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Resumen

La produccion agricola tiene como finalidad producir alimentos, para la comercializaciéon en
mercados locales y nacionales. Los agricultores aplican pesticidas por la necesidad de proteger sus
cultivos, sin tomar en cuenta la toxicidad del producto que conlleva a la contaminacién por
residuos quimicos a los cultivos, lo cual repercute en el suelo. La necesidad de restaurar los suelos
en muchas zonas de cultivo mediante biorremediacién se ha vuelto el enfoque actual de la
biotecnologia ambiental y microbiologia mediante el empleo de microorganismos que remedien
los dafios ocasionados. Considerando que el arroz es uno de los cultivos mas popularizados es de
suma importancia realizar estudios sobre la contaminacion de dichos suelos con el fin de mejorar
y remediar sus propiedades para evitar su degeneracion. Por este motivo, este estudio tuvo como
objetivo principal la seleccidon y caracterizacidn de bacterias con mejor potencial degradador de
Alfa cipermetrina y Dimetoato, los cuales constituyen parte de la lista de insecticidas mas
comercializados en la provincia. Para la obtencidn de cepas tolerantes se aislé las mismas de
muestras de suelo de cultivos de arroz que habian recibido continuas aplicaciones de los
plaguicidas. Se obtuvo seis cepas de las cuales cuatro (C1Al, C2Al, C1DI y C2DI) presentaron un
mejor nivel de tolerancia. La caracterizacion bioquimica mostré que solo dos aislamientos fueron
positivos para catalasa (C1Al y C2Dl), todas las cepas fueron bacilos Gram negativos, y se
identificaron como Delftia sp., Sphingobium sp y Novosphingobium aromaticivorans. El
crecimiento bacteriano y degradacion aumentd a medida que las concentraciones de ambos
pesticidas aumentaron de 0 a 600 ppm tanto en cultivo sélido como liquido en todas las cepas. Se
halld que el tipo de plaguicida y la concentracidon afectaron la capacidad de crecimiento y
mineralizacion de los pesticidas, obteniendo mejores resultados con alfa cipermetrina que mostré

la tasa de eliminacidn mas alta de 3,608% a 96 h en concentraciones de 600 ppm.

Palabras clave:

* BIODEGRADACION

e ALFA CIPERMETRINA
e DIMETOATO

e CULTIVO DE ARROZ
* BIORREMEDIACION



14

Abstract
Agricultural production is intended to produce food, for commercialization in local and national
markets. Farmers apply pesticides out of the need to protect their crops, without considering the
toxicity of the product that leads to contamination by chemical residues to the crops, which affects
the soil. The need to restore soils in many growing areas through bioremediation has become the
current focus of environmental biotechnology and microbiology with microorganisms that remedy
the damage caused. Considering that rice is one of the most popular crops, it is extremely
important to carry out studies on the contamination of these soils to improve and remedy their
properties to prevent their degeneration. For this reason, the main objective if this study is the
selection and characterization of bacteria with the best degradation potential of Alpha
cypermethrin and Dimethoate, which constitute part of the list of the most commercialized
insecticides in the province. To obtain tolerant strains, they were isolated from soil samples of rice
crops that had received continuous applications of pesticides. Six strains were obtained, of which
four (C1Al, C2Al, C1DI and C2DI) presented a better level of tolerance. The biochemical
characterization showed that only two isolates were positive for catalase (C1Al and C2Dl), all the
strains were Gram negative bacilli, and were identified as Delftia sp., Sphingobium sp and
Novosphingobium aromaticivorans. Bacterial growth and degradation increased as the
concentrations of both pesticides increased from 0 to 600 ppm in both solid and liquid culture in
all strains. It was found that the type of pesticide and the concentration affected the growth
capacity and mineralization of the pesticides, obtaining better results with alpha cypermethrin,
which showed the highest elimination rate of 3.608% at 96 h at concentrations of 600 ppm.
Key words:

e BIODEGRADATION

e ALPHA CYPERMETHRIN

e DIMETOATE

e RICE CROPS

e BIOREMEDIATION
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del problema

Los plaguicidas son compuestos quimicos que se encargan de atacar a las diferentes
plagas que invaden a las plantaciones agricolas, entre los mas usados se encuentran los
compuestos organoclorados, organofosforados, carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, entre

otros (Del Puerto, Asela, Sudrez Tamayo, & Palacio Estrada, 2014).

Varias investigaciones han demostrados como los plaguicidas tienen un gran impacto
ambiental y ecoldgico (Yaguana, Sanchez, Aguilar, & Pozo, 2019) (Devine, Eza, Ogusuku, &
Furlong, 2008), usualmente los plaguicidas son absorbidos por el suelo ya sea por aplicacion
directa o indirecta al descender de las plantaciones, la aplicacion prolongada de estos
contaminantes quimicos causa varias afecciones a las propiedades fisico quimicas y bioldgicas del
suelo, desencadenando disminucion en la fertilidad y baja produccion por hectarea de terreno

(Kaur, y otros, 2017).

En Ecuador el uso de plaguicidas esta regulado por el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria INIAP, quienes tienen por objetivo precautelar la seguridad humana y ambiental
(Valarezo & Mufioz, 2011), sin embargo, esto no asegura la posibilidad de contaminacién de agua,
suelo o aire con plaguicidas de alta toxicidad. De hecho, segln los datos presentados por INEC
(2014), en Ecuador el 73,49% de los cultivos transitorios usan plaguicidas quimicos, siendo el arroz

el cultivo con mayor uso de plaguicidas extremadamente toxicos (19,52%).

El cultivo de arroz es el segundo producto mas cultivado en Ecuador, ocupa un drea de
308,211 hectareas en superficie plantada, siendo las provincias mas productivas Guayas y Los Rios
(MAG, 2020). Los Rios participa con el 22,59% de la produccién nacional y en contraste presenta
el rendimiento mas bajo con 4.5 t/ha (MAGAP, 2020), lo cual demuestra que tras varios afios de
empleo constante de plaguicidas quimicos el rendimiento del suelo ha ido disminuyendo, siendo

un gran problema para los fluminenses que tienen como principal fuente de trabajo la agricultura.
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Objetivos de la investigacion

Objetivo general
Aislar e identificar bacterias con potencial actividad degradadora de Alfa-cipermetrinay
Dimetoato provenientes de suelos agricolas con cultivos de arroz (Oryza sativa L) de la provincia

de Los Rios.

Objetivos especificos
e Obtener bacterias tolerantes a Alfa — cipermetrina y Dimetoato tomando como indculo
muestras de suelo de cultivo de arroz.
e Seleccionar las bacterias con mejor potencial degradador de los plaguicidas mediante
espectrofotometria.
e |dentificacidn de las bacterias con potencial capacidad degradadora mediante inspeccion

macro y microbiologica, tinciones diferenciales y pruebas bioquimicas.

