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RESUMEN

La atrazina es uno de los herbicidas mas utilizados en el PerG; y el mas usado en el
mundo. Por su persistencia y su baja tasa de biodegradacién en el medio ambiente es un
contaminante de aguas superficiales y subterrdneas. Ciertas investigaciones han demostrado
que genera efectos téxicos en algas, plantas acuaticas, insectos acuaticos, peces, anfibios y
mamiferos; y ha sido clasificado como disruptor del sistema endocrino en humanos y animales.
En la presente investigacién se evallo la capacidad de degradacion de la atrazina, que se
encuentra bajo la presentacion comercial de Gesaprim 90 WG con un 90% de pureza, por
consorcios microbianos aislados de suelos agricolas, para lo cual se utilizé el medio de cultivo
MS (De Souza et al., 1998; Tafoya, 2008) con atrazina como Unica fuente de nitrégeno y de
carbono. Para la obtencién de los consorcios y la cepa bacteriana, se tom6 11 muestras de
suelos de 50 gr, que fueron sembradas al 1% en 100 mL de medio liquido MS con 4 traspasos
sucesivos de 7 dias de intervalo. De los medios que presentaron aclaramiento fueron
seleccionados consorcios para determinar la cinética de aclaramiento del medio liquido MS
con atrazina a 100 mg/L, cultivado a 28°C, en agitacién y; la cuantificacién se realizé por
espectrofotometria (600 nm). El consorcio MIG-Al generé un aclaramiento en 2 dias, mientras
que MIG-E, MIG-DI, MIG-AS en 3 dias, los MIG-BS, MIG-F en 4 dias, y MIG-G en 5 dias.
Estos resultados fueron corroborados con la formacion de halos de biodegradacion, al sembrar
los consorcios, por moteado, en placas con MS cubierto con atrazina. Las é&reas de
aclaramiento surgieron para el consorcio MIG-G en 3 dias, MIG-Al en 4 dias, MIG-BS, DI, AS
en 7 dias, y MIG-E, MIG-F en 9 dias. El consorcio MIG-Al fue seleccionado por su rapido
aclaramiento y formacion de halos de degradacion. El consorcio MIG-Al presenta una fase
exponencial entre las 0 y 48 horas en su cinética de crecimiento. Del primer aislamiento se
obtuvo las cepas MIG-Al/1, MIG-Al/2, MIG-Al/AG y MIG-AI/5, y del segundo aislamiento se
obtuvo las cepas MIG-Al/24A, MIG-Al/24C, MIG-AI/120A, MIG-AI/120B. Se extrajo DNA de la
cepa MIG-Al/2 y se amplific el gen rRNA 16S, que permitié obtener una identidad del 99% y
similitud del 100% por BlastN 2.0 con las cepas Stenotrophomonas maltophilia. EI consorcio
MIG-Al presentd una velocidad especifica de crecimiento de 0.31 h™ a 100 mg/L de
concentracién de atrazina, alcanzando la fase exponencial entre 24 y 72 horas que coincide

con la mayor actividad de degradacién de la atrazina. La formacion de acido cianurico presenté



una fase logaritmica entre las 48 y 96 horas, disminuyendo pasado las 120 horas. En
conclusién, estos resultados demuestran la presencia de consorcios microbianos con

capacidad eficiente para degradar atrazina, en suelos agricolas de nuestro medio.

Palabras Claves: Atrazina, Stenotrophomonas, Acido Cianurico, Cinética de Biodegradacion,

Analisis Filogenético, 16S rRNA.



ABSTRACT

Atrazine is one of the most widely used herbicides in Peru; and the most used in the
world. By persistence and low rate of biodegradation in the environment is a contaminant of
ground surface waters. Research has shown that produces toxic effects on algae, aquatic
plants, aquatic insects, fish, amphibians and mammals; and has been classified as endocrine
disruptor in humans and animals. In the present study the ability of degradation of atrazine,
which is under the commercial presentation of Gesaprim 90 WG with 90% pure by microbial
consortia isolated from agricultural soils, for which the culture medium was used MS (Tafoya,
2008; De Souza et al., 1998) was evaluated with atrazine as the sole source of nitrogen and
carbon. For consortia and Getting a bacterial strain, 11 samples of 50 g soil, which were
seeded at 1% in 100 mL of liquid MS medium with 4 successive transfers 7 day interval was
taken. Presenting media clearance consortia were selected to determine the kinetics of
clearance of the MS liquid medium with atrazine to 100 mg / L, cultured at 28 ° C, and stirred;
The quantitation was performed spectrophotometrically (600 nm). The MIG-AI consortium
clearance in 2 days, while MIG-E, DI-MIG, MIG-AS in 3 days, the BS-MIG, MIG-F in 4 days,
and MIG-G in 5 days. These results were corroborated with the formation of halos of
biodegradation by sowing consortia for speckled with MS plates covered with atrazine.
Clearance areas emerged for the MIG-G consortium in 3 days, MIG-Al in 4 days, MIG-BS, DI,
AS in 7 days, and MIG-E, MIG-F in 9 days. The MIG-AI consortium was selected for its rapid
clearance and degradation halos. The MIG-Al consortium presents an exponential phase
between 0 and 48 hours in the growth kinetics. First isolation of the MIG-AI / 1, MIG-Al / 2, and
MIG-Al MIG-AI/AG / 5 strains was obtained, and the second isolation MIG-AI/24A strains were
obtained MIG-AI/24C, MIG-AI/120A, MIG-AI/120B. DNA was extracted from the MIG-Al / 2
strain and the 16S rRNA gene was amplified, which allowed for a 99% identity and 100%
similarity BlastN 2.0 by Stenotrophomonas maltophilia strains. The MIG-Al consortium
exhibited a specific growth rate of 0.31 h-1 to 100 mg / L of atrazine concentration, reaching the
exponential phase between 24 and 72 hours coinciding with the greatest activity of atrazine

