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RESUMEN

Gran parte de la produccion de los alimentos en México se basa en el uso de
insumos industriales, entre los cuales se encuentran una gran diversidad de
agroquimicos, los cuales causan diversos efectos al ambiente y a la salud publica.
Es por esto que se recomienda optar por una produccibn mas cercana a la
Agroecologia y biorremediar los suelos contaminados con estas sustancias. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar los procesos metabdlicos en aislamientos
bacterianos ambientales con aplicacion en practicas agroecoldgicas. Se realizaron
muestreos de suelo en zonas con diferente manejo agricola, las zonas de estudio
son pertenecientes a Vicente Guerrero localizado en Tlaxcala, Los Mochis, Sinaloa
y Chachapa, Puebla. De cada una de las muestras se realizd la identificacién
bacteriana mediante un medio cromogénico, las bacterias se colocaron en
diferentes medios para conocer su actividad metabdlica, se determind su
capacidad de formacion de biopelicula, la inhibicion bacteriana en presencia de
2,4-D, Malation y Carbofuran. Y se evalu6 la degradacion de los plaguicidas por
medio de un consorcio bacteriano conformado de los aislamientos que
presentaron mayor viabilidad en presencia de los plaguicidas. Se identificé a
Pseudomonas y coliformes, los aislamientos de las muestras de manejo
convencional tuvieron mayor actividad en presencia de diferentes sustratos,
mostrando mayor capacidad para la formacion de biopelicula, asi mismo tuvieron
menor inhibicion en presencia de los tres plaguicidas evaluados. El consorcio
bacteriano evaluado degrad6 de forma mas eficaz al 2,4-D, enseguida al Malation
y Carbofuran. Los aislamientos bacterianos con mejor actividad metabdlica frente
a diferentes sustratos, formacion de biopelicula y menor inhibicién frente a los tres
plaguicidas evaluados fueron los provenientes de parcelas con manejo
convencional. Por otra parte, en términos de degradacion, el que fue degradado

en mayor proporcion fue el 2,4-D.

Palabras clave: manejo agroecoldgico, suelo, microorganismos, actividad

microbiana, plaguicidas.
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ABSTRACT

A lot of the food production in Mexico is based on the use of industrial inputs, among
which are a great agrochemicals diversity, which cause various effects on the environment
and public health. That is why it is recommended to opt for a production closer to
Agroecology and make bioremediation of the soils contaminated with these substances.
The objective in this study was to evaluate the metabolic processes in environmental
bacterial isolates with application in agroecological practices. Soil samplings were carried
out in areas with different agricultural management, study areas belong to Vicente
Guerrero located in Tlaxcala, Los Mochis, Sinaloa and Chachapa, Puebla. Bacterial
identification was carried out by means a chromogenic medium for each sample, bacteria
were placed in different media to determine their metabolic activity, their capacity to
produce biofilm, bacterial inhibition in presence of 2,4-D, Malation and Carbofuran. And
the pesticides degradation was evaluated by means a consortium bacterial formed of
isolates that presented highest viability in presence of pesticides. Pseudomonas and
coliforms were identified, isolates from the conventional management samples had greater
activity in presence of different substrates, showing greater capacity for formation of
biofilm, likewise they showed less inhibition in presence of the three pesticides evaluated.
The bacterial consortium degraded 2,4-D more efficiently, followed by Malation and
Carbofuran. The bacterial consortium evaluated, more efficiently degraded to 2,4-D,
followed by Malation and Carbofuran. Bacterial isolates with better metabolic activity in
different substrates, biofilm formation and lower inhibition against the three pesticides
evaluated were those from plots with conventional management. Otherwise in terms of

biodegradation the one that was degraded in a greater proportion was 2,4-D.

Keywords: agro-ecological, management, soil, microorganisms, microbial activity,

pesticides.




[. Introduccion.

La Agroecologia esta relacionada con un enfoque de la agricultura ligado al
ambiente y sensibilidad social, sin dejar a un lado la remuneracion econémica; se
centra en la sustentabilidad del sistema de produccion y no solo en la produccion.
“La Agroecologia se refiere al estudio de fendmenos netamente ecoldgicos dentro
del campo de cultivo, tales como relaciones depredador/presa, o competencia de
cultivo/maleza” (Altieri, 1999).

En un agroecosistema sustentable se deben de tomar en consideracion la
conservacion de los recursos renovables, la adaptacion del cultivo al medio
ambiente y mantener la productividad en niveles que sean moderados para
conservar la sustentabilidad del sistema. Es por ello que las practicas deben estar
encaminadas a enfatizar la productividad a largo plazo en lugar del corto plazo,
tomando en cuenta la sustentabilidad; para acercarse a este tipo de produccion el
sistema de produccién debe de tomar en cuenta: el hacer uso eficiente de los
recursos y la energia, mejorando la correlacion entre produccién- inversion; reducir
la perdida de nutrientes mediante el uso de leguminosas, abonos organicos,
compostas, entre otros mecanismos de reciclado; sustentar la produccion
mediante el cuidado de los recursos naturales; reducir costos y aumentar la

viabilidad econémica (Altieri y Nicholls, 2000).

Asi también se debe poner atencibn a los componentes basicos de un
agroecosistema sustentable, entre los cuales se encuentran: el contar con una
cubierta vegetal para conservar el suelo y el agua, esto se puede llevar a cabo
mediante practicas de labranza cero, cultivos con mulches, uso de cultivos de
cobertura, entre otros; suplementacion de materia organica mediante la
incorporacion de abono organico y composta, promocién de la actividad biética del
suelo, etc.; mecanismos de reciclado de nutrientes mediante el uso de rotaciones

de cultivos, sistemas agropecuarios y/o agroforestales, etc.; regulacion de plagas




mediante el control biologico e incluso se pude incluir el manejo integral de plagas
(Altieri y Nicholls, 2000).

Asi mismo los microorganismos tienen una gran relevancia en la sustentabilidad
de un ecosistema, puesto que llevan a cabo mdultiples funciones y dan diversos
servicios ecolégicos como son: La descomposicién y mineralizacion de desechos
organicos, la regulacion de los ciclos biogeoquimicos (nitrégeno, carbono, fésforo,
azufre, etc.), la contribucion en la retencion y liberacion de nutrientes en las
plantas; generacion, mantenimiento y renovacion del suelo y su fertilidad;
regulacion atmosférica de gases traza (produccién y consumo: CO,, N,O, N, etc.),
regulacion de las poblaciones de animales y plantas, control de plagas agricolas y
urbanas; mantenimiento de la productividad primaria de agroecosistemas y

ecosistemas, y recuperacion del suelo (Wall y Virginia, 2000).

Entre los microorganismos que contribuyen en muchos de los servicios ecolégicos
estan las bacterias, las cuales tienen la capacidad de adaptarse a una gran
cantidad de ecosistemas ya que se adaptan a ambientes extremos como altas
temperaturas que oscilan por arriba de los 80°C, bajas temperaturas por debajo de
los 0°C, alta salinidad, alta alcalinidad en donde puede existir un pH mayor a 8 o
incluso alta acidez con pH menor de 4 (Madigan y Marrs, 1997), de igual forma las
bacterias son capaces de sobrevivir en desechos radioactivos (Fredrickson et al.,
2004). Gracias a estas peculiares caracteristicas y por su metabolismo estan
relacionadas con una gran cantidad de procesos de caracter ecolégico como
antropogénico (Marcano, 2008). Algunos de estos procesos que tienen gran
relevancia son los relacionados con la biorremediacién de contaminantes, puesto
que las bacterias tienen la capacidad de degradar o remover contaminantes
altamente téxicos, entre los cuales se encuentran una gran variedad de
compuestos organicos (Neves et al.,, 2006), pesticidas (Ortiz y Sanchez, 2010),
metales pesados (Amabilis et al., 2015), entre otros.




[l. Antecedentes

Las bacterias poseen diferentes mecanismos que les ayudan a adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, en algunas bacterias los D-aminoécidos
remodelan el peptidoglucano de la pared celular lo que las ayuda a resistir
diferentes entornos ambientales (Cava et al., 2011). Aunado a esto el metabolismo
de las bacterias les confiere la capacidad de utilizar una gran cantidad de
compuestos como fuente de carbono y energia, de igual forma las bacterias
pueden metabolizar contaminantes como metales pesados, azufre, gas, nitrdgeno,
petréleo e incluso bifenilos policlorados (Tortora et al., 2007). Estas capacidades
les confieren a las bacterias mayor facilidad para sobrevivir en ambientes con
contaminacion y degradar diversos compuestos. Algunas bacterias poseen
caracteristicas que les permiten degradar contaminantes como fenoles (Garcia,
2007), cianuro (Mosquera, 2013), explosivos en forma de Pentolita (Roso, 2011),

entre otros.

En Witbank, Mpumalanga, Sudafrica se tomaron muestras de aguas residuales
industriales en una zona con historial minera, a estas muestras de agua se les
realizaron diferentes analisis de caracterizacion (DBO, pH, y oxigeno disuelto),
aunado a esto en estas aguas contaminadas con metales pesados se les evaluoé la
eficacia de atenuacion de los metales por medio de Pseudomonas putida, Bacillus
licheniformis y Peranema spp.; mostrando que las tasas de eliminacion para
Pseudomonas putida (Co-71 %, Ni-51 %, Mn-45 %, V-83 %, Pb-96 %, Ti-100 % y
Cu-49 %), Bacillus licheniformis (Al-23 % y Zn-53 %) y Peranema spp. (Cd-42 %),
siendo las cepas mas eficientes Pseudomonas putida y Bacillus licheniformis
(Kamika y Momba, 2013).