Marco tedrico

Suelo

El suelo es la capa mas superficial de la biésfera terrestre, estd constituido de varios
elementos organicos e inorganicos, como minerales, nutrientes, organismos, microorganismos,
agua y algunos gases como el oxigeno y didxido de carbono. Todos estos elementos permiten el
desarrollo de actividades agricolas y pecuarias, que junto a un buen manejo del suelo se puede

maximizar la produccion de alimentos (Garcia, Ramirez, & Sanchez, 2012).

La formacién del suelo se desarrolla en varios procesos fisicos, quimicos y biolédgicos; en
los fisicos tenemos la exposiciéon de la superficie terrestre a varios fenémenos climaticos como
lluvia, sequia, cambios de temperatura y humedad que fragmentan la roca madre en particulas
de menor tamafio. Los procesos quimicos involucran la accion del agua, oxigeno y didxido de
carbono en la desintegracién de minerales, formacién de macro y micronutrientes y la
disponibilidad de compuestos organicos para la vegetacidn; y en procesos bioldgicos, las rutas
metabdlicas de plantas y microorganismos aportan con la materia orgdnica necesaria para

fortalecer y nutrir el suelo (UNLP, 2017).
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El suelo es un recurso indispensable para el desarrollo de todos los seres vivos, permite
el crecimiento de plantas, movilidad de los elementos en el ciclo biogeoquimco, es el principal
reservorio de agua dulce del planeta y fuente del 95% de los alimentos. El uso del suelo se reparte
principalmente en el sector agricola, ganadero, agroforestal, forestal y de conservacidn (FAQ,
2018). El uso de suelo en Ecuador esta repartido por categorias, para el afio 2020 se registrdé que
1 442 973 hectdreas pertenecen a cultivos permanentes y 822 516 hectareas corresponden a
cultivos transitorios; lo cual indica un gran uso del suelo en produccidn agricola y la importancia

de mantener la calidad y fertilidad del suelo para maximizar el rendimiento (MAG, 2020).

Microflora del suelo
La flora microbiana del suelo constituye el componente mas importante de este
ecosistema, debido a que los microorganismos son responsables de la dindmica de desarrollo y

transformacion del mismo liberando nutrientes que permiten un buen crecimiento vegetal.

La comunidad microbiana del suelo la forman hongos, algas, virus, protozoarios vy
especialmente bacterias y actinomicetos, los cuales permiten transformar moléculas tanto
organicas como inorganicas que se bien se encuentran en el suelo o se incorporan. La materia
organica (sustancias que contienen carbén) se degrada en productos de menor peso molecular
conformando el humus del suelo y generando beneficios como el incremento de la fertilidad fisica,
quimica y bioldgica del mismo, asi como también su capacidad de retencion e intercambio idnico

(Leyva, Zamudio, Gonzales, & Rojas, 2015).

Si bien es cierto el dominio Bacteria, es el grupo mds predominante respecto a otras
especies de microorganismos en el suelo, ademas de ser el grupo mds importante y activo durante
el primero paso del compostaje y humificacion. Los factores por los cuales este grupo de
organismos tiende a dominar en dichos procesos es gracias a su tiempo de duplicacion de corta
duracién y su rapida adaptacion al ambiente que le permite modificar su genética para soportar

incluso altas y bajas tensiones de temperatura y oxigeno (Kalil, 2007).

A través de varios estudios realizados se ha logrado dilucidar que las comunidades
microbianas son consideradas factores claves para promover la degradacién de plaguicidas en el

suelo (Karanasios, Karpouzas, & Tsiropoulos, 2012). Se han mencionado en varios trabajos que el
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uso extensivo de plaguicidas en suelos agricolas ha inducido un cambio a nivel genético en la
microflora del suelo para generar mecanismos de adaptacidn en suelos contaminados, lo que ha

causado que estos sean responsables de su degradacion en el suelo (Bricefio et al, 2020).

Tales adaptaciones genéticas que han permitido dicho alcance conllevaron a la induccion
de sintesis de enzimas que hidrolizan, oxidan e hidroxilan los pesticidas lo que les permite a estos
organismos, debido a una prolongada exposicion a los plaguicidas, desarrollar la capacidad para
usar dichos compuestos tdxicos como unica fuente de carbono, nitrégeno, fdsforo y azufre para

vivir (Delso, 2015).

Aislamiento e identificacién de microorganismos

Para la obtencion, el debido aislamiento e identificacion de microorganismos con
capacidad biorremediativa es necesario trabajar in vitro bajo condiciones controladas en el
laboratorio. Las cepas bacterianas con dicha capacidad provienen netamente de suelos
contaminados. Muchos trabajos mencionan los parametros ambientales que hay que tomar en
cuenta para trabajar con este tipo de microorganismos, ya que estos tienden a desarrollarse en
un entorno natural a ciertas condiciones de humedad, pH, nutrientes, temperatura y aireacion

(Uquillas, 2015).

En cuanto a la identificacion a nivel microbioldgico de estos organismos, se han descrito
técnicas basadas tanto en la estructura de su pared celular y el tipo de reacciones enzimaticas que
estos presentan al estar en contacto con diversas sustancias como lo son la Tincion de Gram y las

pruebas bioquimicas.

Tincién Gram. Este tipo de técnica es definida como una tincidn diferencial, debido a que
permite clasificar las bacterias en Gram negativas y Gram positivas, en base a las caracteristicas
de la pared celular de las bacterias, la cual confiere a cada microorganismo propiedades
determinantes. Las bacterias Gram negativa a diferencia de las Gram positivas tienen una fina
capa de peptidoglicano la cual no logra capturar el complejo cristal violeta - yodo, haciendo que
la bacteria quede de color rojo al adicionar safranina, por el contrario, si la bacteria tiene una capa
gruesa de peptidoglicano esta capturara el complejo antes mencionado por lo que quedara tefiida

de color morado (Esal Lopez-Jacome, y otros, 2013).
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Figura 1: Diferencias estructurales entre bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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Nota: Obtenido de (Esau Lopez-Jdcome, y otros, 2013)

Pruebas bioquimicas. Las pruebas bioquimicas permiten determinar la actividad
metabdlica de una cepa pura, por lo que son empleadas principalmente para la identificacion y
clasificacion tanto de bacterias como hongos (Fernandez Olmos, Garcia de la Fuente, Saéz Nieto,

& Valdezate Ramos, 2010).

