suelo, la vida media de puede variar desde dias hasta varios meses.
(Richmond, 2018). Como resultado, el glifosato y su producto de degradacién AMPA pueden
persistir durante mas de un afio en suelos con alto contenido de arcilla, pero pueden desaparecer
rapidamente de los suelos arenosos. La degradacion de glifosato y AMPA también depende en
gran medida del pH del suelo. (Van Bruggen, 2018). La movilidad aumenta un poco a pH alto y
con niveles altos de fosfato inorganico. En la mayoria de los suelos, la lixiviacién es muy limitada
en comparacion con otros herbicidas y el glifosato no es volatil. (Cerdeira & Duke, 2006).

En el pasado, el glifosato no se consideraba un problema para las aguas subterraneas y
superficiales, porque tiene un potencial relativamente bajo para moverse a través del suelo y
contaminar las fuentes de agua. Sin embargo, a pesar de su unién a la arcilla y la materia
organica, partes del glifosato y su metabolito AMPA terminan disueltos en aguas subterrdneas
después de fuertes lluvias. La lluvia y la erosion también pueden transportar particulas del suelo
con glifosato y AMPA a las aguas superficiales, donde pueden permanecer en particulas o
disolverse. El glifosato y el AMPA disueltos en el agua superficial pueden absorberse en el
sedimento del fondo. La biodegradacion del glifosato es mucho mas lenta en los sedimentos que
disuelto en agua. (Van Bruggen, 2018).

Los herbicidas pueden contaminar el aire por deriva (movimiento de gotas que contienen
herbicida rociadas a sitios no deseados) o volatilidad. El glifosato esencialmente no es volatil a
25°C y no ha sido reportado como contaminante atmosférico. La mayoria de los herbicidas se
aplican mediante aspersion, lo que provoca el movimiento a sitios y organismos no objetivo a
través del aire. Los efectos de la deriva de herbicidas en cultivos no deseados y otra vegetacion
han sido un problema desde que comenzoé el uso de herbicidas sintéticos potentes. (Cerdeira &
Duke, 2006).

Efecto del glifosato en la salud

El estudio de Roundup en cultivos de células humanas muestra un aumento en la

actividad del citocromo P 450. Se informé que la formulacion causaba problemas durante el
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embarazo. La exposicion al glifosato causa arritmia, hipotension, recaida mental e insuficiencia
renal y respiratoria. La intoxicacién con glifosato causa shock cardiovascular, impedimento
hemodinamico, coagulacion intravascular, infarto de miocardio y falla multiorganica. La
evaluacioén de la toxicidad del glifosato revelé la interrupcién de un receptor de andrégenos. Se
observa dafio en el ADN y también se producen efectos citotdxicos. Se ha informado que los
herbicidas a base de glifosato causan efectos cronicos como efectos hepatorrenales,
teratogénicos y alteracion de la funcionalidad endocrina. (Singh et al., 2020).

Los riesgos para la salud humana asociados con el glifosato han sido evaluados tanto por
investigadores académicos como por agencias reguladoras. Una amplia gama de trastornos y
enfermedades asociadas a formulaciones a base de glifosato son: alteraciones metabdlicas,
dafio en el ADN, dafio renal, toxicidad para la reproduccion, condiciones mentales como el
trastorno por déficit de atencion con hiperactividad, Alzheimer, Parkinson, enfermedad celiaca,
autismo, sindrome del intestino permeable, canceres, etc. Se ha establecido que el glifosato es
téxico solo en altas concentraciones. (Meftaul et al., 2020).

Biorremediacion

La biorremediacion es el uso de organismos vivos, principalmente microorganismos, para
degradar los contaminantes ambientales en formas menos téxicas. Utiliza bacterias, hongos y
plantas para eliminar sustancias peligrosas para la salud humana y el medio ambiente. Los
microorganismos pueden ser autdctonos de un area contaminada o pueden aislarse de otro lugar
y llevarse al sitio contaminado. Los compuestos contaminantes son transformados por los
organismos vivos a través de reacciones que tienen lugar como parte de sus procesos
metabdlicos. (Vidali, 2001).

La tecnologia de biorremediacién utiliza microorganismos para reducir, eliminar, contener
o transformar contaminantes presentes en suelos, sedimentos, agua y aire. Se describe como el

uso de microorganismos para destruir o inmovilizar contaminantes. Este proceso de
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desintoxicaciéon tiene como objetivo la reduccién quimicos dafinos por mineralizacion,
transformacién o alteracion. (Adams et al., 2015).

En las ultimas dos décadas, se han logrado avances en técnicas de biorremediacion con
el objetivo de restaurar de manera efectiva los ambientes contaminados con un enfoque
ecologico y a un costo muy bajo. Los investigadores han desarrollado y modelado diferentes
técnicas de biorremediacion; sin embargo, debido a la naturaleza y/o al tipo de contaminante, no
existe una técnica Unica de biorremediacion que sirva para restaurar los ambientes
contaminados. Los microorganismos autdctonos (indigenas) presentes en ambientes
contaminados son la clave para resolver la mayoria de los desafios asociados con la
biodegradacion y biorremediacion de sustancias contaminantes. (Azubuike et al., 2016).

Las técnicas de biorremediacion se pueden clasificar como: ex situ o in situ. La naturaleza
del contaminante, la profundidad y el grado de contaminacion, el tipo de ambiente, la ubicacion,
el costo son algunos de los criterios de seleccién que se consideran al elegir cualquier técnica
de biorremediacion. Ademas de los criterios de seleccién, los criterios de rendimiento
(concentraciones de oxigeno y nutrientes, temperatura, pH y otros factores abibticos) que
determinan el éxito de los procesos de biorremediacion. (Azubuike et al., 2016).

Fitorremediacién

La fitorremediacibn es una tecnologia ecoldgica novedosa que utliza plantas
especializadas y microorganismos del suelo asociados para eliminar, destruir, secuestrar o
reducir las concentraciones o los efectos toxicos de los contaminantes en el ambiente,
especialmente en el suelo y el agua. Esta tecnologia depende de la capacidad tanto de la planta
como de los microorganismos asociados para adaptarse o sobrevivir en entornos contaminados.
(Alori, 2015). En este proceso se busca la eliminacibn de metales, pesticidas, solventes,
explosivos, petréleo crudo y sus derivados. (Grijalbo et al., 2015).

La fitorremediacién, es una técnica que se beneficia de las plantas para remover,

transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelos,
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lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto in situ como ex situ. Los mecanismos de
fitorremediacion incluyen la rizodegradacién, la fitoextraccién, la fitodegradacién y la
fitoestabilizacion. (Agudelo et al., 2005).

Figura 2. Mecanismos de fitorremediacion.
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Fuente: Peralta y Volke, 2012.