Narvaez y colaboradores (2008) en el Caribe colombiano realizaron pruebas con
un cultivo bacteriano mixto conformado de 11 cepas en presencia de
hidrocarburos en diferentes concentraciones como Unica fuente de carbono. El

cultivo mixto fue capaz de degradar el 68.6 % de los hidrocarburos alifaticos con




preferencia de los n-alcanos de cadena larga (C1,-C3;), alcanzando un crecimiento
maximo de 3.13x10° UFC/mL, esto se realizd en concentraciones de 2 % v/v de
petréleo crudo en un periodo de 21 dias. Algunos de los géneros identificados
fueron Klebsiella, Chromobacterium, Flavimonas, Enterobacter, Pseudomonas y
Bacillus.

En otro estudio Benitez y colaboradores (2009) realizaron experimentos de
inhibicion bacteriana con diferentes plaguicidas en el municipio de Popayan-
Colombia, en el estudio los herbicidas presentaron un efecto medianamente toxico
por arriba de los insecticidas y por debajo de los fungicidas, los cuales representan

la toxicidad mas alta para bacterias (Bacillus subtillis).

En la Universidad Autonoma del Estado de Morelos se realizaron estudios de
degradacion utilizando bacterias, donde se obtuvo un aislamiento de un consorcio
bacteriano proveniente de suelos con manejo agricola, este consorcio contenia
cepas identificadas como Stenotrophomonas malthophilia, Proteus vulgaris, Vibrio
metschinkouii, Serratia ficaria, Serratia spp. y Yersinia enterocolitica; en los
experimentos se evaluo la capacidad de las bacterias de degradar tetraclorvinfos
(acido fosforico, 2-cloro-1-(2,4,5-triclorofenil) etenildimetilester) como Unica fuente
de carbono, en donde el consorcio mostré factibilidad para usarse en la
biorremediacion de suelos contaminados con este tipo de pesticidas, asi mismo
los compuestos hidrolizados se analizaron por medio de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (Ortiz y Sanchez, 2010).

En México en el Valle del Yaqui, Sonora se realizaron experimentos en una zona
donde existe un historial entre 15 a 25 afios de contaminacion y manejo de
pesticidas. Carrillo y colaboradores (2004), aislaron de muestras de agua, suelo y
sedimentos contaminados un cultivo mixto de bacterias conformado por bacilos
Gram negativos pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Neisseria, Moraxella
y Acinetobacter; este cultivo se evaluo bajo la presencia de DDT (133 ppm) como

Unica fuente de carbono y en el transcurso de 80 h se degradd con una eficiencia




del 43 %, de igual forma los metabolitos DDD y DDE que son impurezas del DDT
comercial fueron completamente degradados sin observar un aumento de su

concentracion durante el desarrollo del experimento.

Otro caso de estudio donde se utilizaron bacterias para degradar contaminantes
fue realizado por Mendoza y colaboradores (2011) en la facultad de ingenieria
quimica de la BUAP. En este estudio se realizé la degradacién de permetrina y
cipermetrina a concentraciones de 50 y 100 mg/L en un rango de entre 5 a 20
dias, con cepas de Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina,
Chromobacterium violaceum y Burkholderia cepacia, en reactores por lotes; estas
bacterias se aislaron de suelos contaminados por hidrocarburos del municipio de
Acatzingo, Puebla. Este consorcio bacteriano tuvo una eficiencia de degradacion
de mas del 90 % para concentraciones de 50 mg/L y para 100 mg/L se obtuvo una
eficiencia de degradacion a partir del 89 %. En las dos concentraciones se
presentd una mayor eficiencia en la degradacion de permetrina en comparacion de
la cipermetrina, a pesar de esta diferencia los resultados demuestran que estas
bacterias pueden usarse en aplicaciones de biodegradacion de plaguicidas

piretroides de forma individual o en consorcio.




[1l. Marco tedrico.

3.1 Microorganismos

Los microorganismos se caracterizan por presentar un reducido tamafio (micras a
milimetros), asi como por su diversidad y versatilidad, en cuanto a su clasificacion,
los microorganismos pueden subdividirse en virus, bacterias, hongos, parasitos,
protozoos y algas microscopicas (Tortora et al., 2007; Murray et al., 2014). Estos,
se pueden diferenciar por poseer diferentes estructuras, funcionalidad, al igual que
por su variacion en el tamafio celular, en la morfologia, por su forma de
reproduccion o division celular, e incluso por la capacidad de adaptacion al
ambiente y sus caracteristicas metabolicas (Cavalier, 2004), gracias a la amplia
gama de caracteristicas morfo fisiologicas, ha permitido que los microorganismos
colonicen diversos ecosistemas, en los cuales han logrado establecerse y
enfrentarse a las condiciones que los rodean para sobrevivir. Un ejemplo claro,
podemos hablar del ecosistema del suelo, el cual es un habitat que alberga un sin
fin de microorganismos, en los cuales podemos mencionar a los protozoarios,
cianobacterias, hongos y bacterias, de los cuales, cabe mencionar que se han
descrito alrededor 30,800 especies de protozoarios, 70,000 de hongos y 45,000 de
bacterias, aunque se pronostican hasta 2 millones de especies de hongos y de
tres a diez millones de especies bacterianas y se estima que en el suelo existen
miles de especies en poblaciones de 100 a 2,000 millones de individuos por gramo
de suelo, con hasta 35,000 especies de bacterias y 1,500,000 de hongos, aunque

s6lo se han identificado entre un 8 % y un 1 %, respectivamente (Paul, 2007).

Lo anterior, nos sugiere que dentro de cada ecosistema (suelo, agua y aire)
albergan una elevada diversidad microbiana, en donde estos continuamente estan
aportando una gran cantidad de beneficios a los ecosistemas (Wall y Virginia,
2000). Los microorganismos tienen una gran importancia en diversas actividades
antropogénicas como: la industria alimentaria, industria bioguimica, medicina,
sintesis de productos quimicos, entre otros (Tortora et al., 2007; Murray et al.,

2014). Es importante mencionar que tienen la capacidad de degradar diversas




sustancias, entre estas los compuestos organicos como hidrocarburos,
plaguicidas, compuestos clorados y aromaticos, que son de los mas estudiados a
nivel laboratorio, y en esta degradacion pueden influir diversos factores abi6ticos
(pH, temperatura y humedad entre los mas importantes) y bidticos (la
composicién, la adaptabilidad y capacidad fisiologica de las poblaciones

microbianas) (Boopathy, 2000).

3.2 Las bacterias

Murray y colaboradores (2014), mencionan que las bacterias “son
microorganismos procariotas unicelulares, sin membrana nuclear, mitocondrias,
aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmético que se reproducen por divisién
asexual. Con una pared celular compleja con dos formas bésicas: una pared
celular Gram positiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular
Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi como una membrana
externa. Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia
sobreviviendo tan solo en el interior de células del hospedador o en un ambiente
hiperténico”. Pueden tener un tamafo entre 1 a 20 ym o mas, presentan multiples
formas (esferas, bastoncillos, espirales) y cierta disposicion espacial (células
aisladas, en cadenas o formando cumulos). Cabe mencionar qué para Ssu
clasificacion definitiva, es necesario tomar en cuenta sus propiedades fenotipicas

y genotipicas.

3.2.1 Rol de las bacterias en la agricultura

Las bacterias son de los microorganismos mas versatiles que hay, puesto que
intervienen en una amplia gama de procesos, por ejemplo, en la agricultura tienen
diversas funciones que estan relacionadas con la fijacion de nutrientes,
fertilizacion del suelo, degradacion de la materia organica, degradacion de
contaminantes entre otras. Tal es el caso de bacterias del género Burkholderia,
qgue tiene la capacidad para fijar nitrégeno, contribuir en la promocién del
crecimiento de las plantas, realizar control biologico y biorremediacion (Salles et

al., 2006); también podemos hacer mencion, de bacterias capaces de servir como




in6culos en el compostaje de residuos organicos fibrosos con capacidad
celulolitica, como menciona Guzméan y colaboradores (2015), que trabajaron con
este tipo de bacterias extrayéndolas de 5 ambientes de muestreo (cultivos con
agricultura organica, agricultura convencional, bosque, area cafiera y pilas de
compost), para el aislamiento se seleccionaron bacilos Gram positivos, con
presencia de endosporas, catalasa positiva y que se desarrollaron en condiciones
de aerobiosis, utilizando un agar nutriente modificando la fuente de carbono por

celulosa.

Algunas otras bacterias (Serratia fonticola, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
subtilis, Bacillus vallismortis y Bacillus cereus) ademas de ser capases de
degradar algunos contaminantes y fungir como organismos para posibles
aplicaciones de remediacion, pueden elevar el pH de algunos suelos y sus

metabolitos pueden servir como fertilizantes (Castillo et al., 2016).