Las pruebas utilizadas en la identificacion preliminar de bacterias con lectura inmediata son:

e (Catalasa.- La catalasa es un tipo de enzima presente en el citocromo de la mayoria de
microorganismos, mediante la cual sintetizan la enzima hidrolizando el perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso. Esta prueba bioquimica puede permite separar
Micrococacceae (positiva) de Streptococcus spp. y Enterococcus spp. (negativa)
(Fernandez Olmos, Garcia de la Fuente, Saéz Nieto, & Valdezate Ramos, 2010)

e Oxidasa.- Este tipo de reaccidn permite determinar la presencia de enzimas oxidasas en
el microorganismo. La presencia de oxidasa va ligada a la produccién de catalasa, ademas
permite identificar bacterias aerobias de anaerobias estrictas (Fernandez Olmos, Garcia

de la Fuente, Saéz Nieto, & Valdezate Ramos, 2010).
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Microorganismos con capacidad biorremediativa

La poblacion microbiana del suelo a pesar de tener complejas interacciones y ser diversos,
existen algunas que son capaces de degradar compuestos tdxicos, pero de forma selectiva, debido
a que usan especificamente un sustrato contaminante. A continuacion, en la tabla 1 se describen

algunos de estos microorganismos usados para la descontaminacion de ambientes naturales.

Tabla 1: Algunos microorganismos biorremediadores

Microorganismo Sustrato que degrada
Pseudomonas sp. Glifosato
Agrobacterium sp. Glifosato
Mycobacterium sp. Endosulfan y endosulfato
Lucilia cuprina Piretroides sintéticos
Sphingobium sp. Hexaclorociclohexano B
Sphingomonas sp Hexaclorociclohexano B
Pseudomonas sp. Triazinas
Sphingomonas sp. Hexaclorohexano

Nota: Obtenido de (Uquillas, 2015)

Cultivo de arroz

Si bien es cierto la produccidén arrocera constituye uno de los pilares econdmicos
fundamentales del Ecuador, debido a que es considerado como un pais productor y consumidor
de arroz. Tal motivo lo ha ubicado en el puesto 26 de los paises productores de arroz segun lo
indica la Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacidn y la Agricultura. Cerca del 83% de
los cultivos de la graminea se encuentran en las provincias de Guayas vy los Rios (Mendoza Avilés,

Loor Bruno, & Vilema Escudero, 2019).

El comercio externo de arroz no tiene una tendencia sostenida en el tiempo, ya que
depende del abastecimiento interno, del precio al productor doméstico frente al pagado por las
exportaciones, la situacién de oferta en los paises vecinos, y las regulaciones formales o
informales vigentes en las fronteras norte y sur frente al comercio de la graminea (Delgado

Ormaza, s.f.)



21

Sin embargo, la variacion en el rendimiento de la produccidn de arroz ha sido fuertemente
incidido por fatores ambientales y antropicos, ocasionando bajas producciones y por ende

afectando la fuente de sustento econdmico de las familias del sector rural.

Pesticidas

Los pesticidas son compuestos quimicos que se utilizan para eliminar plagas. Son agentes
quimicos o biolégicos que debilitan, incapacitan y matan a las plagas. Segun los tipos de plagas
objetivo, los plaguicidas se pueden dividir en varios grupos, a saber, insecticidas, herbicidas,

raticidas, bactericidas, fungicidas y larvicidas (Raffa & Chiampo, 2021).

Este tipo de compuestos puedes clasificarse en base a tres criterios: por origen (natural o
sintético), segun el objetivo (herbicidas, fungicidas, insecticidas, entre otros) o por composicion

quimica.

Por composicion quimica se subdividen a su vez en cuatro grupos quimicos que son:
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretrinas y piretroides (Figura 2). Este tipo de
composicion permite identificar sus caracteristicas fisicas y quimicas para determinar su modo de
aplicacion y evitar complicaciones o dafios severos por un mal manejo. Algunos ejemplos de
plaguicidas mas usados para el control de plagas en cultivos de arroz se muestran en la tabla 2,

siendo alfa cipermetrina y dimetoato muy comunes en la provincia del Guayas y los Rios:

Alfa cipermetrina. Es un tipo de piretroide sintético que actla por ingestién y contacto
para el control de piojos, garrapatas, acaros y moscas, sensible al aire y a la luz (Raffa & Chiampo,

2021)

Dimetoato. Pesticida organofosforado sintético que incluye ésteres de acido fosforico con
modo de accidn de contacto e ingesta y afeccidn a nivel sistémico muy eficaz en el control de
insectos masticadores, minadores y chupadores en cultivos de futas y cereales como el arroz

(PHYTOHEMEROTECA, 2005).
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Figura 2: Clasificacion de los pesticidas segtn la composicion quimicas.

E.g.: DDT, DDD,

Organochlorines S E s !
dieldrin, aldrin

E.g.: HETP,
parathion,
chlorpyritos

E.g.: furadan,

Carbamates M
sevin, fenobucarb

Pyrethrin and E.g.: cyfluthrin,
pyrethroids bifenthrin, allethrin

Nota: Obtenido de (Raffa & Chiampo, 2021)

Tabla 2: Insecticidas usados en el cultivo de arroz.

Grupo quimico Modo de accion Nombre quimico
Dimetoato
De contacto con afeccidn a Clorpirifos
Organofosforados . L
nivel sistémico Profenofos
Diazinon

Carbamatos De cont‘acto ‘co? afeccién a Carbofuran
nivel sistémico
Alfa-cypermetrina
Piretroides De contacto Cipermetrina
Lambdacyhalorina
Teflubenzuron
Avermectinas De ingestidn Diflubenzuron
Clorfuazuron
CHO De contacto e ingestidn Etofenprox

Fuente: (FEDEARROZ & AMTEC, 2018)




Area de estudio

Elareadonde se realizd |a fase de laboratorio tuvo lugar en el laboratorio de microbiologia
de suelos de la Universidad de las Fuerzas Armadas- Sede Santo Domingo, parroquia “Luz de

América”, ubicacion politica descrita en la Tabla 3 y la ubicacion geografica en la Figura 3.

Capitulo II: Materiales y métodos

Tabla 3: Ubicacion politica de la zona donde se llevd a cabo el estudio

Pais
Provincia
Cantoén
Parroquia
Predio

Direccion

Ecuador

Santo Domingo de los Tsachilas
Santo Domingo de los Colorados

Luz de América

Laboratorios de |la Heda. “Zoila Luz”

Km 24 Via Santo Domingo — Quevedo margen izquierdo

Figura 3: Ubicacion geogrdfica del laboratorio
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e Humedad relativa: 85%
e Heliofania: 680 horas luz afio-1
e Suelos: Francos Arenoso

Materiales y reactivos

Los insumos, equipos y materiales usados durante el proyecto se describen a

continuacion en la tabla 4.