Los mecanismos Yy la eficiencia de la fitorremediacién dependen del tipo de contaminante,
biodisponibilidad y propiedades del suelo. Hay varias formas en que las plantas limpian o
remedian los sitios contaminados. La absorcion de contaminantes en las plantas se produce
principalmente a través del sistema radicular, en el que se encuentran los principales
mecanismos para prevenir la toxicidad. El sistema radicular proporciona una enorme superficie
gue acumula agua y nutrientes esenciales para el crecimiento. (Etim, 2012).

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

El suelo esta repleto de formas de vida microscépicas que incluyen bacterias, hongos,
actinomicetos, protozoos y algas. Se sabe que el suelo alberga una gran cantidad de bacterias
(alrededor de 108 a 10° células por gramo de suelo). Sin embargo, en suelos ambientalmente
estresados, el niUmero de bacterias cultivables puede ser tan bajo como 10* células por gramo

de suelo. Tanto el nimero como el tipo de bacterias que se encuentran en diferentes suelos
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estan influenciados por las condiciones del suelo, incluida la temperatura, la humedad y la
presencia de productos quimicos, asi como por el nimero y tipos de plantas que se encuentran
en esos suelos. Ademas, las bacterias generalmente no se distribuyen uniformemente en el
suelo. Es decir, la concentracion de bacterias que se encuentra alrededor de las raices de las
plantas (en la rizosfera) suele ser mucho mayor que en el resto del suelo. Esto se debe a la
presencia de nutrientes que incluyen azlcares, aminoacidos, acidos organicos y otras moléculas
pequefas de los exudados de las raices de las plantas que pueden representar hasta un tercio
del carbono que fija una planta. (Glick, 2012).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), (del inglés Plant Growth
Promoting Bacteria (PGPB)), incluyen aquellas que forman relaciones simbioticas especificas
con las plantas, bacterias endéfitas que pueden colonizar algunos o una porcion de los tejidos
interiores de una planta y cianobacterias. Las BPCV pueden promover el crecimiento de las
plantas directamente, facilitando la adquisicion de recursos o0 modulando los niveles de hormonas
vegetales, o indirectamente, al disminuir los efectos inhibitorios de agentes patdgenos sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas. (Glick, 2012).

Las BPCV pertenecen a un grupo heterogéneo y beneficioso de microorganismos que se
pueden encontrar en la rizosfera, en la superficie de la raiz o asociados a ella, son capaces de
potenciar el crecimiento de las plantas y protegerlas de enfermedades. (Souza et al., 2015).
Desempefian un papel clave en la toma de nutrientes, la tolerancia al estrés ambiental y, en
general, al mantenimiento de la salud radicular, favoreciendo asi el aumento del rendimiento de
los cultivos. Estas bacterias estan asociadas a muchas de las especies de plantas que estan
presentes en la mayoria de los ambientes y se encuentran ampliamente representadas en cuanto
a géneros microbianos, pudiendo aumentar la disponibilidad de nutrientes, transformarlos a
formas asimilables por la planta, producir sustancias promotoras del crecimiento (fitohormonas)

o servir como control biolégico de fitopatégenos. (Rives et al., 2007).
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El mecanismo mas utilizado para explicar los efectos positivos de las BPCV en el
crecimiento de las plantas es su capacidad para producir auxinas. Alrededor del 80% de los
microorganismos de la rizosfera podian sintetizar y liberar auxinas como metabolito secundario.
Una gran cantidad de auxinas conocidas se encuentran naturalmente, destacandose el 4cido

indol-3-acético (IAA) como el mas relevante. (Olanrewaju et al., 2017).
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Capitulo 2: Metodologia

Recoleccion de muestra

Previo a la toma de muestra se realizé una entrevista con el duefio del predio en la zona
de Nealtican, Puebla, como evidencia de uso de pesticidas (Anexo 1).

El muestreo de suelo se efectud en el municipio de San Buenaventura Nealtican, Puebla,
en un predio donde se lleva a cabo siembra de maiz y frijol con aplicacién intensiva de pesticidas,
con coordenadas: 19°03’32.7” N 98°25'40.1” W (Figura 3), y se realizé bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-AA-105-1988, Plaguicidas determinacion de residuos en suelo — método de toma
de muestras.

Figura 3. Zona de muestreo.

Fuente: Google Maps. (junio, 2019).

Las muestras de suelo limpio (suelo sin contaminacion, reportada por los productores sin
usos de plaguicidas, tomado en una parcela aledafia pendiente arriba) y de suelo contaminado
se trasladaron al laboratorio de microbiologia de suelos “Dr. Jesus Caballero Mellado” para su

analisis.
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Andlisis de fisicoquimico del suelo

La caracterizacion del suelo limpio y contaminado se realizé de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis.

Los parametros determinados fueron: pH, conductividad eléctrica, densidad aparente,
materia organica, nitrégeno total, textura, fésforo disponible y capacidad de intercambio catidnico.

Cuantificacion de poblaciones microbianas, aislamiento e identificacion de cepas

Cuantificacién de la poblaciéon microbiana

Se cuantificaron las poblaciones de bacterias, hongos y actinomicetos en las muestras
de suelo limpio, suelo contaminado y suelo inducido con 1000 ppm de glifosato, se pesaron 10 g
de suelo y se adicionaron a 90 ml de solucion buffer de fosfatos y se llevé a agitacion durante
una hora, se realizaron diluciones decimales seriadas hasta 107, cada una de las diluciones
fueron sembradas por extendido en placa adicionando 100 ul en medios sélidos de Cuenta
Estandar (CE), Agar Papa Dextrosa (PDA), Rojo Congo (RC) y Rosa de Bengala (RB). Las placas
de CE se incubaron por 24 horas, mientras que las placas de PDA, RC y RB se mantuvieron en
incubacién por 72 horas, a una temperatura 33°C. Cada extendido en placa se realizé por

triplicado.

Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas

De las colonias bacterianas aisladas se seleccionaron a aquellas presentes en ambas
muestras de suelo, se realizd una resiembra por estria cruzada en placas de Agar Nutritivo (AN)
hasta obtener cultivos axénicos con base en su morfologia colonial.

Para la identificacion de las cepas se realizé tincion de Gram y pruebas bioquimicas, las
cuales fueron: Agar Triple Azucar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LIA), Agar Urea, Agar Citrato
de Simmons, Agar MIO y Caldo MR-VP, incubadas a 32°C por 24 horas, con excepcion de los

caldos MR-VP gue se incubaron por 48 horas. Asimismo, se emplearon galerias API® 20 NE



27

(Pruebas miniaturizadas bioMérieux para la ldentificacion de bacilos Gram-negativos no
entéricos en 24-48 h de incubacién) para la identificacion bacteriana, se siguieron las
instrucciones del fabricante. Posterior a los ensayos, las cepas que presentaron mayor
crecimiento en caldos de cultivo utilizando glifosato fueron enviadas a Laboratorio Exakta para
su identificacidén por el sistema de identificacion MALDI TOF MS.