En cuanto a efectos de fertilizacion en las plantas, existen bacterias que presentan
este tipo de funciones, tal es el caso de Rahnella aquatillis, Enterobacter spp.,
Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida, que se utilizaron como
fosfosolubilizantes para fines de crecimiento del cultivo del arroz, absorcion de
nutrientes, aumento del pH y rendimiento (Bakhshandeh et al., 2015).

Un ejemplo méas de la versatilidad de las bacterias para desempefiar muchas
funciones en la agricultura es P. fluorescens, puesto que es muy utilizada en
diversos cultivos colonizando sus raices para promover el crecimiento y previnir el
establecimiento de patdégenos, asi mismo contribuye en la absorcion de agua y

diversos nutrientes (Pérez et al., 2015).

3.2.2 Procesos de resistencia adaptativa en las bacterias
Muchas bacterias sintetizan una pared celular que se encuentra fuera de la
membrana celular, esta pared fuerte y elastica tiene la capacidad de contrarrestar

la presion osmotica, y sirve como protectora contra los dafios fisicos, quimicos y




amenazas biolégica, ademas de estar compuestas de un polimero de
peptidoglicano (Holtje, 1998; Vollmer et al., 2008), esto les confiere a las bacterias
una ventaja de adaptacion a diferentes entornos ambientales cuando modifican su
pared celular y los D-aminoacidos de las bacterias estan estrechamente

relacionadas con la adaptacién de su pared celular (Tortora et al., 2007).

En cuanto al metabolismo de las bacterias, es tan eficiente que les permite
sobrevivir en condiciones minimas para el crecimiento, necesitando una fuente de
carbono y nitrégeno, una fuente de energia, agua y diversos iones. Aunado a esto
existen diferentes tipos de bacterias que con base en sus requerimientos
metabolicos pueden sintetizar ciertos componentes, tal es el caso de las bacterias
litétrofas (dependen de sustancias quimicas inorganicas y de una fuente de
carbono para producir energia) y organotrofas (requieren fuentes de carbono

organico para producir energia) (Murray et al., 2014).

Cuando las bacterias son expuestas a diferentes fuentes de carbono, prefieren
aguellos carbohidratos que son mas faciles de degradar y que les proporcionan los
mejores rendimientos para su crecimiento y desarrollo. EI mecanismo de control
global que regula y coordina la utilizacion de fuentes de carbono de manera
sistematica y organizada se denomina represion catabdlica por carbono (RCC)
(Saier y Reizer, 1992). Se sabe que este mecanismo puede operar a distintos
niveles (trascripcion, procesamiento de ARN, traduccion y modificacion de
proteinas), generando respuestas que afectan directa o indirectamente la actividad
de las enzimas sensibles al fendbmeno (exclusion de inductores, represion
transcripcional o interrupcién de la traduccion de proteinas) (Kwakman y Postma,
1994).

El papel de las bacterias en la biodegradacién y transformacion de los plaguicidas
en el suelo es variable y depende de la disponibilidad, movilidad y toxicidad del
plaguicida, las propiedades fisicoquimicas del suelo y del plaguicida, entre otros

factores ambientales (Racke y Coats, 1990).




Entre los grupos microbianos reportados como organismos degradadores de
plaguicidas, muchas de las bacterias heterotrofas sefaladas los utilizan como
sustratos, ya sea metabolizando las moléculas o usandolas como nutrientes y
fuente de energia. Este grupo de bacterias incluyen a Azotobacter spp.,
Pseudomonas spp., Agrobacterium spp., Bacillus spp., Clostridium spp.,

Flavobacterium spp., entre otros (Madigan et al., 2004).

Indudablemente los organismos autoctonos tienen ventaja sobre los organismos
introducidos debido a que su accion es mas efectiva, ya que no necesitan
adaptarse a las condiciones de clima, humedad y poblaciones de microorganismos
que se encuentran en la zona donde se les utiliza (Lan et al., 2013).

3.3 Plaguicidas

La FAO y OMS (2015), definen a los plaguicidas como: “cualquier sustancia
destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas
las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracion de alimentos, productos
agricolas o alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales
para combatir ectoparasitos. El término incluye las sustancias destinadas a
utilizarse como reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de la
germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y

transporte”.

Los plaguicidas se pueden clasificar con base en su naturaleza organica
(sintéticos o naturales) o inorganica, de igual forma se pueden clasificar por la
accion especifica sobre el tipo de plaga sobre la que tienen incidencia
(insecticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, raticidas, etc.), en funcién de la
estructura quimica del compuesto utilizado (organoclorados, organofosforados,

carbamatos, los acidos carboxilicos, los piretroides, las amidas, las anilinas, los
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derivados alquil de urea, los compuestos heterociclicos con nitrogeno, los fenoles,
las imidas, los compuestos inorgénicos, entre otros), por el grado de peligrosidad
que representan (extremadamente peligroso, muy peligroso, moderadamente

peligroso y ligeramente peligroso), entre otros (OMS, 1992; Vega, 1985).

3.3.1 Efectos de los plaguicidas

Los agricultores en E.U.A invierten cada afio alrededor de 40 billones de dolares
en plaguicidas, ahorrando de esta forma en pérdidas por plagas alrededor de 16
billones de ddlares, sin embargo es importante tomar en cuenta el dafio al
ambiente y a la salud publica (Pimentel y Lehman, 1993; Altieri y Nicholls, 2000).
Es por ello que es necesario balancear el costo indirecto de las consecuencias

mencionadas con el beneficio a obtener.

Otras de las consecuencias ocasionadas por el uso indiscriminado de pesticidas
en sistemas de produccion intensivos inciden directamente en las poblaciones de
microorganismos hativos de interés bioldgico. La retencion en las particulas del
suelo con plaguicidas que pueden ser agresivos, puede afectar a microorganismos
benéficos disminuyendo sus efectos de biofertilizacién y los beneficios bioquimicos
con los que ayudan a promover el crecimiento de las plantas (Paoletti, 1999). Asi
mismo los plaguicidas causan limitantes en el suelo como salinizacién y

alcalizacion (Pimentel y Lehman, 1993).

Los insecticidas al usarse en grandes cantidades y de forma incorrecta afectan
también a los depredadores naturales y no solo a las plagas. La muerte de los
depredadores naturales dispara el crecimiento y propagacion de algunas plagas
que estaban bajo el control de estos. Alrededor del afio 1988, un total de 1600
especies de insectos considerados plaga, ya habian desarrollado resistencia a uno
0 mas insecticidas. Es importante destacar que los insectos denominados plagas
pueden generar resistencia a los plaguicidas en aproximadamente 5 afos,
mientras que sus depredadores requieren un tiempo mucho mas prolongado
(Smith y Smith 2007).
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En cuanto a algunas de las repercusiones a la salud publica por el consumo y
manipulacion inadecuada de los plaguicidas quimicos pueden presentarse en
efectos agudos: vomitos, abortos, cefaleas, somnolencia, alteraciones en el
comportamiento, convulsiones e inclusive la muerte; estos efectos se dan a causa
de una exposicion instantdnea y accidental a concentraciones altas de pesticidas.
En cuanto a los efectos cronicos, ocasionados por exposicion prolongada durante
un periodo largo de tiempo se pueden desarrollar enfermedades como cancer,
malformaciones congénitas, neuropatias periféricas, entre otras (Potti et al., 2003;

Martinez y Gémez, 2007).

Los plaguicidas se movilizan a través del aire, cuerpos de agua contaminados,
escorrentia y lixiviacion; lo cual causa contaminacion ambiental, localizada en
muchos habitats naturales, esta contaminacion se hace presente en suelo, agua,
flora y fauna. La contaminacién de los plaguicidas esta relacionada directamente
con fumigaciones agricolas, descargas domeésticas y de industrias relacionadas
con su fabricacion. Muchos plaguicidas no se degradan facilmente por su
estructura quimica, lo que los hace bioacumularse en las cadenas alimenticias,
aunado a esto algunos alimentos han llegan a estar contaminados por que en su
produccion tienen contacto con plaguicidas; algunos alimentos en los que alguna
vez se han encontrado con contaminacion de estas sustancias en diferentes
concentraciones son la leche, diferentes frutas, vegetales y harina de pescado
(Choudhary et al., 2018; Vorley y Keeney, 1998; Munshi et al., 2004).

En México en el estado de Sinaloa considerado corazén agricola, el uso de
plaguicidas quimicos sustenta la actividad agricola lo que ha generado problemas
de contaminacion en el suelo, agua, aire, biota y sedimentos. Esta contaminacion
se presentd por la aplicacion de plaguicidas, a través de su escorrentia,
infiltraciones y descargas en diversos cuerpos de agua. Algunos medios de
contaminacion por medio de dilucion de los contaminantes fueron a través de

drenes, riego y lluvia, es por ello que el mal manejo de los plaguicidas presenta
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amenazas en ecosistemas terrestres y marinos. Para reducir estas consecuencias
por lo menos es necesario apegarse a las reglamentaciones pertinentes, seguir las
indicaciones de uso y utilizar las dosificaciones adecuadas para la aplicacion de
los productos e ingredientes activos de los plaguicidas, puesto que han existido
aplicaciones de voliumenes altos de plaguicidas en esta area agricola (2, 464 000
t) y como ya se ha mencionado su toxicidad y persistencia de los plaguicidas
puede ser alta (Garcia y Rodriguez, 2012).