Tabla 4: Instrumentos del laboratorio y reactivos empleados

Materiales Reactivos Equipos
Cajas Petri (NH4)2504 Autoclave
Erlenmeyer de 125 mL KH2PO4 Camara de flujo laminar
Botella para medios de cultivo MgS04*7H20 Plato calentador
Vasos de precipitacion 50, 100 y 250 mL CaCl2*2H20 Balanza analitica
Probeta de 100 mL Alcohol potable Incubadora
Mecheros de alcohol Agar Vortex
Varilla de vidrio Agua destilada estéril Agitador orbital
Varilla bacterioldgica Medio LB Centrifuga
Asa bacterioldgica Extracto de levadura Espectrofotometro Uv-Vis
Film plastico

Tubos con tapa rosca

Tubos de centrifuga

Gradillas de plastico

Pipetas de 10 mL

Micropipeta de 1000 y puntas de 1ml

Enriquecimiento y aislamiento de bacterias que degradan los pesticidas dimetoato y alfa

cipermetrina

Muestreo

Las muestras de suelo fueron tomadas de suelos contaminados con alfa cipermetrina y
dimetoato de la Hacienda “Proyecto riego Babahoyo” perteneciente al sector “Valle verde”
canton Babahoyo provincia de los Rios. Los suelos contaminados se recolectaron de la superficie
a una profundidad de 0 a 15 cm con espatulas estériles, fueron transportadas en fundas de

plastico herméticas y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.
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Enriquecimiento bacteriano

Las muestras se secaron en estufa a 32°C por 2 dias, posteriormente se tamizd la muestra
en un tamiz de 2mm. Posteriormente se realizaron agujeros en la parte inferior interna, se coloco
papel filtro en el fondo y se le agregé 100 gr de la muestra de suelo tamizada, luego se afiadio 100
ml de agua y se midié el volumen de agua que no absorbié el suelo, de este modo se determiné
la retencién de agua del suelo para el posterior enriquecimiento con alfa cipermetrina a 50 y 100

ppm; el proceso se repitié con el plaguicida dimetoato.

Procesamiento de las muestras

Se pesaron 10 gr de la muestra de suelo y se disolvieron en 100 ml de agua destilada
estéril, se agitd en vértex por 5 minutos y se obtuvo la primera dilucién 107, se continud
realizando diluciones seriadas en tubos de ensayo hasta obtener la dilucién 10°, todo en

condiciones estériles en camara de flujo laminar.

Se tomd 150 pl de las diluciones 10*y 10° y se inocularon en placas de Petri con Medio
Minimo de Sales Minerales solido (Tabla 5), previamente esterilizado a 121°C por 1 hora en
intervalos de 30 minutos, las placas se incubaron a 25°C y se contabilizaron las unidades
formadoras de colonia para determinar la biomasa de la muestra de acuerdo con la siguiente

formula.

N° colonias x factor de dilucion

UFC;  _
/ mL mlL de muestra sembrada

Tabla 5: Componentes del Medio Mineral de Sales Minerales MSM

Componente Cantidad (gr/L)
Sulfato de amonio (NH4)2 SO4 2
Fosfato monopotasico KH,PO, 2
Sulfato de magnesio heptahidrato MgS04*7H,0 0,5
Cloruro de calcio dihidrato CaCl,*2H,0 0,1
Pesticida*

*La concentracion de pesticida depende al tratamiento, sea este Alfa cipermetrina o Dimetoato.

El pesticida se agrega después de la esterilizacion con el medio tibio.
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Aislamiento bacteriano

Con un asa microbiolégica se tomd una muestra de cada una de las cepas que presentaron
tolerancia al plaguicida expuesto y se sembrdé por estriado en medio MSM sdélido nuevo, el cual
estaba enriquecido con alfa cipermetrina y dimetoato a concentraciones de 50 y 100 ppm. Para
obtener cultivos puros se volvid a sembrar en estria hasta obtener cepas bien diferenciadas, sin

indicativos de contaminacion y manteniendo un control.

Seleccion de bacterias degradadoras de pesticidas

Para la seleccidn de las colonias bacterianas con mejor capacidad de degradacion de alfa
cipermetrina y dimetoato, se escogieron aquellas cepas que presentaron un rapido crecimiento
tras 24 horas de incubacién en medio MSM sélido con 100 ppm de plaguicida; adicionalmente, se
verificd que las cepas no presenten contaminacién, que tengan un adecuado tamaiio de colonia
y buenas caracteristicas macroscdpicas. Finalmente, |as colonias preseleccionadas fueron aisladas
mediante el método de sembrado por estria en medio sélido MSM enriquecido con el plaguicida
correspondiente y fueron incubadas a 25°C de forma invertida para evitar posible contaminacion

por la caida de agua condensada sobre |la superficie de agar.

Identificacion bacteriana

Identificacion fenotipica

Para la respectiva caracterizacién de las cepas seleccionadas, se usaron cultivos
bacterianos puros aislados, para la identificacion microscopica se tomé una muestra de la cepa,
se diluyd en una gota de agua destilada y se fijo con calor en un portaobjetos, posteriormente se
le aplicd la reaccién de tincion de Gram y se logré definir la morfologia y pigmentacién de la

bacteria. El mismo proceso se repitio para capa cepa.

Ademas, se realizé una identificacion macroscdpica de las cepas de interés, se registro
informacién de la morfologia, color, bordes, tamafio y superficie presentada por cada colonia
bacteriana. En adicidn, se realizé una prueba de catalasa para la cual se tomd una muestra de |a
cepa, se esparcido en un portaobjetos y se agregd peroxido de hidrogeno al 3%. Todos los

resultados fueron registrados.
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Identificacion molecular

Para la identificacion genotipica de las cepas seleccionadas, los cultivos puros aislados
fueron enviados a Macrogen (Corea) en cajas Petri de vidrio para su respectiva secuenciacion. El
grupo taxondmico mas cercano fue identificado por el fragmento de gen del rRNA 16S BLAST

usando bases de datos de secuencias de nucledtidos DDBJ/ EMBL/ GenBank.

Para la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), se amplificé el fragmento usando
cebadores universales que amplifican la region 16S del ARN ribosomal de las bacterias, el cebador
de inicio fue el 785F “GGATTAGATACCCTGGTA” de 18 pb y cebador reverso 907R
“CCGTCAATTCMTTTRAGTTT” de 20 pb.