Concentracién minima inhibitoria (CMI) al glifosato de las cepas aisladas

La determinacién de la CMI se hizo en tubo con medio liquido similar al descrito por Banat
et al. (1991), con la siguiente composicion (g/L): 1.3609 KH.POQ4, 1.7420 K;HPO,, 1.0 glucosa,
1.0 NaCl, 0.1 extracto de levadura, 10 ml de las soluciones A [25 MgSO.], B [100 (NH4).SO4 y C
[0.5 EDTA, 3.0 MnSQ4, 1 NaCl, 0.1 CaCly, 0.1 ZnSO4, 0.1 FeS0O4, 0.1 CuSOy4, 0.01 Na;MoO4 y
0.01 acido borico]. Se probd el crecimiento de las cepas en presencia de glifosato en
concentraciones de 0 hasta 16000 ppm. Para la preparacion de las concentraciones de glifosato
se uso la presentacion comercial Rival que contiene 74.7% en peso del ingrediente activo. Los
tubos fueron inoculados con 100 pl de las cepas aisladas previamente ajustadas a una densidad
Optica de 0.3 empleando un espectrofotdmetro marca Jenway modelo 6300 a 610 nm de longitud
de onda, dejandose en agitacién durante cinco dias a 33°C. Se observé su crecimiento mediante
la turbidez presente en los tubos y se midié su densidad Optica. Cada una de las mediciones se
realizaron por triplicado.

Uso de glifosato como fuente de carbono y/o nitrégeno

Se evalué la capacidad de las cepas mas resistentes para emplear el glifosato como
fuente de carbono y nitrégeno. Las cepas fueron sembradas en caldo Banat et al. (1991),
omitiendo las fuentes de carbono y de nitrégeno, se agregé glifosato hasta llegar a una
concentracion de 4000 ppm. Se inocularon los tubos con 100 pl de suspension de células de las
cepas bacterianas, previamente lavadas con solucién de buffer de fosfatos estéril y ajustadas a

una densidad Optica de 0.3. Los tubos se incubaron con agitacion de 200 RPM a 33°C durante
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cinco dias, pasado el tiempo de incubacién se midié el crecimiento en los tubos. Cada una de las
mediciones se realizaron por triplicado.

Produccion de auxinas

Se evaluéd la capacidad de produccién de auxinas de las cepas aisladas utilizando un
medio de cultivo especifico con triptéfano como precursor de indoles y se siguié la metodologia
descrita por Fuentes et al. (1993). Se adicion6 un mililitro de cepa previamente ajustada a 0.3 de
densidad Optica en matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo. Se llevaron a agitacion a
33°C por 96 horas, después se centrifugaron a 5000 RPM a 4°C durante 15 minutos, se
decantaron los sobrenadantes en recipientes de vidrio con tapa y se mantuvieron en refrigeracion
hasta su extraccién. Para la extraccion de los compuestos indélicos, los sobrenadantes se
ajustaron con HCl al 10% a un pH de 2.5y se les realizaron tres extracciones utilizando acetato
de etilo en embudos de separacion de 125 ml agitando manualmente en tres periodos de cinco
minutos cada uno, se recuperd la parte organica, posteriormente se evapor6 en un evaporador
a 37°C hasta sequedad. Se agreg6 un mililitro de hexano grado HPLC para recuperar los indoles
y se almacenaron en tubos Eppendorf protegidos de luz y en refrigeracion.

La presencia de auxinas se determind por cromatografia en capa fina, empleando
cromatoplacas de silica gel y estandares de fitohormonas. Los estdndares de fitohormonas
utilizados fueron &cido indol-3-acético (IAA), acido indol-3-butirico (IBA), acido indol-3-propiénico
(IPA) y acido indol-3-lactico (ILA) (Merck-Sigma USA). La fase moévil empleada para el
corrimiento fue benceno: acetato de etilo: &acido acético glaciar (70:25:5), la camara
cromatogréfica se saturé durante una hora. Se colocaron dos pl de estandares de hormonas y
cinco pl de los extractos de las cepas en cromatoplacas de silica gel. Las cromatoplacas se
colocaron en la cAmara cromatografica y se dejé ascender la fase mévil hasta 0.5 cm del borde
superior. Posteriormente las cromatoplacas se dejaron secar en campana de extraccion, se
utilizé una lampara de luz ultravioleta a 254 nm de longitud de onda para mostrar la presencia de

las fitohormonas.
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Inoculacién de frijol con las cepas aisladas

Se evalu6 la capacidad de las cepas aisladas para promover el crecimiento vegetal
empleando semillas de frijol, primero se lavaron y desinfectaron. Las semillas fueron lavadas con
agua destilada y desinfectadas con solucién de cloro al 1% por cinco minutos, posteriormente
lavadas cuatro veces con agua destilada estéril. Cultivos de 24 horas de las cepas a ensayar
fueron ajustados a una densidad 6ptica de 0.3 (1X108 UFC/mI) y las semillas fueron sumergidas
por 30 minutos. Las semillas se mantuvieron en cajas de plastico y se regaron con dos ml de los
caldos ajustados. Se evalud el porcentaje de pregerminacion de las semillas a las 24 y 48 horas.
Posteriormente se depositaron siete semillas germinadas en macetas que contenian 1.6
kilogramos de suelo contaminado con glifosato recolectado de la zona de estudio. Se evalué el
crecimiento radicular, crecimiento de la parte aérea, numero de hojas y formacion de nédulos a

los 30 y 50 dias posteriores a la siembra.
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Capitulo 3: Resultados y discusion
Caracterizacion del suelo
Los resultados de la caracterizacién de los suelos limpio y contaminado se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de suelo limpio y contaminado.

Suelo

Parametro Suelo limpio Interpretacion ] Interpretacion
contaminado
Moderadamente Moderadamente
pH 6.40 o 5.45 .
acido acido
o Efectos Efectos
Conductividad ) ]
o 0.228 despreciables de 0.113 despreciables de
eléctrica (ds/cm) . -
la salinidad la salinidad
Materia organica ) )
0.40 Muy bajo 0.23 Muy bajo
(%)
Fasforo (mg/l) 149.03 Alto 167.93 Alto
Nitrégeno total ) ]
0.02 Muy bajo 0.01 Muy bajo
(%)
Densidad
1.77 Arenosos 1.87 Arenosos
aparente (g/ml)
CIC (cmol(+)/kg) 0.8 Muy baja 1.2 Muy baja
Arena 88% Arena 90%
Textura Limo 8% Arenoso Limo 6% Arenoso
Arcilla 4% Arcilla 4%

En los pardmetros determinados en los suelos se observa que algunos presentaron una
disminucion. En el suelo contaminado se puede observar una disminucion en parametros como:
pH, conductividad eléctrica, materia organica y nitrégeno total en comparacion con el suelo
limpio. Los cambios que se presentan en la muestra de suelo contaminado pueden ser atribuidos
a las actividades agricolas. Medina et al. (2006), reportaron cambios en las propiedades

fisicoquimicas del suelo en cultivos de maiz en sistemas de temporal.
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Haney et al. (2002) estudiaron 9 suelos diferentes, con variaciones en pH, carbono
organico y contenido de arcilla, los resultados indican que estos parametros no necesariamente
indicaran qué tan rapido se mineralizara el glifosato en un suelo determinado.