Torres y Capote (2004) hacen hincapié en la necesidad de determinar la presencia
de los diferentes plaguicidas en el ambiente y realizar un programa de seguimiento
para analizar los diferentes lugares en donde se realizan aplicaciones. Aunada a
esta recomendacion se deberia hacer la biorremediacion de los suelos para que

sean areas seguras para los cultivos.

3.3.2 Carbofuran

El Carbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil-metilcarbamato) es un
pesticida organocarbamato comunmente conocido como Furadan, con un efecto
insecticida, acaricida y nematicida por contacto e ingestion y bajo efecto residual.
Se utiliza ampliamente para la produccion de alimentos en diferente tipo de
cultivos y en algunas ocasiones es utilizado en los hogares para combatir plagas
no deseadas (Chapalamadugu y Chaudhry, 1992; Gera et al., 2009; Agrawal y
Sharma, 2010). Puesto que es ampliamente utilizado se ha encontrado
contaminacion por este plaguicida en el suelo, aguas superficiales, alimentos y

fauna silvestre (DobSikova, 2003).

Entre los efectos por contaminacion de Carbofuran en el ambiente existen
repercusiones negativas en la biota (Sarkar et al., 2005) como intoxicacion en la
fauna (Laetz et al., 2009), asi mismo en los humanos puede existir intoxicacion
alta, afectando principalmente y severamente al cerebro, higado, corazén, rifidén y
musculos) (Kaur y Sandhir, 2006; Jaiswal et al., 2013). Existe una estrecha

correlacion entre la toxicidad del Carbofuran y las siguientes variables; duracion,
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frecuencia, intensidad de exposicion, formulacion y la susceptibilidad del
organismo evaluado, siendo este ultimo influenciado por la edad, sexo y variacion

genética (lannacone y Tejada, 2007).

En Perq, el Carbofuran esta dentro de los cuatro plaguicidas mas utilizados en la
agricultura para el control de plagas, sin embargo es considerado altamente
toxico, siendo uno de los biosidas que ha contribuido mayormente en la

intoxicaciéon de muchas personas (Tazza, 2005).

En cuanto a microorganismos, existen bacterias con capacidad de degradar
Carbofuran, no obstante muchas veces en la hidrdlisis del carbamato no se realiza
la descomposicion del metabolito fendlico resultante, por lo que es importante
seleccionar la cepa bacteriana correcta para realizar su degradacion (Oanh et al.,
2014).

3.3.3 Esteron 47

El Esteron 47 es un herbicida selectivo de malezas de hojas anchas anuales y
perennes, generalmente usado en cereales y cafia de azlcar. Este plaguicida
tiene como ingrediente activo el 2,4-D el cual se encuentra incluido en el

compuesto éster butilico del acido 2,4-Diclorofenoxiacético (DOW, 2017).

Los herbicidas con 2,4-D son ampliamente utilizados a nivel mundial para el
control de malezas, sin embargo causa contaminacion de los recursos naturales
como el suelo, en el cual la degradacion de este herbicida es muy variable,
dependiendo de multiples factores ambientales y del tipo de suelo, lo que puede
llevar a que su persistencia sea de varios meses (Boivin et al., 2005; Nascimento y
Yamashita, 2009).

En la poblacién este herbicida puede causar irritacién gastrointestinal, en ojos, piel
y vias respiratorias, ademas puede causar efectos en los musculos, higado, el

rion y el cerebro (causando cambios de conducta), y es potencialmente
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cancerigeno. En intoxicaciones agudas existe la posibilidad de desarrollar
convulsiones, fibrilacion ventricular y muerte. (DOW, 2017; Tamburro, 1992;
Flanagan et al., 1990).

3.3.4 Malation 1000
El Malation es un organofosforado que tiene como compuesto activo el 0,0-dimetil
fosforoditioato de etil mercapto succinato, el cual es un insecticida y acaricida de

efecto por contacto, inhalacion e ingestion (Anajalsa, 2016; Hamed, 2015).

Su efecto no estd limitado a las especies de insectos para las cuales esta
indicado, afectando otras especies, un ejemplo son algunos estudios donde se
reporta que el Malation al contaminar el agua, esta se vuelve toxica para las
tilapias y el plancton, ademas se ha reportado su acumulacion en moluscos. En
cuanto al plancton, el Malation resulta ser mas tdxico en comparacion con otros
plaguicidas como cipermetrina y glifosato (Garza et al., 2017; Hamed, 2015; Bravo
et al., 2014).

En los efectos a la salud se ha reportado que afecta principalmente a la
acetilcolinesterasa (AChE) llegando a causar una crisis colinérgica, afectando a el
corazén, pulmones y los rifiones. Algunos efectos agudos incluyen nauseas,
vomito, irritacién y diarrea (Bonilla et al., 2008; Sarkar et al., 2000; Possamai et al.,
2007; Calidad tridente, 2017).

Cabe resaltar que el compuesto del Malation tiene periodo de vida corto en el
ambiente, sin embargo al oxidarse a enzimas de malaxon de citocromo P450
(malaoxon by cytochrome P450 enzymes) se vuelve mas tdéxico que el compuesto
inicial (Bonilla et al., 2008).

3.3.5 Marco legislativo de los plaguicidas
Internacionalmente existen algunos plaguicidas que se encuentran restringidos

gracias a los acuerdos tomados en el convenio de Estocolmo, convenio de
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Roéterdam y el convenio de Montreal. ElI Furadan (Carbofuran) es un plaguicida
que es restringido en los paises que participan en las Conferencias de Naciones
Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, por su compuesto activo
Carbofuran que es altamente toxico, sin embargo este plaguicida se vende en

México sin restricciones (Utz, 2015).

El Malation 1000 se encuentra en las listas de vigilancia por su ingrediente activo,
el cual es toxico para el ambiente, siendo altamente toxico para las abejas, estas
listas estan avaladas por la PAP (Plaguicidas Altamente Peligrosos) y la RAP (Red
de Accidén en Plaguicidas) (Utz, 2015).

En México existe legislacion pertinente a los plaguicidas, que describe la forma en
gue se deben de usar, envasar, transportar, importar, desechar, etc. No obstante
en la mayoria de los casos los agricultores desconocen esta legislacion, que
podria evitar intoxicaciones y muertes, asi como contaminacién de alimentos y el

ambiente.

En México se regula el uso de plaguicidas por medio de leyes como la Ley
General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente (LEGEEPA), en la
gue menciona algunos sefialamientos relacionados con el correcto uso y comercio
de los plaguicidas, algunos articulos son los siguientes: Articulo 120 establece
que estara regulado por las entidades federales o locales el evitar la
contaminacion en los cuerpos de agua; Articulo 134 menciona que estan
encargados el estado y la sociedad de la prevenciéon de contaminacién del suelo,
usando los agroquimicos de forma que no se dafie el equilibrio del ecosistema y
considerando los efectos a la salud humana, asi mismo se deben de remediar los
lugares contaminados con compuestos o0 residuos peligrosos; de igual forma el
Articulo 136 aborda la prevencion de contaminacion del suelo otorgando
autorizacion a las personas que fabrican, importan o utilizan agroquimicos (DOF,
2012).
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El Articulo 143 menciona que los agroquimicos quedan sujetos sus respectivas
NOM, y el Articulo 144 prohibe la importacién de agroquimicos si estan prohibidos
en el pais de fabricacion (DOF, 2012).

En México existen normas que regular una vasta cantidad de actividades y para el
proceso de empacado de los plaguicidas existe la NOM-232-SSA1-2009,
Plaguicidas: que establece los requisitos del envase, embalaje y etiquetado de
productos grado técnico y para uso agricola, forestal, pecuario, jardineria, urbano,
industrial y doméstico. Esta norma tiene el propdsito de disminuir los riegos por
uso, como intoxicacién de quienes manejan las sustancias, asi como para evitar la
contaminacion de los alimentos y el medio ambiente; esto se pretende por medio
de la informacién del etiquetado que explica los posibles peligros y su correcto
uso, y de un envase que pueda almacenar el contenido sin riesgos de exposicion
o derramamiento (SSA, 2010).

La NOM-256-SSA1-2012, Condiciones sanitarias que deben cumplir los
establecimientos y personal dedicados a los servicios urbanos de control de
plagas mediante plaguicidas. Menciona los sefalamientos, requerimiento y
condiciones para que los servicios de control de plagas se lleven a cabo de
manera optima para minimizar riesgo a la poblacién y a los trabajadores, asi como

para reducir la contaminacion ambiental (SSA, 2012).

3.4 El agroecosistema

Los agroecosistemas son sistemas antropogénicos, donde el hombre ha
transformado la naturaleza para obtener principalmente alimentos. La interaccion
entre el hombre y la agricultura a lo largo de los afios ha permitido un notable
acoplamiento entre las practicas agricolas y los ecosistemas seminaturales. Por el
contrario el modelo de produccion industrial originado desde la revolucién verde,
causO una desestabilizacion entre la agricultura, la cultura rural y el entorno fisico;
Es aqui donde aparece la causa de la crisis de la agricultura moderna y el

abandono de numerosos espacios rurales (Sans, 2007).
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Los agroecosistemas también se pueden considerar como un sistema que resulta
de la interaccion de factores ambientales de seres bidticos y abidticos, en donde
actia el hombre integrando sus interacciones sociales y los mecanismos

econdémicos (Hernandez, 1987).