Evaluacion del potencial degradador de las bacterias seleccionadas

Para el analisis de |a degradacidon se prepararon suspensiones bacterianas de cada cepa
en medio liquido LB Luria-Bertani en agitacidn constante a 25°C, tras 24 horas de incubacion se
tomaron 6 ml de la suspension y se centrifugd a 4 000 rpm por 20 minutos, se retird el
sobrenadante y se resuspendio en solucion de NaCl al 0.9%, se homogenizan las células y se vuelve
a centrifugar a 4 000 rpm por 20 minutos, este proceso se repite 2 o 3 veces. En el tltimo lavado
se retira el sobrenadante y se afiade 4 ml de medio MSM liquido estéril, en el espectrofotémetro
a 600 nm se ajusta la absorbancia a 1 OD y se vertid el indculo en Erlenmeyers (recubiertos de
aluminio y tapdn de algoddn) con 50 mL de medio MSM liquido estéril enriquecido con plaguicida
de acuerdo con los tratamientos de la Tabla 7. Posteriormente, se mantuvo en agitacion constante
a 25°Cy se determind la curva de crecimiento bacteriano mediante espectrofotometria a 600 nm
tomando mediciones cada hora desde las 18 a 24 horas de incubacién. Con la medida de las 24
horas, en un disefio de parcelas sub subdivididas se identificé al tratamiento con mayor

crecimiento bacteriano.

Para determinar la degradacidén se mantuvo el cultivo en agitacion por 4 dias, se tomod 6
mL del cultivo y se centrifugd a 4 000 rpm por una hora, se tomo el sobrenadante y se midié en
espectrofotometro a una longitud de onda de 168 nm para alfacipermetrina y 290 nm para

dimetoato.
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Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se consideré un disefio de parcelas sub sub divididas,

analizando las parcelas descritas en la Tabla 6.

Tabla 6: Factores y niveles del disefio de Parcelas sub sub divididas

Factores Niveles

1: Alfacipermetrina
Parcela Principal Plaguicida 2: Dimetoato

1:C1
Sub parcela Cepa 2:C2

1: 0 ppm
Sub sub parcela Concentracion 2:300 ppm

3: 600 ppm

Tabla 7: Tratamientos a evaluar para determinar el crecimiento bacteriano y degradacicn

Tratamiento Plaguicida Cepa Concentracion
T1 Alfa cipermetrina C1 0 ppm
T2 Alfa cipermetrina C1 300 ppm
T3 Alfa cipermetrina C1 600 ppm
T4 Alfa cipermetrina Cc2 0 ppm
T5 Alfa cipermetrina Cc2 300 ppm
T6 Alfa cipermetrina Cc2 600 pm
T7 Dimetoato C1 0 ppm
T8 Dimetoato C1 300 ppm
T9 Dimetoato C1 600 ppm
T10 Dimetoato Cc2 0 ppm
T11 Dimetoato Cc2 300 ppm
T12 Dimetoato Cc2 600 pm

Cada tratamiento descrito en la tabla 7; tuvo 3 repeticiones con un total de 36
observaciones experimentales. Los resultados se analizaron en el programa estadistico Tinn-R,
con el analisis de varianza descrito en la Tabla 8, ademas se realizé una prueba de diferencia de
medias Tukey con un valor de significancia de 0,05 para determinar el tratamiento con mayor

crecimiento y degradacion.
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Tabla 8: Andlisis de varianza para la determinacicn de crecimiento bacteriano y degradacion

Fuente de variacion Grados de libertad

N

Repeticion
Plaguicida
Error plaguicida

Cepa
Plaguicida*Cepa
Error cepa

Concentracidn
Concentracidn*plaguicida
Concentracidn*cepa
Concentracién*plaguicida®*cepa
Error total

N N NN B R PN

=
(=2}

Ademads, se presentaron las siguientes hipotesis:

Ho: El factor plaguicida tiene influencia sobre las variables crecimiento y degradacién

Ha: El factor plaguicida no tiene influencia sobre las variables crecimiento y degradacion

Ho: El factor cepas tiene influencia sobre las variables crecimiento y degradacién

Ha: El factor cepas no tiene influencia sobre las variables crecimiento y degradacién

Ho: El factor concentracion tiene influencia sobre las variables crecimiento y degradacion

Ha: El factor concentracion no tiene influencia sobre crecimiento y degradacion.
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Capitulo lll: Resultados

Aislamiento y purificacion de microorganismos

Se obtuvieron 6 cepas bacterianas tolerantes a los plaguicidas, de las cuales 3 crecieron
en medio MSM con alfacipermetrina y otras 3 cepas en medio MSM con dimetoato (Figura 4), tras
varias siembras en estriado se obtuvieron bacterias completamente puras y sin rastro de

contaminacion.

Figura 4: Cepas bacterianas tolerantes al plaguicida alfacipermetrina y dimetoato

Nota: Crecimiento de las primeras colonias bacterianas tolerantes a los plaguicidas de estudio en
medio MSM suplementado con 100 ppm de plaguicida, tras 24 h de siembra. A Crecimiento MSM
con alfa cipermetrina. B, Crecimiento en medio MSM con Dimetoato. En ambos casos se uso el

indculo del factor de dilucién 1x10.

Seleccion de bacterias con mayor potencial degradador

De las 6 cepas aisladas se seleccionaron 4 cepas nombradas como C1AL, C2AL, C1Dly C2DI
de acuerdo al plaguicida del cual derivan (Figura 5) , mostraron un mejor crecimiento de biomasa
en medios MSM contaminados con Alfa cipermetrina y Dimetoato a concentraciones de 50 y 100

ppm respecto a las demas cepas halladas.

La seleccion de estas bacterias fue realizada en base a su nivel de tolerancia, cualidades
organolépticas y capacidad de crecimiento en 24 horas bajo presencia de pesticidas, por lo que

las demas cepas se eliminaron para ensayos futuros debido a su bajo y lento crecimiento en
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medios contaminados. Todas las 4 cepas presentaron un nivel de tolerancia deseado el cual se
obtuvo a partir de recuentos bacterianos (UFC) de siembras con dilucién 1x10* de las cepas con

el fin de seleccionar aquellas con mayor crecimiento poblacional.

Z

Nota: Cepas C1AL, C2Al, C1Dl y C2DI en medio MSM suplementado con 100 ppm de pesticidas.
Pruebas de identificacién bacterianas

Identificacion fenotipica

Las cepas seleccionadas por la tolerancia y crecimiento en medios contaminados fueron
caracterizadas en base algunas caracteristicas fenotipicas y bioquimicas. En cuanto a la morfologia
colonial estas presentaron grandes diferencias. Las cepas C1Al y C2DI crecieron en colonias con
forma irregular, mientras que las cepas C2Al y C1DI de forma puntiforme. Otras caracteristicas
como el borde, tamafio, elevacidn y color tampoco fueron similares entre las cepas estudiadas,

estos resultados se resumen en la tabla 9.