Conteo de poblaciones microbianas

Tabla 3. Conteo de poblaciones microbianas presentes en las muestras del suelo.

Medios de cultivo

Tratamiento CE PDA RB RC
Suelo Limpio 8.78 8.14 6.99 5.12

Suelo
8.63 8.13 7.23 7.60

Contaminado
Suelo Inducido 8.72 7.93 7.21 6.12

Poblaciones expresadas en log UFC/g de suelo. El valor representa la media de tres evaluaciones.

En la tabla 3 se muestran las poblaciones microbianas de los suelos, se observa que en
caso de la poblacién de bacterias mesofilicas cultivables se presenta una ligera disminucion, sin
embargo, en las poblaciones de actinomicetos existe un incremento tanto en el suelo
contaminado como en el suelo inducido con glifosato. En algunos estudios se muestra que existe
un impacto negativo en la biomasa del suelo alterando la fisiologia y bioquimica de la microbiota,
donde algunos grupos microbianos pueden utilizar a los pesticidas como fuente de nutrientes y
energia mientras que para otros pueden ser toxicos. (Hussain et al. 2009).

Adomako y Akyeampong (2016), utilizaron un suelo sin antecedentes de uso de
herbicidas, el cual al ser inducido con glifosato a la mitad de la dosis recomendada por el
fabricante mostr6 un incremento en la poblacion bacteriana desde los 5 dias iniciado el
tratamiento, mientras que observaron una disminucién en la poblacion al aplicar dosis normales
y al doble de lo recomendado por el fabricante después de 15 dias de exposicion al glifosato.

Locke et al. (2008), encontraron opiniones variadas acerca del efecto del glifosato en las
poblaciones bacterianas, por ejemplo, a un mayor uso de glifosato se pueden alterar las
poblaciones microbianas del suelo. Por otro lado, algunos investigadores han demostrado que la

adicion de glifosato al suelo no afectd significativamente las poblaciones, excepto cuando el suelo
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se traté con concentraciones de glifosato excesivamente altas. Otros han observado que el
glifosato aplicado en bajas concentraciones estimula las poblaciones microbianas y pardmetros
de actividad como enzimas, respiracion y mineralizacion de nitrogeno.

Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas

De las poblaciones bacterianas se seleccionaron once cepas, de las cuales una dej6 de
presentar crecimiento. Las cepas aisladas fueron sembradas en agar nutritivo y se observo su
morfologia colonial con un estereoscopio marca Leica modelo EZ4. Las caracteristicas
coloniales, tincién de Gram y morfologia microscOpica se muestran en la tabla 4.

Todas las cepas presentaron morfologias macroscépicas diferentes, en cuanto a la
morfologia microscépica se observaron siete bacilos cortos gram negativo, dos bacilos cortos
gram positivo y uno presenta una agrupacion en cadena de bacilos gram positivo.

A las 10 cepas aisladas se les realizaron pruebas bioquimicas por triplicado, los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.

Los resultados obtenidos al utilizar el sistema de identificacién API® 20 NE en las cepas
aisladas gram negativas se muestran en la tabla 6. Las 10 cepas fueron enviadas para su
identificacion por el sistema MALDI TOF MS, con el resultado de esta identificacion se pudo
confirmar el género de las bacterias mas no su especie. Los resultados se muestran en la tabla

7.
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Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas y microscopicas de las cepas aisladas.

Cepas bacterianas

Clave de identificacion

Morfologia macroscopica

Morfologia microscopica

GLI-3

GLI-DI

GLI-RA

GLI-BI

GLI-2

AG-1

AG-2

SNC-A

SNC-BA

SNC-BB

Amarilla, forma puntiforme,
plana, suave, borde entero.
Blanca, forma irregular, plana,
seca, borde irregular.
Blanca, forma redonda,
convexa, cremosa, borde
entero.

Blanca, forma redonda, plana,
suave, borde entero.
Blanca, forma redonda,
convexa, cremosa, borde
entero.

Blanca, forma irregular, plana,
seca, borde irregular.
Café, forma irregular, convexa,
suave, borde irregular.
Blanca, forma redonda,
convexa, cremosa, borde
entero.

Blanca, forma irregular, plana,
seca, borde irregular.
Amarilla, forma redonda, plana,

suave, borde entero.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Bacilos cortos, Gram positivos.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Estreptobacilos, Gram positivos.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Bacilos cortos, Gram negativos.

Bacilos cortos, Gram positivos.

Bacilos cortos, Gram negativos.




Tabla 5. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas.
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Pruebas bioquimicas

Cepa TSI LIA Citrato Urea MR VP O
K/N, sin gas, K/A, sin gas,
GLI-3 ) ) - - - -
sin H2S sin H2S
No fermenta, ]
) ) K/A, sin gas,
GLI-DI sin gas, sin ) - - + +
sin H2S
H2S
K/N, sin gas, K/K, sin gas,
GLI-RA + + - -
sin H2S sin H2S
No fermenta, )
] ) K/A, sin gas,
GLI-BI sin gas, sin ) - + - -
sin H2S
H2S
K/N, sin gas, K/K, sin gas,
GLI-2 ) ) + + - -
sin H2S sin H2S
No fermenta,
] ) K/A, sin gas,
AG-1 sin gas, sin ) - + - -
sin H2S
H2S
K/N, sin gas, K/K, sin gas,
AG-2 ) ) + - - -
sin H2S sin H2S
K/N, sin gas, K/A, sin gas,
SNC-A ) ) + + - -
sin H2S sin H2S
No fermenta, ]
) ) K/A, sin gas,
SNC-BA sin gas, sin ) - - - +
sin H2S
H2S
K/N, sin gas, K/K, sin gas,
SNC-BB ) _ - - - -
sin H2S sin H2S

Nota: M (movilidad), | (indoles), O (ornitina), K/N (peptona aerobia), K/A (fermentacién de la glucosa), K/K

(descarboxilacién de la lisina), MR (rojo de metilo), VP (Voges Proskauer).



Tabla 6. Identificacion bacteriana de las cepas aisladas por API® 20 NE.

Identificacién API® 20 NE

Cepa Resultado % ID
GLI-3 Brevundimonas vesicularis 88.7
GLI-BI Sphingomonas paucimobilis 95.8
SNC-A Pseudomonas fluorescens 99.7
SNC-BB Burkolderia cepacia 95.1
AG-2 Pseudomonas fluorescens 99.7
GLI-RA Pseudomonas fluorescens 99.9
GLI-2 Pseudomonas fluorescens 99.9

Tabla 7. Identificacion bacteriana de las cepas aislabas por sistema MALDI TOF MS.