Anélogamente en cuanto a los agroecosistemas Altieri (1999), explica que en la
idealizacion de los agroecosistemas estos son una acumulacion de componentes
abidticos y bidticos que pueden combinarse para formar una unidad de
funcionamiento ecoldgico. Aunado a esto presentan una serie de caracteristicas
entre las cuales destacan el que se pueden establecer de manera tal que sean
capaces de autorregularse dentro de limites definidos; que varian de acuerdo a la
naturaleza de sus componentes, a su ensamblaje en el tiempo, el espacio y a nivel
de intervencion humana; ningln agroecosistema es una unidad completamente

independiente y pueden ser de cualquier escala biogeografica.

Desde el punto de vista de Gliessman (2002) el agroecosistema es cualquier sitio
de produccion agricola desde la perspectiva de un ecosistema, analizando la
totalidad de sus dimensiones del sistema de produccién de alimentos y poniendo

gran énfasis en las entradas y salidas del agroecosistema.

El manejo sostenible de un agroecosistema debe tener especial preferencia por el
reciclaje de nutriente (promoviendo los procesos naturales), uso de fuentes
renovables de energia, dejar de usar agroquimicos toxicos tanto para el
ecosistema como para la sociedad, usar materiales de origen natural al agregarlos
al sistema, manejar las plagas en vez de controlarlas, restablecer y/o mantener las
relaciones bioldgicas, que los modelos de cultivo estén en armonia con las
cualidades de agroecosistema sin sobrepasar su potencial productivo, usar
estrategias de adaptacion biolégica y genética de las especies a las condiciones
del agroecosistema y no al contrario, poner mas atencion a la salud del

agroecosistema que al producto de un sistema de cultivo, enfatizar la
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conservacion de suelo, agua, energia y recursos biolégicos, e incorporar la
sostenibilidad a largo plazo pensando en la comunidad y la sociedad (Gliessman
et al., 2007).

3.5 Préacticas agroecologicas

Las préacticas agroecolégicas comprenden un conjunto de acciones técnicas que
se caracterizan por aprovechar los recursos naturales de forma sustentable, con
un objetivo social benefactor encaminado a producir suficiente en cantidad y

calidad, buscando que sea econémicamente factible (Ramirez, 2005).

Existen muchas practicas agroecoldgicas encaminadas a la disminucién de
insumos y la contaminacién, y al mejoramiento de la calidad del agroecosistema,
algunas de estas préacticas son la diversificacion de los habitats mediante las
rotaciones, los policultivos, los cultivos de cobertura, uso de semillas nativas, el
mantenimiento de la vegetacién de los margenes, la fertilizacion organica y los
laboreos superficiales. Estos tres ultimos se asocian con un incremento de la
biodiversidad (Sans, 2007). Es importante mantener en buenas condiciones el
suelo y permitir el desarrollo de la vida en este, puesto que en la gestiéon de la
fertilidad del suelo, la materia organica y en los procesos biol6gicos del suelo
intervienen microorganismos (bacterias fijadoras de nitrdgeno, solubilizadores de
fésforo y hongos micorrizicos) y otros organismos que son especialmente
relevantes para que exista buena disponibilidad de materia organica (Van Camp et
al., 2004).

Otro aspecto esencial en las practicas agroecoldgicas es el control de plagas, el
cual se puede gestionar con el manejo integrado de plagas, en el que el objetivo
no solo esta orientado hacia la plaga, si no que considera al agroecosistema en su
conjunto. Se centra en mantener un sistema saludable en el que todas las partes
funcionen y en el que las plagas puedan ser toleradas hasta cierto grado (Hansen,
1990).
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3.6 Espectroscopia UV-Vis

“La espectroscopia UV-Vis es una técnica de analisis de compuestos en la que se
mide la luz absorbida por las moléculas al promocionar el electron de un estado
basal a un estado electronico excitado. La luz absorbida esta dentro de la zona
UV-Vis (180-800 nm)”. No todas las sustancias se pueden analizar con esta
técnica, dado que solo algunas absorben la radiacion en la longitud de onda antes
mencionado (Rodriguez y Garcia, 2006).

Algunas sustancias detectadas con esta técnica son: compuestos carboxilicos,
aromaticos, iones complejo, etc. Para que las sustancias sean detectadas deben
tener en su estructura quimica un grupo croméforo, el cual contiene un conjunto
de atomos con dobles o triples enlaces (Rodriguez y Garcia, 2006; Shah et al.,
2015).

Es importante seleccionar una velocidad de escaneo adecuada y un intervalo de
muestreo adecuado en cuanto a la longitud de onda, ya que de acuerdo con la
intensidad de cada una de estas variables sera la calidad del espectro de la
sustancia a determinar. Un espectro poco detallado puede ser resultado de una
velocidad de escaneo rapida y un amplio intervalo de analisis de la longitud de
onda. Por el contrario, para obtener un espectro con un buen nivel de detalle es
recomendado que la velocidad de escaneo tienda a la lentitud y un intervalo de
muestreo de longitud de onda no tan amplio, esto dara un espectro mas limpio y
facil de interpretar (Cazar, 2011; Bouzidi y Gozzi, 2008).

3.7 Biodegradacion

La biorremediacion hace uso de sistemas biologicos como bacterias, hongos,
protozoarios o algas; para transformar, remover o degradar los contaminantes a
compuestos inocuos o con la menor toxicidad posible, y los compuestos complejos
se tienden a mineralizar. Transformando de esta forma a los contaminantes en
agua, gases simples como el CO; o sustancia inorganica y biomasa (La Grega et
al., 2002; Gusse et al., 2006; Fernandez et al., 2009).
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El termino biorremediacion es utilizado comunmente para referirse a la
degradacion de contaminantes por accién microbiana o de sus enzimas, mientras
que para el control de la contaminacion por accion de las plantas se le denomina
fitorremediacion (Quintero, 2011). Gracias a las enzimas que producen los
microorganismos, se les llaman catalizadores de la descomposicién de los
contaminantes ambientales (Atlas y Unterman, 1998). El proceso de
biodegradacion puede durar desde unas cuantas horas hasta algunos afos, lo
cual se encuentra principalmente en funcion de la estructura quimica del

compuesto (Jones et al., 2008; Bautista et al., 2015).

En cuanto a degradacion los compuestos o contaminantes se pueden dividir en
biodegradables, refiriéndose a las que tienen alto grado de degradacion
microbiana en condiciones ambientales, descomponiéndose a sustancias mas
simples por medio de transformaciones quimicas y las recalcitrantes a las que se
degradan en periodos largos de tiempo, permaneciendo en el ambiente incluso
décadas (Bautista et al., 2015; Vasdev, 2011).

3.7.1 Biodegradacion bacteriana

Es muy frecuente hacer uso de bacterias para realizar la degradacion de
contaminantes y diferentes compuestos, ya que las bacterias presentan muchas
ventajas frente a otros microorganismos indicados para la degradacion de algunos
contaminantes. Las bacterias tienen un rapido crecimiento y son faciles de cultivar,
pueden generar enzimas eficaces, tienen diversas rutas metabdlicas y son muy
versatiles al momento de adaptarse a diferentes sustratos y fuentes de carbono,
incluso se pueden adaptar al contaminante y ciertas condiciones ambientales,
aunado a ello las bacterias también se pueden manipular genéticamente para que
puedan degradar ciertas sustancias (Furukawa, 2003; Prakash e Irfan, 2011,
Vasdev, 2011; EI-Sheekh et al., 2012; Quintero, 2011).
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Las bacterias al hacer uso de toda la gama de caracteristicas mencionadas
anteriormente tienen la capacidad de degradar una gran diversidad de sustancias
organicas e inorganicas, realizan la quelacion de los metales, y aunado a ello
pueden hacer biorremediacién en suelo y agua (Lee et al.,, 2012; Kamika vy
Momba, 2013; Alarcon y Ferrera, 2013).
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V. Justificacion

Como es bien conocido los contaminantes traen diversas problematicas al medio
ambiente y a la agricultura como es el caso de los pesticidas, los cuales al
utilizarse indiscriminadamente contaminan el ambiente causando probleméaticas
como pérdida de fertilidad y erosion del suelo, salinizacion y alcalinizacion,
polucion de los sistemas de aguas, pérdida de agrobiodiversidad, eliminacion de
enemigos naturales, generacion de inmunidad de las plagas, costos ambientales
(impacto sobre la vida silvestre, polinizadores, peces, calidad de agua, entre otros)
y el costo social (envenenamiento de trabajadores y poblacion que radica cerca)
(Pimentel y Lehman, 1993). Asi mismo los plaguicidas causan diversos efectos
sobre la microbiota del suelo, afectando las poblaciones de los microorganismos
de interés bioldgico como algunas bacterias que se ven afectadas en sus
funciones bioquimicas disminuyendo su efecto de fertilizacion y su colaboracion en

el crecimiento de la planta (Paoletti,1999).