Tabla 9: Caracteristicas macroscopicas de las cepas tolerantes a plaguicidas
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Cepa Forma Borde Color Textura Elevacion
C1AL Irregular Ondulado Blanco Viscosa Convexa
C2AL Puntiforme Entero Celeste Seca Plana
C1DI Puntiforme Entero Celeste Viscosa Convexa
C2DI Irregular Lobulado Blanco Cremosa Elevada

Segun los analisis de Tincidn de Gram realizados a todas las bacterias resultaron ser Gram

negativas (Figura 6). Las 4 cepas seleccionadas por la tolerancia a plaguicida presentaron un color

rojizo indicando que son Gram negativas y forma de varilla similar a los bacilos. También ser

realizé una caracterizacion bioquimica y enzimatica de las cepas seleccionadas, los resultados

obtenidos se muestran a continuacion en la tabla 10 y figura 7.

Figura 6: Bacterias tefidas por Tincion de Gram

Tabla 10: Caracterizacion bioquimica

Cepa Catalasa
C1AL +
C2AL -
CiDI -
C2DI +

Nota: Prueba bioquimica realizada para las 4 cepas seleccionadas. Reaccidn positiva (+) y reaccion

negativa (-).
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Figura 7: Prueba bioquimica de Catalasa

Nota: Imagen representa la prueba de catalasa para las cepas seleccionadas, en donde C1AL Yy
C2DI son positivas a la reaccion por la presencia de burbujas y las cepas C2Al y C1DI fueron

negativas.

Identificacion molecular

La identificacion molecular de las cepas bacterianas con mayor tolerancia se realizé con
base en las secuencias del fragmento 16S rRNA de las muestras obtenidas mediante secuenciacion
de Sanger (macrogen). La tabla 8 muestra la comparacion de las secuencias de 16S rRNA de las
cepas 4 cepas seleccionadas, las cepas C1ALy C2DI mostraron una similitud >99% con las especies
degradadoras de compuestos aromaticos Delftia sp. y Novosphingobium aromaticivorans. Las
cepas C2AL, C1DI tuvieron valores de identidad menores, los cuales fueron del 96% y 86% de

similitud con las bacterias Sphingobium sp. y Delftia lacustris.

Tabla 8: Asignacion filogenética de cepas aisladas tolerantes a alfa cipermetrina y dimetoato
segun la similitud encontrada en las secuencias del gen 16S rRNA.

Cepas Cepa mas relacionada Identidad (%) Accesion a NCBI
C1Al Delftia sp. 99 F1191736.1
C2Al Sphingobium sp. 96 KF777679.1
C1iDI Delftia lacustris strain RPK49 86 KX980471.1
Cc2DI1 Novosphingobium aromaticivorans 99 KF381499.1

Nota: La tabla muestra los resultados de la identificacion a nivel molecular basado en la
secuenciacion completa del gen 16S rRNA y comparacion mediante la herramienta BLAST de las
mismas con las indexadas en la base de datos GenBank del NCBI.
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Evaluacion de la degradacion de los pesticidas alfa-cipermetrina y dimetoato

Se analizo la capacidad degradadora de cada una de las cepas seleccionadas en funcidn a

las variables crecimiento y porcentaje de degradacion.

Tabla 11: Andlisis de varianza para la variable crecimiento

. Gradosde Sumade Cuadrado .
Fuente de variacion . ) Razén-F Valor-P

libertad  cuadrados medio
Repeticion 2 0,0835 0,0418 0,8442 0,542227
Plaguicida 1 11,6372 11,6372 235,2080  0,004225**
Error plaguicida 2 0,0990 0,0495
Cepa 1 0,0497 0,0497 3,0265 0,156894
Plaguicida*Cepa 1 0,0496 0,0496 3,0175 0,157372
Error cepa 4 0,0657 0,0164
Concentracidn 2 6,4379 3,2189  109,6919 4,558e-10***
Concentracion*plaguicida 2 6,1517 3,0759 104,8164 6,394e-10***
Concentracion*cepa 2 0,0535 0,0268 0,9123 0,421494
Concentracion*plaguicida*cepa 2 0,0561 0,0281 0,9559 0,405360
Error total 16 0,4695 0,0293

El analisis de varianza de la Tabla 11 correspondiente a la variable crecimiento, permitid

identificar que existe diferencia altamente significativa (p<0,001) en los factores Plaguicida y

Concentracion, asi como en la interaccion Concentracion*Plaguicida. El factor repeticion no

presenta diferencia significativa, por tanto, existe normalidad en la toma de datos.

Tabla 12: Andlisis de varianza para la variable degradacion

— Gradosde Sumade Cuadrado .
Fuente de variacion . . Razon-F Valor-P

libertad cuadrados medio
Repeticion 2 0,009 0,0044 0.4692 0.6806287
Plaguicida 1 20,195 20,1945 2141.5899 0.0004666***
Error plaguicida 2 0,019 0,0094
Cepa 1 0,002 0,0018 0.3766 0.5726277
Plaguicida*Cepa 1 0,001 0,0005 0.1070 0.7599801
Error cepa 4 0.019 0,0049
Concentracion 2 35,760 17,8798 2402.7576 2.2e-16%**
Concentracion*plaguicida 2 10,254 5,1268 688.9601 2.22e-16***
Concentracion*cepa 2 0,004 0,0021 0.2765 0.7620183
Concentracidon*plaguicida*cepa 2 0,046 0,0228 3.0631 0.0747645
Error total 16 0,119 0,0074
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El analisis de varianza de la Tabla 12 correspondiente a la variable degradacion, permitid
identificar que existe diferencia significativa en los factores Plaguicida y Concentracidn, asi como
en la interaccion Concentracion*Plaguicida. El factor repeticion no presenta diferencia

significativa, por tanto, existe normalidad en la toma de datos.

Prueba de significancia de Tukey para el factor plaguicida

Tabla 13: Comparacion de medias Tukey >0,05 para el factor plaguicida

Plaguicida Crecimiento bacteriano Degradacion
Alfa cipermetrina 1,1940,05 (A) 2,07 (A)
Dimetoato 0,056+0,05 (B) 0,57 (B)

Figura 8: Efecto del factor plaguicida sobre las variables crecimiento y degradacion

Crecimiento bacteriano Degradacion

a3 CIpOITTNeNg Pt ot Alfa opermetrina Dvmetoato

Plagunda Plagwoda

La tabla 13 y figura 8 corresponden a la prueba de comparacion de medias de Tukey para
el factor plaguicida, en los resultados se identificaron 2 grupos independientes. En la variable
crecimiento bacteriano, con el plaguicida alfa cipermetrina se tuvo mayor crecimiento con una
media de 1,19 OD y con el plaguicida dimetoato se tuvo un menor crecimiento con una media de
0,056 OD. En cuanto a la variable degradacién, con el plaguicida alfa cipermetrina se tuvo mayor
porcentaje de degradacidn con una media de 2,07% y con el plaguicida dimetoato se tuvo un

menor porcentaje de degradacion con una media de 0,57%.
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Tabla 14: Comparacién de medias Tukey >0,05 para el factor concentracion
Crecimiento bacteriano  Degradacién