Identificacion MALDI TOF MS

Cepa Resultado Valor del espectro
GLI-3 Stenotrophomonas maltophilia 1.96
GLI-BI Pseudarthrobacter defluvii 1.95
SNC-A Pseudomonas koreensis 1.91
SNC-BB Paenarthrobacter aurescens 1.99
AG-2 Pseudomonas corrugata 1.96
GLI-RA Pseudomonas vancouverensis 1.91
GLI-2 Pseudomonas jessenii 1.91
AG-1 Bacillus pumilus 1.91
GLI-DI Bacillus safensis 1.86
SNC-BA Bacillus pumilus 1.91

De acuerdo con los resultados en las tablas 6 y 7 de ambas identificaciones las cepas
AG-2, SNC-A, GLI-RA y GLI-2 muestran una concordancia con el género bacteriano
Pseudomonas, las cepas GLI-3, SNC-BB y GLI-BI obtuvieron géneros bacterianos distintos en
las identificaciones empleadas, finalmente las cepas AG-1, GLI-DI y SNC-BA fueron identificadas
con el género bacteriano Bacillus.

Castrejon et al. (2021), encontraron que los microorganismos (bacterias y hongos) mas

utilizados para la degradacién del glifosato se encuentran Achromobacter spp., Agrobacterium
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radiobacter, Alcaligenes sp., Arthrobacter spp., Bacillus cereus, Ochrobactrum spp.,
Pseudomonas spp., Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium chrysogenum, Trichoderma
harzianum. El género de bacterias que mas frecuentemente se ha reportado en la biodegradacion
de glifosato es Pseudomonas spp., que lo utiliza como fuente de fosforo. Recientemente se
documentd que el empleo de consorcios de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. es una estrategia
eficaz para degradar el glifosato en suelos ya que estas bacterias lo utilizan como Unica fuente
de fosforo. En el presente trabajo encontramos que las cepas con mayor actividad en la utilizacion
del glifosato pertenecen a estos 2 géneros.

Evaluacién concentracion minima inhibitoria

Se realiz6 un primer ensayo para observar el comportamiento de las cepas en presencia
de glifosato a bajas concentraciones, la evaluacion cualitativa del crecimiento de las cepas se
efectud por observacion de la turbidez presente en los tubos.

En un segundo ensayo se emplearon concentraciones de glifosato de 800 a 4000 ppm,
el crecimiento de las cepas fue evaluado después de cinco dias de incubacion determinando la
densidad optica de los cultivos, los resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Densidad Optica de las cepas aisladas en baja concentracion de glifosato.

Densidad 6ptica

Cepa 0 ppm 800 ppm 1000 ppm 1200 ppm 1500 ppm 2000 ppm 4000 ppm
SNC-BA 0.143 0.127 0.133 0.127 0.140 0.150 ND
AG-1 0 0.370 N/A N/A N/A N/A ND
AG-2 0.183 0.120 0.160 0.150 0.163 0.173 ND
SNC-BB 0.273 0.430 0.433 0.373 0.22 N/A ND
SNC-A 0.260 0.210 0.233 0.233 0.223 0.200 ND
GLI-2 0.303 0.210 0.187 0.203 0.177 0.173 0.213
GLI-BI 0.267 0.210 0.210 0.183 0.197 0.177 0.180
GLI-RA 0.147 0.373 0.270 0.267 0.170 0.260 0.343
GLI-3 0.130 0.267 0.200 0.343 0.197 0.320 0.257
GLI-DI 0.093 0.180 0.100 0.175 0.120 0.113 0.170

Nota: los resultados obtenidos son el promedio de tres repeticiones, N/A (crecimiento de agregados en el medio) y ND
(no se determing).
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En la tabla 8 se puede observar que la totalidad de las cepas no presentan inhibicién a
concentraciones de glifosato probadas, ya que al evaluar la densidad Optica de los cultivos estos
mostraban ligeras variaciones en la DO respecto al control sin herbicida. En el caso de las cepas
GLI-RA y GLI-3 mostraron un incremento de densidad Optica en todas las concentraciones
evaluadas superando al control que no contenia glifosato.

Se seleccionaron cuatro cepas que mostraron poca variacion en la densidad Optica estas
cepas fueron: las cepas SNC-BB, SNC-A, GLI-2 y GLI-RA, las dos primeras aisladas de suelo no
contaminado y las otras dos de suelo contaminado. Las cepas fueron sembradas en
concentraciones de glifosato hasta las 16000 ppm. Las mediciones se realizaron al término de 5
dias de incubacion, los resultados de las mediciones se muestran en la tabla 9.

Tabla 9 Densidad 6ptica de las cepas aisladas con mejor tolerancia a altas concentraciones de
glifosato.

Densidad optica*

1000 1200 1500 2000 4000 8000 16000
Cepa 0 ppm

ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
AG-1 0.163 0.087 0.09 0.113 0.070 0.107 0.073 0.077

SNC-BB 0.357 0.133 0.110 0.160 0.160 0.133 0.047 0.045
SNC-A 0.167 0.163 0.157 0.097 0.127 0.100 0.057 0.050
GLI-2 0.193 0.137 0.143 0.167 0.153 0.100 0.060 0.041
GLI-RA 0.183 0.110 0.157 0.110 0.120 0.093 0.077 0.070

*Los resultados obtenidos son el promedio de tres repeticiones.

En la tabla 9 se muestran las DO alcanzadas por las cinco cepas probadas, se puede
observar que hay una disminucién en las DO en concentraciones de 8000 y 16000 ppm de
glifosato, lo que sugiere una inhibicion provocada por la presencia de glifosato en las poblaciones
microbianas.

Xu et al. (2019), encontraron que una cepa de Providencia rettgeri no presentaba
inhibicion ante la presencia de glifosato en concentraciones de 5000 y 10000 ppm. Por otra parte,
Clair et al. (2012), estudiaron el efecto inhibitorio del glifosato a concentraciones menores a las

recomendadas para la agricultura (10 000 ppm), en cepas de los géneros Geotrichum candidum,
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Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Encontraron
gue G. candidum y L. cremoris fueron mas sensibles a concentraciones de 10 ppm y 100 ppm
respectivamente. En el caso de L. bulgaricus las colonias disminuyeron su tamafio dependiendo
la concentracion a la que fue sometida.

Bote et al. (2019), evaluaron el efecto inhibitorio de una formulacién comercial que
contenia glifosato y glifosato en estado puro, empleando cepas de E. coli. En la mayoria de las
cepas utilizadas la dosis minima inhibitoria en el caso de glifosato puro fue de 10 ppm mientras
gue en el producto comercial fue de 40 ppm. Los aditivos y los tensoactivos en las formulaciones
varian y los fabricantes no estan obligados a declararlos publicamente. Se ha demostrado que
estos complementos en las formulaciones de herbicidas pueden ser mas toxicos que el propio
ingrediente activo. Esto sugiere que no solo la actividad del glifosato, sino también los diferentes
ingredientes en una formulacion interactian con las bacterias e influyen en la concentracién
minima inhibitoria.