Es importante garantizar la inocuidad alimentaria, para salvaguardar la salud de
las personas y cuidar el balance de un agroecosistema. Por tal motivo, es
pertinente estudiar los diferentes mecanismos adaptativos, de las bacterias nativas
del suelo, que permita considerarlos para su aplicacion en practicas
agroecoldgicas.
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V. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad metabdlica-adaptativa en aislamientos bacterianos del suelo

con aplicacion en practicas agroecologicas.

5.2 Objetivos particulares

5.2.1 Aislar e identificar bacterias a partir de muestras de suelos en sistemas
agricolas.

5.2.2 Caracterizar la actividad metabdlica en diversos sustratos y formacion de
biopelicula de los aislamientos bacterianos.

5.2.3 Evaluar la viabilidad de los aislamientos bacterianos en presencia de 2,4-D,
Malation y Carbofuran.

5.2.4 Evaluar al consorcio bacteriano para la degradacion de los plaguicidas en
condiciones controladas.

5.2.5 Determinar los mecanismos adaptativos de los aislamientos bacterianos con
potencial de aplicacion en préacticas agroecoldgicas.

5.2.6 Asociaciébn entre la capacidad metabodlica-adaptativa del consorcio

bacteriano con practicas agroecoldgicas.

VI. Hipoétesis.

Los mecanismos metabdlicos de las bacterias tienen un papel importante en su
capacidad de adaptacion al ambiente, por lo tanto se podran considerar estas

funciones metabdlicas en practicas agroecologicas.
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VII. Metodologia.

7.1 Material biolégico

Los aislamientos que se utilizaron en el presente estudio fueron obtenidos de

muestras de suelo, las cuales fueron tomadas de parcelas con uso agricola

ubicadas en Vicente Guerrero del municipio de Espafiita, Tlaxcala, Chachapa en el

estado de Puebla y en Los Mochis, perteneciente al municipio de Ahome-Sinaloa,

México (Tabla 1). Las muestras fueron de 18 parcelas de sistemas agroecolégicos

y convencionales distribuidas entre las poblaciones ya mencionadas, las muestras

obtenidas fueron extraidas bajo el siguiente esquema: se tomaron en cada parcela

10 submuestras en zig-zag, para obtener una muestra compuesta de 2 Kg de
suelo; el muestreo se realiz6 de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000, en la

cual se indica que la toma de muestra para suelos agricolas debe ser de 0-15 cm

de profundidad.

Tabla 1. Relacion de muestras analizadas en el proyecto.

No. Muestra Cultivo Lugar Coordenada

1 Monocultivo de papa Mochis, Sinaloa 25°81°74°" N,

109°05°24"" O

2 Monocultivo de papa Mochis, Sinaloa 25985776 N,

109°00°32"" O

3 Monocultivo de calabaza Mochis, Sinaloa 25°84°06"" N,

108°97°97 O

4 Monocultivo de papa Mochis, Sinaloa 25°82°62"" N,

108°95°05" O

5 Monocultivo de frijol Mochis, Sinaloa 25°84°85" N,

108°96°58 O

6 Monocultivo de frijol Mochis, Sinaloa 26°18°01"" N,

108°76°22"" O

7 Monocultivo de maiz Mochis, Sinaloa 25985705 N,

108°96°96"" O

8 Monocultivo de maiz Mochis, Sinaloa 2598495 N,

108°96° 79 O

9 Monocultivo de maiz en Vicente Guerrero, 19°24°55"" N,

rotacion con haba Tlaxcala 9802931 O

10 Policultivo de maiz, Vicente Guerrero, 19°25724"" N,
[ 2]




calabaza, haba y frijol Tlaxcala 9802856 O

(enredadera y mata)
11 Policultivo de maiz, frijol, Vicente Guerrero, 19925738 N,
calabaza, haba, tomate y Tlaxcala 98°29°14" O

chicharo

12 Monocultivo de tomate Vicente Guerrero, 1992537 N,
Tlaxcala 9802946 O
13 Policultivo de maiz, frijol, Vicente Guerrero, 19°25°34°" N,
avenay calabaza Tlaxcala 08029400
14 Monocultivo de maiz Chachapa, Puebla 19°04°29°" N,
98°05°09”" O
15 Monocultivo de maiz Chachapa, Puebla 19°04°26"" N,
98°05°17"°0
16 Monocultivo de maiz Chachapa, Puebla 19°04°20°" N,
98°05'12” O
17 Monocultivo de maiz Chachapa, Puebla 19°03°50"" N,
98°05'29” O
18 Monocultivo de maiz Chachapa, Puebla 19°02°47°" N,
98°05°12” O

7.2 Aislamiento bacteriano

Se pes6 1 g de cada muestra de suelo y se resuspendieron en 10 mL de caldo
nutritivo; se incubaron a temperatura ambiente y en agitacion a 40 revoluciones
por minuto (rpm) durante 24 horas. Se resembraron 10 pyL por estria en agar
nutritivo e incubaron a 30°C durante 24 horas. Posteriormente se seleccionaron y
aislaron las colonias que presentaron la mayor viabilidad, y se resguardaron a 4°C

para su posterior estudio.

7.3 Identificacion bacteriana

A partir de cada una de las muestras aisladas se selecciond una colonia y se
dejaron crecer en 2 mL de caldo nutritivo, se incubaron a 30°C durante 24 horas,
para agregar 1 mL del cultivo en el medio de identificacion Compact Dry “Nissui”
EC, el cual se incubé a 30°C durante 24 horas y se realizé la lectura de

identificacion.
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7.4 Ensayos de actividad metabdlica

Asimilacion de materia organica: las muestras bacterianas aisladas se sembraron
por medio de una estria central en el medio CAM (Carbon Assimilation Medium)
utilizando como fuente de carbon dextrosa, sacarosa y almidon, incubandose a
30°C durante 24 horas, y se realizé la lectura mediante la presencia o ausencia de

crecimiento.

Actividad de proteasas: para evaluar la capacidad de hidrolizar proteinas se utilizo
el agar caseina, sembrando cada uno de los aislamientos bacterianos por medio
de una estria central gruesa e incubaron a 30°C durante 24 horas. La lectura se
realiz6 analizando la aparicién de un halo trasparente alrededor del crecimiento

bacteriano.

Actividad lipasas: los aislamientos bacterianos se sembraron por medio de una
estria central e incubaron a 30°C durante 7 dias en el medio agar-glicerol, la
lectura se realiz6 analizando la aparicion de un precipitado alrededor del
crecimiento bacteriano debido a la combinacién del Ca®" y los acidos grasos

liberados por la hidrolisis.

Actividad ADNasa: cada uno de los aislamientos se sembré por estria y se
incubaron a 30°C durante 24 horas en el medio DNAse test agar, la prueba se
reveld cubriendo la superficie de la placa con HCI 1N, la prueba es positiva si se
forma un halo alrededor del cultivo.

7.5 Evaluacién y cuantificacion de la formacién de biopelicula

Cada uno de los aislamientos se cultivo en caldo nutritivo para ajustar los indculos
a 1X10° UFC/mL. A partir de los cultivos de 24 horas, en microplacas se colocaron
200 pL en cada pozo (con 4 repeticiones c/u) y se incubaron 24 horas a 30°C.
Posteriormente se elimind el contenido de la placa, se realizaron tres lavados con
agua destilada estéril. Se agregaron 250 pL de cristal violeta al 1 % a cada pozo

durante 5 minutos, con el objeto de tefiir las bacterias presentes en la biopelicula.
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Se procedio a eliminar el exceso de colorante enjuagando con agua destilada, se
agregaron 250 pL de etanol al 99 % a cada pozo y se realiz6 la lectura de la
densidad 6ptica a 620 nm utilizando un lector de placas PoweamWHYM201.

El punto de corte (D.O.C.) y la clasificacion de las cepas se definieron de acuerdo
a las recomendaciones de Stepanovi¢ y colaboradores (2004). ElI D.O.C. se
conformé por el promedio de las densidades Opticas obtenidas en el control
negativo mas 3 desviaciones estandar. Se consider6 como no productora de
biopelicula a aquellas cepas con una DO inferior al DOC, cepas productoras
débiles a aquellas con una DO superior al DOC e inferior a 2 DOC, moderadas
aguellas que presentaron una DO entre 2 DOC y 4 DOC y fuertemente

productoras a aquellas que presentaron una DO superior a 4 DOC.

7.6 Ensayos de viabilidad en presencia de plaguicidas

Los aislamientos fueron confrontados con Esteron 47 (2,4-D al 49.20 %), Malation
1000 (0,0-dimetil fosforoditioato de dietil mercaptosuccinato al 83.60 %) y Furadan
(Carbofuran al 33.21 %), para determinar su viabilidad por medio del ensayo en
difusion en placa en agar Mueller-Hinton. Se prepararon discos de 5 mm de papel
Whatman No. 1 estériles y se impregnaron con soluciones de cada uno de los
plaguicidas en concentraciones de 10 %, 50 % y 80 %. Cada uno de los
aislamientos se cultivé en caldo nutritivo, ajustando los indculos a 1X10° UFC/mL.
En placas de agar Mueller-Hinton se realizé la siembra masiva de los cultivos y se
colocaron de forma equidistante 3 discos, dos impregnados con el plaguicida y el
tercero con el Ciprofloxacino (1 %). Se incubaron las muestras a 30°C durante 24
horas, la prueba se interpretd evaluando la formacién de halos de inhibicién

alrededor de los discos, y se midi6 el diametro de estos.