Concentracién

600 ppm 1,012 £ 0,3 (A) 2,40 (A)
300 ppm 0,825 + 0,3 (B) 1,56 (B)
0 ppm 0,036 +0,3(C) 0 (Q

Figura 9: Efecto del factor concentracion sobre las variables crecimiento y degradacion
Crecimiento bacteriano Degradacion

600 300 1 auo 300 v
00 ¥ (

Concemracion Concentracion

La tabla 14 y figura 9 indican la prueba de comparacién de medias de Tukey para el factor
concentracion, en los resultados se identificaron 3 grupos independientes, los tratamientos con
una concentracion de 600 ppm tuvieron mayor crecimiento bacteriano con una media de 1,012
0D y 2,40% de degradacidn, los tratamientos con una concentracidon de 300 ppm tuvieron una
media de 0,825 OD y 1,56% de degradacidn; y los tratamientos con una concentracién de 0 ppm

tuvieron una media de 0,036 OD con un 0% de degradacion.

Tabla 15 Comparacion de medias Tukey >0,05 para la interaccion plaguicida*concentracién

Plaguicida Concentracion  Crecimiento bacteriano Degradacion
Alfacipermetrina 600 ppm 1,957 (A) 3,608 (A)
Alfacipermetrina 300 ppm 1,597 (B) 2,61 (B)

Dimetoato 600 ppm 0,34 (C) 1,2 (Q)

Dimetoato 300 ppm 0,133 (C) 0,527 (D)

Dimetoato 0 ppm 0,0418 (C) 0 (E)
Alfacipermetrina 0 ppm 0,0295 (C) 0 (E)
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En la tabla 15 se muestra la prueba de comparacién de medias de Tukey para la

interaccion plaguicida*concentracidn, los tratamientos con Alfa cipermetrina a 600 ppm tuvieron

mayor crecimiento bacteriano con una media de 1,957 OD y 3,608% de degradacidn, mientras

que los tratamientos que no tuvieron adicién de plaguicida (0 ppm) tuvieron el menor crecimiento

con una media de 0,0295 OD con un 0% de degradacion.

Figura 10: Efecto de la interaccion Plaguicida*Concentracion en la variable crecimiento

A:B:C Interaction Plot
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Figura 11: Efecto de la interaccidn Plaguicida*Concentracion en la variable degradacion

A:B:C Interaction Plot
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Las figuras 10 y 11 representan la interaccion entre el factor concentracion y el factor
plaguicida sobre el crecimiento bacteriano y el porcentaje de degradacién, respectivamente;
estas evidencian que existe mayor crecimiento bacteriano y porcentaje de degradacidén en los

tratamientos con plaguicida alfa cipermetrina a una concentracién de 600 ppm.
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Figura 12: Curva de crecimiento bacteriano

Cepa 1 Alfa cipermetrina C1AL Cepa 2 Alfa cipermetrina C2AL
Plaguicas Alts cbeanneing Plagucida Aa opsrnsinng
Cepa 1 Dimetoato C1DI Cepa 2 Dimetoato C2DI

Plaguiota Demetodlo Prapasciti [ometsal

Hora Hora

Nota: Las lineas rojas corresponden a la concentracién 0 ppm, las lineas verdes a la concentracién

300 ppm v las lineas azules a la concentracion 600 ppm.

La figura 12 demuestra el crecimiento por 24 horas de las 4 cepas aisladas, se evidencia
que todas tienen un pico maximo de crecimiento entre las 21y 22 horas, por tanto se considera

que tanto el crecimiento como la degradacién es similar en todas las cepas.
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Capitulo IV: Discusion

Enriquecimiento y aislamiento de bacterias que degradan los pesticidas alfa-cipermetriina y
dimetoato

Se ha informado de poblaciones bacterianas de los géneros como
Streptomyces, Arthrobacter y Achromobacter (Bricefio et al, 2020) responsables de la degradacidn

de plaguicidas, cepas bacterianas que han sido aisladas de suelos contaminados.

Colorado vy col. (2016) reportaron bacterias de la familia Enterobacteriaceae con
capacidad degradadora de compuestos organofosforados, las cuales fueron aisladas igualmente
de terrenos contaminados. Ademas, otros estudios han descrito el potencial de usar consorcios
bacterianos autdctonos aislados de suelos contaminados para degradar distintas mezclas de

plaguicidas a diferentes concentraciones (Bricefio et al, 2020).

Considerando la literatura cientifica expuesta, en este estudio también se pudo obtener
4 cepas aisladas de suelos contaminados con los plaguicidas alfa cipermetrina y dimetoato, estas
cepas demostraron tolerar una concentracion de hasta 600 ppm de insecticida. El aislamiento de
cepas con tolerancia a un compuesto quimico se realiza netamente de suelos contaminados con
dichas sustancias, ya que los terrenos con exposicidon prolongada de estos contaminantes han
obligado, de alguna manera, a la poblacién microbiana a desarrollar mecanismos que le permitan
tolerar y sobrevivir en un medio contaminado. Entre las adaptaciones acogidas por la microflora
del suelo, se destaca la constitucion de rutas metabdlicas que usen los compuestos quimicos

como fuente de carbono para su crecimiento y multiplicacion.

Seleccion de bacterias degradadoras de pesticidas

Para la seleccion de bacterias degradadoras se usé el medio MSM suplementado con dos
concentraciones de cada plaguicida (50 y 100 ppm) como unica fuente de carbono, ademads,las
cepas se incubaron a 25 °C, ya que (Hernandez-Ruiz, 2017) describié que la temperatura entre 25
a 37°C es Optima para la degradacion microbiana de compuestos organofosforados (Dimetoato)

y piretroides (Alfa cipermetrina).
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Para seleccionar bacterias con capacidad degradadora, el pH del medio fue ajustado entre
6.7 y 6.8, esto con el fin de garantizar la integridad bioldgica de los microorganismos aislados y
posteriormente controlar su crecimiento (Bracho Mariangela, 2004). Algunos estudios realizados
con bacterias degradadoras de hidrocarburos y pesticidas, sefialan que en un pH cercano a 7 el

proceso de mineralizacion y degradacion de compuestos quimicos es mas eficiente.