degradation. The formation of cyanuric acid showed a logarithmic phase between 48 and 96



hours, 120 hours passed decreasing. In conclusion, these results demonstrate the presence of

efficient microbial consortia to degrade atrazine in agricultural soils of our country capacity.

Keywords: Atrazine, Biodegradation kinetics, Spectroscopy of UV, Phylogenetic analysis, 16S

rRNA.



|.- INTRODUCCION

Entre las muchas sustancias quimicas utilizadas como herbicidas, se tiene la
familia de las s-triazinas, siendo la atrazina una de las mas difundidas y utilizadas en el
mundo. La atrazina se usa en cultivos de cafia de azucar, maiz, sorgo, pifia y en
ciertos tipos de almendras y nueces. También se ha usado en silvicultura, en zonas
con cultivos de pino y para prevenir el crecimiento de hierbas a lo largo de carreteras y
lineas ferroviarias. El mecanismo de accion de este herbicida se inicia al ingresar a las
plantas a través de sus raices para luego acumularse en los tejidos de meristemos
apicales y hojas. Su accién herbicida consiste en bloquear el transporte de electrones
entre las plastoquinonas QA y QB durante la reaccién de Hill en el fotosistema I,
provocando la inhibicion de la fotosintesis de hidratos de carbono y la acumulacion de
diéxido de carbono dentro de la hoja, que deriva en el dafio de estomas y en la
inhibiciébn de la transpiraciéon (Tafoya, 2008). La atrazina no tiene accion sobre la
germinacion de las semillas, las plantulas lo absorben y es al cabo de unos dias
cuando aparece el efecto herbicida. El nombre cientifico de la atrazina segin IUPAC
es 2-cloro-4-etil amino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina, y su estructura quimica se

encuentra representada en la figura 1.

Figura 1. Estructura quimica de la atrazina



Este herbicida presenta un gran numero de nombres comerciales como Anatrazina
500 F, Atranex 50 SC, Atrazina 50 F, Atrazina 500 SC, Atrazina Nortox 500 SC,
Atrazinax 500, Coyote, Gesaprim, Gesaprim 90 WG, Herbitrin 500 BR, Prosmil,
Primoleo, Proof, Siptran 500 SC, Primaiz, Primestra, Controller, Extrazin, Herbimix,

Primatop y Triamex (Davidson, 2005; Tafoya, 2008).

Uno de los principales impactos negativos en el medio ambiente de este herbicida,
tiene que ver con su efecto de disruptor endocrino, lo cual altera el balance hormonal
de los organismos, lo que puede conducir a defectos de nacimiento, anormalidades
sexuales y dafos reproductivos. Todo ello es reconocido como tales por muchos
organismos internacionales que velan por la salud y el medio ambiente, tales como:
Agencia Ambiental del Reino Unido, Agencia Ambiental de Alemania, la Unidn

Europea, la Comision Oslo y Paris (OSPAR), y el Fondo Mundial para la Naturaleza

(WWF).

La atrazina es un compuesto que, pese a su elevada toxicidad y permanencia en el
medio ambiente, es susceptible de ser biodegradado por bacterias del suelo (Tafoya,
2008). Se tiene entendido que a bajas concentraciones de plaguicidas, en el suelo, no
afectan a la mayoria de poblaciones de grupos microbianos. Como es el caso de los
herbicidas (Alexander, 1981), en el caso especifico de atrazina se ha encontrado que
la poblaciéon bacteriana bajo condiciones aerdbicas lo emplean como fuente de

carbono (C) y nitrégeno (N) (Radosevich et al., 1995).

La ruta metabdlica para la biodegradacion de atrazina, puede variar de un
organismo a otro. La cantidad y tipo del metabolito generado varia entre las diferentes
rutas. La alta especificidad de las enzimas de las distintas bacterias como AtzA (o
TrzN), AtzB y AtzC, les permite actuar sobre compuestos s-trazinicos especificamente,

para metabolizarlos hasta acido cianurico el cual puede ser transformado por



numerosas enzimas de menor especificidad (Shapir et al., 2007). La enzima AtzD
actla en conjunto con AtzE y AtzF para hidrolizar el acido ciandrico, obteniéndose en

total tres moles de dioxido de carbono y tres moles de amonio.