7.7 Preparacion de los inéculos bacterianos
Se utilizé un consorcio bacteriano compuesto por 5 bacterias provenientes de Los
Mochis, Sinaloa (muestras 3, 4, 5, 6 y 8) que presentaron mejor actividad

metabdlica y resistencia frente a los diferentes plaguicidas. Estas se resembraron
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en 1 mL de caldo nutritivo y se dejaron incubar 24 h a 30°C, el cultivo del
consorcio bacteriano se vertio en 300 mL de caldo nutritivo, para que creciesen
por 24 h a 30°C.

Se prepararon 10 tubos Falcon con 9 mL de caldo nutritivo y se vertio 1 mL del
consorcio bacteriano en el primer tubo. A continuacién se realizaron 10 diluciones

decimales.

De cada uno de los tubos se tomaron 10 uL y se sembraron por estriado en una

placa de agar nutritivo para realizar el conteo de UFC/mL.

Posteriormente, de cada tubo se tomaron 4 muestras de 200 uL y se colocaron en
microplacas de 96 pozos. Se realizo la lectura de absorbancia a 492 nm en un
lector de placas PoweamWHYM201, con la finalidad de ajustar el inoculo
bacteriano a una concentracién de 1X10" UFC/mL, y se realizé la correlacién de

las UFC con respecto a la densidad 6ptica.

7.8 Deteccién de la descomposicién de los plaguicidas por espectroscopia
UV-Vis

Se utilizé un suelo limoso perteneciente a Vicente Guerrero-Tlaxcala con manejo
agroecoldgico, con un pH de 5.6 y materia organica 1.24 %, el cual se lavd 3
veces con agua destilada en su peso equivalente, para eliminar impurezas y se

colocé en la mufla a 100°C durante 6 h para evaporar el exceso de agua.

Del suelo lavado se pesaron 300 g y se dividieron en 3 fracciones de 100 g, a
cada fraccion se le agregd un plaguicida en una disolucion de 100 mL y una
concentracion de 100 ppm, siendo los plaguicidas utilizados 2,4-D, Carbofuran y

Malation, enseguida se metieron las muestras a la mufla a 100°C.

Posteriormente se hicieron 8 submuestras de 10 g, procesando una muestra cada

tercer dia durante 17 dias. Se pasaron 20 mL de acetona por muestra para extraer
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el plaguicida y se analizaron por UV visible haciendo una dilucién 1:200 con agua

desionizada.

Este procedimiento se repitié con inoculacion bacteriana, después de retirar las
muestras contaminadas de la mufla, se agregé 1 mL de agar nutritivo inoculado a

una concentracion de 1X10” UFC/mL por submuestra (10 g) de suelo.

Se determinaron los espectros UV-Vis en un espectrofotometro (Lambda 20), con
la absorbancia observada en el maximo de cada espectro se calcularon las
concentraciones utilizando la curva de calibracion de cada plaguicida para

comparar su degradacion en ausencia y presencia del consorcio bacteriano.

7.9 Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos de viabilidad de los aislamientos bacterianos
en presencia de los plaguicidas fueron procesados con el Software Instant 2.0. Se
realizd6 ANOVA de una via y su respectiva comparacion multiple de Tukey con un

nivel de significancia del 0.05.

Para cada plaguicida se realizd su respectivo grafico de linear Regression on the
factor scores (REGR) con base en un andlisis de componentes principales,

utilizando el programa SPSS.
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VIIl. Resultados

Se procesaron las cepas bacterianas provenientes de Los Mochis, Sinaloa, de

Vicente Guerrero, Tlaxcala y Chachapa, Puebla

En primer lugar, las muestras se inocularon en caldo nutritivo, para posteriormente

sembrarlas en agar nutritivo y agar Mac Conkey.

Para identificar el género de las bacterias previamente aisladas se utilizo la prueba
Compact Dry Nissui EC. Esta prueba se interpreta en funcion del color que se tifie

el agar. de color rojo — rosa indica presencia de coliformes, beige indica

Pseudomonas y el azul indica E. coli (Figura 1y Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de la identificacion bacteriana

Figura 1. Interpretacién de la prueba Compact Dry Nissui EC para la
identificacion de los aislamientos.

Mochis, Sinaloa Vicente Guerrero, Chachapa, Puebla
Tlaxcala
Muestra | Color Género Color Género Color Género
1 Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas
2 Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas
yrosa | y coliformes.
3 Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas
yrosa | y coliformes.
4 Rosa coliformes Beige | Pseudomonas | Beige | Pseudomonas
yrosa | v coliformes.
5 Rosa coliformes Rosa coliformes Beige | Pseudomonas
yrosa | y coliformes.
6 Beige | Pseudomonas
7 Beige | Pseudomonas
8 Rosa coliformes
(=)




Posteriormente se procesaron los resultados de las diferentes pruebas
metabdlicas de asimilacién de materia organica, actividad de proteasas, actividad

lipasas y actividad ADNasa (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Actividad positiva en las diferentes pruebas metabdlicas. (A) glicerol con un precipitado alrededor del estriado indicado por
la flecha, (B) ADNasa y (C) caseina con un halo transparente alrededor del estriado indicado por la flecha.

Figura 3. Actividad negativa en las diferentes pruebas metabdlicas. (A) glicerol, (B) ADNasa y (C) caseina.

En cuanto a la prueba de asimilacion de materia organica, se tomaron como
referencia las diferentes intensidades de densidad de crecimiento en los 3

diferentes medios que contenian almidon (CAM 1), sacarosa (CAM 2) y dextrosa

(CAM 3) (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes crecimientos bacterianos en los medios CAM. Aislamientos 3 (A 'y B) y 5 (C) de Vicente Guerrero (A= X,
B= XX y C: XXX)

Durante el ensayo de la actividad metabdlica, los aislamientos bacterianos de Los
Mochis se desarrollaron mejor en presencia de dextrosa y sacarosa, las muestras
4 y 8 presentaron mayor crecimiento en los diferentes medios de asimilacion de

carbono (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad metabodlica en muestras de Mochis, Sinaloa.

Muestra 1 2 3 4 5 6 7 8
CAM 1 X X XX XX X X X XX
CAM 2 XX X XX XXX XX XX X XXX
CAM 3 XXX XX XX XXX XX XXX X XXX
GLICEROL + - - - - - - -
ADNasa - - - - - + - -
CASEINA - - - - + - - -

X=Crecimiento leve, XX=Crecimiento moderado y XXX=Crecimiento abundante

En los aislamientos de Vicente Guerrero, Tlaxcala se observo que las bacterias
metabolizan eficientemente la sacarosa y dextrosa, presentando un mayor

crecimiento las muestras 4y 5 (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad metabdlica en muestras de Vicente Guerrero, Tlaxcala.

Muestra 1 2 3 4 5
CAM 1 X X X X X
CAM 2 XX X X XXX XXX
CAM 3 XX XX XX XX XXX
GLICEROL - - - - -
ADNasa - - - - -
CASEINA - - - - -

X=Crecimiento leve, XX=Crecimiento moderado y XXX=Crecimiento abundante

Con respecto a los aislamientos de Chachapa, Puebla se presentdé mayor
crecimiento en la asimilacion de carbono en comparacion con las otras dos zonas
de estudio, la muestra 1 present6 el menor crecimiento, sin embargo resultd

positiva para la prueba de ADNasa (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad metabdlica en muestras de Chachapa, Puebla.

Muestra 1 2 3 4 5
CAM 1 X XX XX XX XX
CAM 2 X XXX XXX XXX XXX
CAM 3 X XXX XXX XXX XXX
GLICEROL - - - - -
ADNasa + - - - -
CASEINA - - - - -

X=Crecimiento leve, XX=Crecimiento moderado y XXX=Crecimiento abundante
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Evaluacion y cuantificacion de la formacion de biopelicula

De las muestras aisladas de Los Mochis, Sinaloa la mayoria (62.5 %) present6
una produccion moderada de biopelicula, con una produccion abundante el 25 % e
identificadas como no productoras el 12.5 %. La zona de Vicente Guerrero,
Tlaxcala mostré que el 60 % de los aislamientos no produce biopelicula, siendo
productoras débiles y moderadas con 20 % respectivamente. Con respecto a las
muestras de Chachapa, Puebla se identificaron como productoras débiles de

biopelicula un 60 % de las muestras y el 40 % no productoras (Tabla 6).