Las cepas bacterianas C1AL, C2AL, C1DI y C2DI fueron seleccionadas por demostrar un
mejor perfil degradador, se consideraron factores como la tasa de crecimiento, tolerancia y
cualidades organolépticas. Colorado y col. (2016) también seleccionaron las 3 mejores cepas
degradadoras de pesticidas OF en funcion del tamafio de colonia, crecimiento y cualidades
morfoldgicas, ademds sugirieron utilizar recuentos microbianos como metodologia
complementaria para obtener informacion sobre el nivel de tolerancia y su potencial de
degradacion. Sin embargo, Margesiny col. (2003) mencionan que el conteo en placa es un método
que subestima la verdadera densidad de una poblacidon, ya que sélo una pequeiia fraccion de
microorganismos puede cultivarse y aislarse en los laboratorios, mientras que para el resto de la

poblaciéon bacteriana aun se desconocen los requisitos de crecimiento adecuados.

Identificacion bacteriana

Los resultados obtenidos en la identificacion fenotipica de las bacterias aisladas
concuerdan con lo reportado en otros trabajos, en donde identificaron bacilos Gram negativos
con potencial degradador de organofosforados y OF (Bricefio et al, 2020) (Colorado Beatriz, 2016)
(Bracho Mariangela, 2004). También se ha informado que cepas pertenecientes al género
Staphylococcus y Micrococcus (cocos Gram positivos), con capacidad degradadora de
hidrocarburos y pesticidas, tienen un mayor crecimiento en ambientes contaminados que los
bacilos; no obstante, el trabajo realizado por Soto (2001) demostrd que los bacilos tienen la
capacidad de metabolizar los contaminantes con mayor eficiencia y rapidez que los cocos Gram

positivos (Soto, 2001).

De forma adicional, se realizd la secuenciacion del fragmento 16S rRNA de las 4 cepas
halladas con el fin de determinar su respectivo género y especie debido a que las pruebas
bioguimicas fueron insuficientes para establecer si estas coincidian con las reportadas por otros

trabajos. Dado a que la el fragmento del gen 16S bacteriano es una secuencia exclusiva para cada
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especie, ha surgido como un método preferido para determinar relaciones taxonémicas mas alla
del género, por lo tanto, se decidié utilizar el analisis del ARN ribosdmico 16S por que constituye

una diana universal para la identificacidon de bacterias (Maria, 2004).

El analisis de la secuencia del gen 16S de cada una de las cepas, mostraron la presencia
de tres especies diferentes: Novosphingobium aromaticivorans, Delftia lacustris y Sphingobium
sp., las cuales se conocen como microorganismos metabdlicamente activos capaces de degradar
una variedad de compuestos aromaticos que forman parte de la estructura quimica de los

piretroides (Alfa cipermetrina) y organofosforados (Dimetoato) (Kumar Chaudhary Dhiraj, 2021).

A pesar que los resultados no coinciden con la mayoria de estudios que informan el
hallazgo de cepas como Pseudomanas sp., Achromobacter sp y Enterobacter sp.
mayoritariamente reportadas como bacterias degradadoras de plaguicidas piretroides
organofosforados y organoclorados (Colorado Beatriz, 2016) (Margesin, 2003), mediante este
estudio se ha podido dar a conocer que estas cepas asociadas a la filosfera de plantas de arroz

son capaces de degradar residuos de plaguicidas en el suelo.

Degradacion de los pesticidas alfa-cipermetrina y dimetoato

Las bacterias Delftia sp. y Sphingobium sp degradaron el 3,608% de alfa cipermetrina (600
ppm) en 4 dias, en comparacion con un estudio realizado por (Jiang et al, 2019) donde midieron
la degradacion microbiana de alfa cipermetrina en suelos agricolas, se evidencid una degradacién
de 34,1% de alfa cipermetrina (10 ppm) en 80 dias, esto demuestra que las cepas aisladas en la

presente investigacidén toleran una mayor concentracién de alfa cipermetrina.

Respecto a los resultados de la degradacion de dimetoato no fueron los mismos
reportados por otros estudios. Ahmad y col. (2021) aislaron Brucella sp de suelo agricola de
Pakistan que tolera hasta 100 ppm de dimetoato en medio MSM, esta cepa degradd el 83% de
dimetato (100 ppm) en un periodo de 7 dias presentando gran poder biorremedidador, sin
embargo las bacterias Novosphingobium aromaticivorans y Delftia lacustris, presentadas en este
estudio, toleran hasta 600 ppm de dimetoato con un porcentaje de degradacién de 1,2% en 4
dias, lo cual demuestra un gran potencial degradador principalmente en zonas con exposicion

prolongada al plaguicida como es la provincia de Los Rios.
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Capitulo V: Conclusiones
Este estudio evidencidé que, al aislar bacterias expuestas a contaminantes como los
plaguicidas, se pueden encontrar cepas con un gran potencial degradador de los contaminantes,

siendo una gran herramienta en biorremediacion.

Se logrd informar de 4 cepas bacterianas responsables de la degradacién de los
plaguicidas alfa cipermetrina y dimetoato, que fueron aisladas a partir de muestras de suelo
agricola con cultivo de arroz que ha estado expuesto por varios afios a estos plaguicidas. Las cepas
identificadas como Delftia sp. y Sphingobium sp degradan alfa cipermetrina, mientras que

Novosphingobium aromaticivorans y Delftia lacustris degradan dimetoato.

Todas las cepas halladas pertenecen al grupo morfolégico de bacilos Gram negativos, los
cuales son responsables de la trasformacion los residuos de plaguicidas, disponibles en el suelo,

en compuestos menos toxicos.

Las bacterias Delftia sp. y Sphingobium sp presentaron un mayor potencial degradador,
ya que lograron degradar el 3,608% del plaguicida alfa cipermetrina (600 ppm) v las bacterias
Novosphingobium aromaticivorans y Delftia lacustris alcanzaron un porcentaje de degradacion

del 1,2% de dimetoato (600 ppm).

Con base a los resultados de los factores plaguicida y concentracion, se rechazan las
hipétesis nulas y se aceptan las hipdtesis alternativas, ya que el plaguicida y la concentracion
influyen en el crecimiento bacteriano y porcentaje de degradacién. En cuanto a las cepas, se
acepta la hipdtesis nula, ya que todas presentan un crecimiento homogéneo y un mismo

porcentaje de degradacion.
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Capitulo VI: Recomendaciones
Continuar investigando para establecer consorcios con las cepas autoctonas halladas, con

el fin producir una mineralizacion mas completa de los plaguicidas.

Evaluar la capacidad degradadora de las cepas por mas tiempo (40-60 dias), ya que asi se
podra tener una mejor nocion del potencial degradador de cada una, ademas se puede evaluar la
influencia de variables como la temperatura, pH del medio, disponibilidad de nutrientes y

aireacion en el crecimiento bacteriano.

Investigar la actividad biorremediadora de las cepas aisladas, directamente sobre los
suelos agricolas que hayan sido expuestos a plaguicidas por varios afios; y optimizar variables
como la cantidad de cepa y tiempo de exposicion para una maxima degradacion de plaguicida en

el suelo.
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