Uso de glifosato como fuente de carbono y/o nitrégeno

Las cepas aisladas que presentaron tolerancia a las concentraciones mas altas de
glifosato del ensayo anterior (4000 ppm), se emplearon para evaluar la capacidad de los
microorganismos de utilizar al glifosato como su fuente de carbono y/o de nitrégeno.
Obteniéndose un resultado positivo en el uso de glifosato como fuente de nitrégeno, se midié la
densidad éptica cada 24 horas durante cinco dias y se realizaron las curvas de crecimiento de
las cepas de manera individual y en consorcios microbianos. Los resultados de las densidades
Opticas se encuentran en la tabla 10.

En el caso de la cepa SNC-BB, esta no mostrd crecimiento en el medio sin nitrégeno al
no observarse turbidez en ninguna repeticién. Se observa que a las 24 horas de crecimiento las
cepas individuales presentan menor crecimiento en comparacion con los consorcios microbianos.

En ambos casos después de las 48 horas de crecimiento la densidad 6ptica comenzo a disminuir,
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como en una curva de crecimiento que entraria en una fase estacionaria o de muerte. (Maier &

Pepper, 2015).

Tabla 10. Densidad optica de las cepas aisladas en medio sin nitrdgeno con 4000 ppm de glifosato.

Densidad optica*

Cepa 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
GLI-RA 0.062 0.499 0.398 0.374 0.333
SNC-A 0.026 0.463 0.392 0.349 0.311
AG-1 0.029 0.432 0.366 0.312 0.271
GLI-2 0.077 0.488 0.445 0.403 0.385
SNC-A + GLI-2 0.356 0.389 0.336 0.309 0.283
GLI-2 + GLI-RA + SNC-A 0.370 0.432 0.395 0.364 0.329
SNC-A + GLI-RA 0.206 0.409 0.354 0.324 0.302
GLI-2 + GLI-RA 0.264 0.404 0.360 0.325 0.306
*Los resultados obtenidos son el promedio de tres repeticiones.
Figura 4. Curva de crecimiento de las cepas individuales con 4000 ppm de glifosato.
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Sviridov et al. (2015) menciona que existen varios géneros de bacterias, que utilizan el

glifosato como fuente de fosforo, lo que implica que poseen enzimas que rompen el enlace C-P,

las cepas que utilizan al glifosato como fuente de nitrdgeno son menos abundantes, algunos de
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los géneros que se ha encontrado que lo pueden hacer se encuentran: Arthrobacter sp., mientras

gue, Streptomyces sp. y Achromobacter sp usan al glifosato como fuente de carbono.

Figura 5. Curva de crecimiento de los consorcios microbianos con 4000 ppm de glifosato.
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Se han encontrado dos formas de digestion enzimatica de glifosato en bacterias: ruptura

directa del enlace C-P, que produce sarcosina y fésforo inorganico, y ruptura del enlace C-N, que

produce glioxilato y AMPA.

Mohanty y Das (2022), mencionan que algunas bacterias pueden utilizar el glifosato tanto

como Unica fuente de carbono y de nitrégeno, asi como de fosforo o como una mezcla de todos.

Encontraron que microorganismos como Ochrobactrum intermedium, Agrobacterium radiobacter

y Achromobacter sp. utilizan glifosato como Unica fuente de nitrégeno o carbono. También

sefialaron que en varios estudios se ha informado de la capacidad de los microorganismos para

utilizar el glifosato principalmente como fuente de fésforo y algunos otros estudios lo informaron

como la Unica fuente de carbono y nitrégeno.
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Capacidad en la produccion de auxinas

Se evalud la capacidad de produccion de auxinas de las cepas aisladas utilizando
triptéfano como precursor de indoles.

Todas las cepas ensayadas presentaron produccion de acido indol acético (IAA), ademas
de la presencia de otros indoles. En la figura 6 se muestran las cromatografias en capa fina de
los extractos de los cultivos de las cepas ensayadas. El carril 1 corresponde a el estandar de
IAA, el carril 2 al medio de cultivo sin inocular y en los carriles del 3 al 11 se encuentran los
triplicados de las cepas aisladas, la cepa C3 se usé como cepa control productora de auxinas,
(la cepa C3 es parte de la coleccion del Laboratorio de Microbiologia del Suelo “Dr. Jesus
Caballero Mellado”). Se observo la presencia de IAA en todas las cepas al corresponder con el

frente de corrimiento del estandar.
Figura 6. Cromatografias en capa fina para la deteccién de auxinas.
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a) corresponde a los compuestos indélicos producidos por las cepas GLI-RA, AG-2 y GLI-DI, b) compuestos
inddlicos producidos por las cepas AG-1 y SNC-BB, ¢) compuestos indolicos producidos por las cepas GLI-Bl, SNC-A
y C3, y por ultimo d) compuestos inddlicos producidos por las cepas GLI-3, SNC-BA y GLI-2.
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Jha y Saraf (2015), documentaron la capacidad de diversas especies bacterianas para
producir auxinas como parte de su metabolismo, incluido el acido indol-3-acético (IAA) y el acido
indol-3-butirico (IBA). Mas del 80% de las bacterias rizosféricas son capaces de producir auxinas.
Las auxinas liberadas por las rizobacterias ayudan al sistema radicular, aumentando su tamafio
y peso, el numero de ramificaciones, mejorando asi la nutricién y la capacidad de crecimiento de
las plantas. Otro resultado importante de la inoculacién con bacterias productoras de auxinas es
la formacion de raices adventicias. Todos los efectos anteriores pueden variar
considerablemente dependiendo de la concentracién de auxina que llegue al sistema radicular,
incluso un exceso que podria ser inhibitorio.

Ahmed y Hasnain (2014), encontraron que la mayoria de las bacterias rizosféricas pueden
producir IAA. Esto incluye bacterias patégenas como Erwinia herbicola, Agrobacterium
tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes y Pseudomonas syringae y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal como Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Azospirillum sp., Rhizobium sp.,
Bacillus sp. y Enterobacter sp. Ademas de que la biosintesis de IAA no es vital para el crecimiento
bacteriano.

Inoculacién de semillas de frijol

El porcentaje de germinacion se evalud a las 24 y 48 h y los resultados se muestran en
la tabla 11.

Las cepas SNC-BA, SNC-BB, GLI-BIl, GLI-RA y GLI-DI obtuvieron un porcentaje mayor
de germinacion en comparacion con el blanco a las 48 horas de germinacion. Las cepas GLI-2,
GLI-3, AG-2, C3 y SNC-A se mantuvieron entre un 10%-50% de germinacién siendo estos los

porcentajes mas bajos.
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Tabla 11. Porcentaje de germinacién en semillas de frijol inoculadas con las cepas aisladas.