Tabla 6. Determinacién de la formacion de biopelicula

Muestra Biopelicula Biopelicula Biopelicula
(Mochis, Sinaloa) | (Vicente Guerrero, (Chachapa,
Tlaxcala) Puebla)
A (1) Abundante Moderada No productora
B (2) Moderada No productoras Débil
C (3 Moderada No productoras Débil
D (4) Abundante Débil No productora
E (5) Moderada No productoras Débil
F (6) Moderada
G (7) No productora
H(8) Moderada

Se realiz6 prueba de viabilidad de los diferentes aislamientos bacterianos, en agar
Mueller-Hinton en presencia de Carbofuran, 2,4-D y Malation al 10 %, 50 % y 80
%, considerdndose como control a ciprofloxacino al 1 % con la finalidad de

descartar actividad inespecifica por parte de los aislamientos (Figura 5).
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Figura 5. Prueba de viabilidad de los aislamientos bacterianos en agar Mueller-Hinton, en presencia de discos
impregnados con los plaguicidas al 80 % (C=Ciprofloxacino, F= Carbofuran, M= Malation y E=Esteron (2,4-D)).
A: aislamiento 2 de Vicente Guerrero, B: aislamiento 5 de Los Mochis y C: aislamiento 1 de Chachapa.

Se realiz6 el estadistico comparando las zonas de muestreo por plaguicida en sus
tres concentraciones. Los resultados muestran que para cada plaguicida los
promedios de los halos bacterianos fueron significativamente distintos, Carbofuran
(ANOVA Fg45=9.29, p<0.0001), 2,4-D (ANOVA Fg45=2.91, p<0.0104) y Malation
(ANOVA Fg45=2.78, p<0.0138). La significancia indica que hay diferencias en los
promedios de la inhibicion bacteriana expresada en el tamafio de halos
bacterianos formados por los diferentes porcentajes de cada plaguicida y que
estos halos difieren también por la zona agricola de donde fueron extraidas las
bacterias (Figuras 6-8).
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Figura 6. Gréfico de los halos bacterianos, de aislamientos provenientes de los lugares de muestreo (Mo=Mochis,
V.G=Vicente Guerrero y Ch=Chachapa) en presencia de Carbofuran en sus diferentes porcentajes de concentracion.
Los promedios con la misma letra no son significativamente diferentes unos de otros (Tukey-Kramer, P>0,05).

En presencia de Carbofuran los aislamientos de Vicente Guerrero mostraron
mayor susceptibilidad, destacando las concentraciones al 50 % y 80 %,
presentando diferencias significativas (p<0.05) con los aislamientos de Los

Mochis, dado que estos aislamientos presentaron mayor resistencia al Carbofuran.
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Figura 7. Gréfico de los halos bacterianos, de aislamientos provenientes de los lugares de muestreo (Mo=Mochis,
V.G=Vicente Guerrero y Ch=Chachapa) en presencia de 2,4-D en sus diferentes porcentajes de concentracion. Los
promedios con la misma letra no son significativamente diferentes unos de otros (Tukey-Kramer, P>0,05).

Los halos bacterianos de los aislamientos de Vicente Guerrero en presencia del
2,4-D en sus tres concentraciones mostraron la mayor susceptibilidad (Figura 2).
Las significancias (p<0.05) mas notables se presentaron entre Vicente guerrero en
la concentracién del 80 % con respecto a los Mochis al 10 % y Chachapa al 10 %
y 50 %.
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Figura 8. Grafico de los halos bacterianos, de aislamientos provenientes de los lugares de muestreo (Mo=Mochis,
V.G=Vicente Guerrero y Ch=Chachapa) en presencia de Malation en sus diferentes porcentajes de concentracion. Los
promedios con la misma letra no son significativamente diferentes unos de otros (Tukey-Kramer, P>0,05).

En presencia de Malation los aislamientos de Vicente Guerrero presentaron la
mayor inhibicion bacteriana. En cuanto a las comparaciones en la prueba de
Tukey dice que no hay una diferencia significativa al comparar los promedios de
los diferentes porcentajes del Malation en las tres zonas de muestreo, esto puede
deberse al rango de tolerancia que manejan los datos que se comparan en la

prueba.

Al realizar la comparacion por zona de muestreo y por plaguicida en sus tres
concentraciones y afadiendo el control (Ciprofloxacino) se encontraron las
siguientes significancias, en Los Mochis se encontr6 que los promedios de los

halos bacterianos fueron significativamente distintos para Carbofuran (ANOVA
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F328=175.15, p<0.0001), 2,4-D (ANOVA F32=23.80, p<0.0001) y Malation
(ANOVA de una via F323=21.25, p<0.001). Las principales significancias fueron

entre el Ciprofloxacino y las concentraciones.

En Chachapa los promedios de los halos bacterianos fueron significativamente
distintos para Carbofuran (ANOVA F316=32.85, p<0.0001), 2,4-d (ANOVA
F316=7.43, p<0.025) y Malation (ANOVA F31=24.37, p<0.001). Las principales

significancias fueron entre el Ciprofloxacino y las concentraciones.

Y para Vicente Guerrero, en Carbofuran (ANOVA F316=48.85, p<0.0001) destacé
la diferencia entre la concentracién al 10 % con respecto a la de 50 % y 80 %; y
2,4-D (ANOVA F316=9.01, p<0.001), en estos dos plaguicidas existen
significancias entre el Ciprofloxacino y las concentraciones. En cuanto al Malation

los promedios no fueron significativamente distintos (ANOVA F3 16=2.61, p>0.05).

Al comparar los aislamientos de Los Mochis con los de Chachapa, no se
encontraron diferencias significativas de los halos en presencia de los tres
plaguicidas. Sin embargo, los aislamientos de Vicente Guerrero presentaron
diferencias significativas (p<0.05) respecto a Los Mochis y Chachapa. Cabe
resaltar que entre las diferentes concentraciones de los tres plaguicidas se
encontraron diferencias en la expresion de los halos de los aislamientos de

Vicente Guerrero (Figura 9).
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Figura 9. Prueba de viabilidad de los aislamientos bacterianos de Vicente Guerrero, C=Ciprofloxacino, F=
Carbofuran, M= Malation y E= Esteron (2,4-D); A: aislamiento 5, B: aislamiento 1 y C: aislamiento 5.

Al Comprar los promedios de los halos bacterianos de las diferentes zonas de
estudio entre los plaguicida se encontraron diferencias significativas (ANOVA
Fs18=7.148, P<0.003), resaltando las diferencias entre los halos de Carbofuran de
los Mochis con los halos de Malation y 2,4-D de Vicente Guerrero, al hacer la
comparacion de los promedios el 2,4-D resulto tener los halos bacterianos mas
grandes en todas las zonas de muestreo, por lo que resulta ser el plaguicida mas
toxico para las bacterias, el Malation fue el segundo plaguicida con mayor
inhibicién bacteriana y el Carbofuran tuvo los halos bacterianos mas pequefio, por
lo que es el plaguicida menos téxico para las bacterias.
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Se realiz6 una REGR (Linear Regression on the factor scores) para cada
plaguicida, comparando las tres zonas de muestreo con respecto al promedio de
la concentracion al 10 %, 50 %, 80 % y sus controles (Ciprofloxacino).

En los graficos de cada plaguicida se pueden ver algunas tendencias
generalizadas como: la amplitud de los halos bacteriano aumenta de abajo hacia
arriba con respecto al eje y, los sitios de muestreo se agrupan de izquierda a
derecha con respecto al eje x; los circulos azules agrupan datos que tienen
similitudes entre si en el tamafio de los halos bacterianos, estos datos estan
localizados dentro de las curvas y son cercanos a la media; y los circulos rojos
agrupan datos con similitudes entre si, pero estan localizado por afuera de las

curvas y estan alejados de la media.
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Figura 10. Andlisis estadistico de REGR de los porcentajes del Carbofuran vs los lugares de muestreo. VG=Vicente
Guerrero, Ch=Chachapa, M=Los Mochis, C=Ciprofloxacino. P10, P50 y P80 indican los porcentajes de las concentraciones
del plaguicida.
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El grafico de Carbofuran muestra similitudes cercanas entre las muestras de
Chachapa y de Los Mochis en las diferentes concentraciones; Vicente Guerrero
forma una agrupacion en torno a sus diferentes concentraciones, sin embargo son
similares los halos bacterianos de esta zona de estudio respecto al Ciprofloxacino,

mostrando cercania entre las agrupaciones (Figura 10).
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Figura 11. Analisis estadistico de REGR de los porcentajes del 2,4-D vs los lugares de muestreo. VG=Vicente Guerrero,
Ch=Chachapa, M=Los Mochis, C=Ciprofloxacino. P10, P50 y P80 indican los porcentajes de las concentraciones del
plaguicida.

El grafico del 2,4-D presenta diferencias mas claras entre las muestras de
Chachapa y Los Mochis sin embargo aun guardan similitud en el tamafio de los
halos bacterianos, las diferentes concentraciones de Vicente Guerrero se agrupan
en dos, en donde las muestras que salen de la cuerva tienen los halos bacterianos

de mayor tamafio (Figura 11).
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Figura 12. Andlisis estadistico de REGR de los porcentajes del Malation vs los lugares de muestreo. VG=Vicente
Guerrero, Ch=Chachapa, M=Los Mochis, C=Ciprofloxacino. P10, P50 y P80 indican los porcentajes de las
concentraciones del plaguicida.

Malation muestra mayor similitud entre las muestras de Chachapa y Los Mochis
formando un grupo, en cuanto a las muestras de Vicente Guerrero, el mayor
namero de estas se agrupa dentro de la curva guardando similitudes entre ellas
mismas, no obstante algunas muestras con halos de inhibicion grandes se

agrupan con el Ciprofloxacino (Figura 12).