Porcentaje de germinacion

Semillas germinadas ) Semillas germinadas )
Cepa Porcentaje Porcentaje
24h 48h

Blanco 23 46% 40 80%
GLI-2 14 28% 22 44%
SNC-BA 39 78% 43 86%
AG-1 38 76% 39 78%
GLI-3 20 40% 27 54%
AG-2 4 8% 5 10%
SNC-BB 39 78% 42 84%
GLI-BI 41 82% 44 88%
GLI-RA 38 76% 41 82%
GLI-DI 38 76% 42 84%
C3 20 40% 25 50%
SNC-A 8 16% 12 24%

Las semillas germinadas se colocaron en macetas con suelo contaminado con glifosato
de la zona de estudio. Las macetas estuvieron en condiciones de invernadero con riego cada
tercer dia. Se evalué el porcentaje de brotacion de las semillas. Esta prueba fue realizada por
triplicado. Los resultados se muestran en la tabla 12.

El 50% de las plantulas comenzaron a brotar al sexto dia, el brote de las plantulas se
evalu6 hasta el doceavo dia. Los tratamientos que presentaron menor porcentaje de brotacion
gue el control de suelo limpio fueron los tratamientos: control suelo contaminado, AG-2 y SNC-A
con el 71.43%, 23.8% y 47.62% respectivamente, en todos los demas tratamientos el porcentaje
de brotacion fue mayor siendo las cepas GLI-Bl y SNC-BA las que presentaron el 100% en

brotacion.
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Tabla 12. Porcentaje de brotacién en semillas de frijol inoculadas en suelo con glifosato.

Porcentaje de brotacion

Cepa 6 dias 7 dias 10 dias 12 dias
Blanco SL 52.38% 61.90% 80.95% 85.71%
Control SC 14.29% 19.05% 71.43% 71.43%

GLI-2 33.33% 52.38% 80.95% 85.71%

AG-2 4.76% 19.05% 23.81% 23.81%

GLI-RA 71.43% 80.95% 85.71% 85.71%

GLI-BI 85.71% 100% 100% 100%

SNC-BA 76.19% 95.24% 100% 100%
SNC-BB 57.14% 71.43% 80.95% 85.71%

SNC-A 23.81% 28.57% 47.62% 47.62%

AG-1 47.62% 80.95% 90.48% 90.48%

GLI-DI 52.38% 61.90% 76.19% 85.71%

GLI-3 66.67% 85.71% 95.24% 95.24%

C3 42.86% 61.90% 80.95% 80.95%

Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero durante 30 y 50 dias. Para
evaluar el efecto de la inoculacién de las cepas sobre las plantas de frijol, se determiné la longitud
de raices, parte aérea, nimero de hojas, nimero de nddulos y pesos secos de raiz y tallo, para
evaluar el efecto de promocién vegetal por parte de las cepas. Los resultados obtenidos se
muestran en las tablas 13 y 14.

Bashan et al. (2017), demostraron que la determinacién del peso seco es una medida
precisa para evaluar el crecimiento de plantas inoculadas con cepas promotoras del crecimiento
vegetal. Por el contrario, el peso fresco es menos preciso porque se ve afectado por numerosos
pardmetros ambientales y técnicos, incluida la humedad relativa, la temperatura del laboratorio,
las corrientes de aire antes de pesar cada muestra, la técnica utilizada para secar el exceso de
humedad en las raices.

El tratamiento de la cepa GLI-3 presentd incrementos respecto de las plantas en suelo

limpio, en el peso seco de raiz, peso seco parte aérea y longitud de raiz, los demas tratamientos
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presentaron respuestas variables. Sin embargo, en los tratamientos con las cepas bacterianas
en suelo contaminado, salvo SNC-A, presentaron incrementos en los diferentes parametros
evaluados respecto a las plantas sembradas en suelo contaminado sin inocular, lo que sugiere
gue la inoculacion de las cepas confiere cierta proteccion a la planta contra el glifosato, en ninguin
caso la nodulacion de las plantas en suelo contaminado fue mayor que la que se tuvo en plantas
en suelo limpio.

Al término de los 50 dias se observé que todas las cepas bacterianas presentaron un
incremento en todos los parametros evaluados en comparacion con el control del suelo
contaminado, todas las cepas con excepcion de GLI-2 y GLI-BI presentaron un incremento en la
longitud de la raiz respecto al blanco de suelo limpio.

Tabla 13. Evaluacion del crecimiento vegetal en plantulas de frijol inoculadas a los 30 dias.

Crecimiento a los 30 dias

Peso seco Peso seco Longitud raiz Longitud Numero de  Numero de

Cepa
raiz (g) tallo (9) (cm) tallo (cm) nédulos hojas

Blanco SL 0.35 0.45 22.91 26.16 73 8
Control SC 0.29 0.37 18.48 20.43 22 8
GLI-2 0.32 0.48 22.13 24.36 35 8
AG-2 0.43 0.45 23.65 22.25 25 8
GLI-RA 0.33 0.44 26.03 22.31 47 8
GLI-BI 0.42 0.41 24.58 23.99 47 8
SNC-BA 0.39 0.38 22.29 21.17 27 7
SNC-BB 0.29 0.35 20.12 21.61 12 7
SNC-A 0.27 0.35 21.37 19.31 12 7
AG-1 0.39 0.32 24.58 22.36 21 7
GLI-DI 0.38 0.41 23.24 22.37 20 6
GLI-3 0.71 0.50 27.70 25.37 30 8
C3 0.45 0.35 25.20 21.81 32 8

Los datos obtenidos son el promedio de tres repeticiones.
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Tabla 14. Evaluacion del crecimiento vegetal en plantulas de frijol inoculadas a los 50 dias.

Crecimiento a los 50 dias

Cepa Peso seco Peso seco Longitud raiz Longitud Numero de Nﬂm?ro de
raiz tallo tallo nodulos hojas

Blanco SL 2.25 0.63 19.43 25.83 18 17
Control SC 0.55 0.25 15.58 18.24 6 10
GLI-2 1.09 0.40 19.11 21.34 12 11
AG-2 1.13 0.51 21.57 22.80 9 11
GLI-RA 1.34 0.47 25.19 23.44 16 10
GLI-BI 1.05 0.39 17.40 21.97 8 8
SNC-BA 1.12 0.40 19.91 20.69 7 10
SNC-BB 1.40 0.47 20.46 22.09 9 11
SNC-A 0.60 0.41 22.11 19.37 7 11
AG-1 1.36 0.40 25.71 22.97 8 11
GLI-DI 0.88 0.32 20.41 20.96 10 10
GLI-3 0.88 0.39 21.51 22.28 9 9
C3 0.88 0.29 20.58 19.47 10 9

Los datos obtenidos son el promedio de tres repeticiones.

Travaglia et al. (2015), observaron la accién estimulante de bacterias como Azospirillum
sp. y Pseudomonas sp. sobre el sistema radicular del maiz tras la inoculacion, los principales
efectos fueron raices mas largas y crecimiento de pelos radicales. Ambas bacterias mejoraron el
crecimiento y desarrollo temprano del maiz en presencia de glifosato. La aplicacién de cualquiera
de estas bacterias aument6 el contenido de fitohormonas de la planta en presencia de glifosato.
El aumento en el contenido de acido jasmadnico en las plantas inoculadas en comparacion con
las no inoculadas indicé que podria haber una mejor respuesta ante la presencia del glifosato
debido a que esta fitohormona modula las respuestas al estrés y al desarrollo.

Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en semillas de frijol inoculadas

En este ensayo se seleccionaron las cepas GLI-Bl, GLI-RA y SNC-BA para evaluar la

proteccién que proporcionaban a las semillas de frijol al someterlas a diferentes concentraciones
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de glifosato, las concentraciones probadas fueron 1000, 2500, 5000, 7500 y 10000 ppm
respectivamente.

En las figuras 7 y 8, A) corresponde a la cepa SNC-BA, B) ala cepa GLI-Bly C) a la cepa
GLI-RA, en ambas figuras se puede observar el incremento tanto en la parte radical como en la
parte aérea en la concentracion de 1000 ppm en comparacioén con el blanco. Las tres cepas
usadas en concentraciones de 2500 y 5000 ppm permitieron la germinacion y brotacion de las
semillas, pero mostrando poco desarrollo. En las concentraciones de 7500 y 10000 ppm ninguna

de las semillas utilizadas logré germinar.
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Figura 7. Zona radical de plantulas de frijol inoculadas en diferentes concentraciones de glifosato
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Figura 8. Parte aérea de plantulas de frijol inoculadas a diferentes concentraciones de glifosato.
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El término hormesis describe un fenémeno dosis-respuesta en donde la aplicacion de
bajas dosis de herbicidas estimula el crecimiento mientras que altas dosis inducen la inhibicién.
Jalal et al. (2021), explican que la aplicacién de herbicidas (2,4-D, glifosato, paraquat) en bajas
concentraciones regula el crecimiento de las plantas mediante la produccion de auxinas. El
glifosato aplicado en dosis recomendadas puede inhibir la sintesis de aminoacidos aromaticos y
la fotosintesis provocando la muerte de la planta. Por otro lado, en dosis muy bajas puede
estimular el crecimiento de las plantas, acortar el ciclo de vida de las plantas y mejorar la
productividad.

Varios investigadores han registrado el efecto estimulante en diversas especies
vegetales, como: Hordeum vulgare (cebada), Zea mays (maiz), Glycine max (soja)., Eucalyptus
grandis (eucalipto), Pinus caribea (pino), Saccharum spp. (cafia de azucar), Coffea arabica L.
(café) y Lactuca sativa (lechuga); en las primeras etapas de desarrollo al promover la altura de
la planta, crecimiento de la raiz, aumento en la biomasa y la aparicién de brotes. (Pincelli et al.

2020, Ather et al. 2016).



51

Conclusiones

Las cepas bacterianas gram negativas aisladas se identificaron dentro de los géneros
Pseudomonas sp., Brevundimonas sp., Burkholderia sp., Sphingomonas sp., pertenecientes a la
familia Pseudomonadacae, las cepas bacterianas gram positivas se identificaron con el género
Bacillus sp.

Las poblaciones bacterianas del suelo no se ven alteradas al inducir con 1000 ppm de
glifosato.

Siete de las diez cepas aisladas toleraron hasta 4000 ppm de glifosato, mientras que tres
cepas toleraron hasta 2000 ppm de glifosato, ninguna de las cepas toler6 una concentracion
mayor a 8000 ppm.

Las cepas GLI-RA, SNC-A, AG-1y GLI-2 tienen la capacidad de utilizar el glifosato como
fuente de nitrégeno, ademas de que las mismas cepas no utilizaron el glifosato fuente de
carbono.

El total de las cepas aisladas produjeron auxinas, en especifico acido indol-3-acético al
presentar el mismo frente de corrimiento del estandar y una cepa control.

La cepa GLI-3 destacé entre todas las cepas al mostrar un efecto positivo al inocularse

en las semillas de frijol, aumentando los pesos secos y las longitudes aérea y radical.
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Anexos

Anexo 1: Entrevista realizada al duefio del predio en Nealtican y apéndice Norma Oficial
Mexicana NOM-AA-105-1988 "Plaguicidas Determinacién De Residuos En Suelo - Metodo De Toma

De Muestras".

¢, Desde hace cuanto tiempo tiene el terreno?

¢, Desde hace cuanto tiempo lo empez06 a trabajar?

¢ Con qué frecuencia le administran fertilizantes o pesticidas?

¢, Qué es lo que mas siembra?

¢, Deja descansar el suelo entre siembras?

¢,Deja secar el abono antes de administrarlo?

¢,Cuales son las principales plagas que detecta? ¢,Con qué frecuencia?

Donde compra los agroquimicos ¢ Le explican como emplearlos o los utiliza de acuerdo
a su experiencia?

¢,Como calcula la dosis a administrar?

¢ Utiliza equipo de proteccion personal?

¢ Siembran en temporada de lluvia?

¢, Cuando administra su fertilizante/pesticida? (Al momento de la siembra, durante el
desarrollo de la planta, solo cuando hay presencia de plaga, etc.)

¢, Coémo lo administra? (Con aspersor, directo al suelo, etc.)

¢ Cual es el rendimiento de sus cosechas? (Orgénica y con agroquimico).

¢, Qué hace con los envases vacios de sus agroquimicos?

¢ Utiliza los mismos agroquimicos para todas las siembras, o utiliza algunos especificos

para plantas especificas?



Centro de Calidad Ambiental

APENDICE

MUESTRA NUM

1.- NOMBRE DEL RESPONSABLE DEL PREDIO

2.- DIRECCION POSTAL
3.- LOCALIZACION DEL PREDIO

ESTADO MUNICIPIO

COLONIA O EJIDO No.DE LOTES

4.-FECHA Y HORA
5.- SUPERFICIE DE TERRENO EN HECTAREAS

DE RIEGO DE TEMPORAL DE HUMEDAD
6.- FUENTE DE AGUA
7.- NUMERO DE MUESTRAS DE SUELO

PROFUNDIDAD
NUMERO DE MUESTRAS DE SUBSUELO

PROFUNDIDAD
8.- CULTIVO EXISTENTE
CULTIVO ANTERIOR
9.- APLICACION DE PLAGUICIDAS (INSECTICIDAS, FUNGICIDAS, HERBICIDAS, ETC.)

CUALES Y CUANTO EN EL PRESENTE CICLO

CUALES Y CUANTO EN EL ANTERIOR

10.- CULTIVO QUE VA A SEMBRAR
11.- OBSERVACIONES

12.- DATOS DEL RECOLECTOR:
NOMBRE
DOMICILIO
INSTITUCION O EMPRESA QUE PERTENECE
TELEFONO
FIRMA DEL RECOLECTOR
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