Muchas de las bacterias degradadoras de atrazina recientemente aisladas
contienen TzrN en lugar de AtzA como la enzima responsable de la etapa inicial del
metabolismo. Los sustratos sobre las que actla la enzima AtzA son muy especificos,
limitdndose a las s-triazinas con grupo cloruro pero no fluoruro, por lo que las bacterias
que poseen las enzimas AtzA, AtzB y AtzC son practicamente incapaces de
metabolizar herbicidas s-triazinicos no clorados (Seffernick et al., 2002). Por otra parte,
tanto estos herbicidas no clorados como la atrazina, pueden ser metabolizados por
microorganismos que contengan las enzimas TzrN, AtzB y AtzC. Este hecho apoya la
hipotesis de que, debido a su mayor poder catalitico de TzrN en comparacién con
AtzA, esta enzima se ha propagado mas exitosamente entre los microorganismos

ambientales (Tafoya, 2008).

Las distintas enzimas que participan en la ruta metabdlica de la biodegradacién de
la atrazina, han sido identificadas en distintas cepas bacterianas tales como las Gram
negativas: Pseudomonas sp. ADP, Ralstonia brasilensis M91-3, Stenotrophomonas
maltophilia, Aminobacter aminovorans, Aminobacter ciceronei, entre otros (Martinez et
al., 2001). Gram positivas: Como las cepas del género Nocardioides sp. SP12,
Arthrobacter aurescens TC1, Rodhococcus corallinus NRRL B-15444 y Arthrobacter

crystallopoietes (Mulbry, 1994; Topp et al., 2000; Shapir et al., 2005).

En el Perd, comercialmente, el uso de herbicidas triazinicos son bien solicitados y
Su uso esta bien difundido. Sin embargo, no se han desarrollado monitoreos de control
ambiental en relacién a la atrazina, generando un desconocimiento sobre el nivel de

contaminaciéon de fuentes subterrdneas de agua, rios, lagunas, humedales, etc; de



igual manera hay pocas investigaciones en nuestro pais sobre los plaguicidas y su
efecto posible en la salud humana. Tampoco hay investigacion sobre su
biodegradacién y posibles soluciones. En este sentido, esta tesis contribuird en el
conocimiento de la biodegradabilidad de la atrazina por microorganismos de suelos en

nuestro pais.

1.1 EL PROBLEMA

La atrazina presenta una molécula heterociclica que es caracteristica en la familia
de los s-triazinicos, que por su naturaleza quimica le permite tener una alta
persistencia ambiental, por encima de los 260 dias; esta caracteristica también se
debe a la naturaleza quimica, fisica y textura del suelo. La atrazina también puede ser
degradado por accion quimica o fisica como por la luz; la degradacion fisica-quimica
es minima comparado a la degradacién por microorganismos de suelos. La dificil
degradacion de la atrazina, sumado a los suelos sobreexplotados por la agricultura, y
a su poca solubilidad en agua, convierte a esta molécula en un xenobiético con alto
poder de contaminacion ambiental. Por otra parte, se considera que la retencion de la
atrazina a la matriz del suelo, es un mecanismo que puede provocar una reduccion de
su mineralizacién (Blumhorst y Weber, 1994). Los estudios de Shapir et al. (2000),
confirman esta relacién inversa entre retencion y mineralizacion, que se basa en que
las bacterias atacan sustratos solubles, de modo que cualquier proceso que reduzca la

accesibilidad, reduce la mineralizacion.

Los s-triazinicos son herbicidas que por su naturaleza quimica pueden escurrirse y
filtrarse por los suelos adquiriendo una gran movilidad que les permite alcanzar
depositos y corriente de agua subterranea. Motivo por el cual se ha detectado la

presencia de trazas de triazina en agua potable en muchos paises, obligando a sus



autoridades, organismos no gubernamentales y organismos gubernamentales a tomar
medidas y politicas que permiten un mejor control. El Peru tiene cultivos de maiz, cafia
de azlcar entre otros que utilizan atrazina como herbicida pre y postemergente, a lo
largo de la costa centro y norte del pais cuyos riegos son favorecidos por los rios de la
cuenca hidrogréfica del pacifico, pozos, corrientes subterraneas como la capa freatica.
Esta disposicién geogréfica sumado a la movilidad de la atrazina aumenta los riesgos
de una probable contaminacion de mayor distribucion. La movilidad de este herbicida
se ve afectada por la presencia de materia organica en los suelos y la fraccion
inorganica como es la arcilla que aumentan la adsorcion de los suelos. Sin embargo el
deterioro de los suelos por el uso excesivo de fertilizantes quimicos y monocultivos
han empobrecido estos terrenos favoreciendo la movilidad de este quimico (Hang y

Sereno, 2002; Gonzéales-Marquéz y Hansen., 2009).

La atrazina tiene un impacto negativo en el medio ambiente al reducir las
poblaciones producto de la desmasculinizacion de algunos peces y anfibios. También
su efecto herbicida permite eliminar todo tipo de vegetacion nativa y algas. Todo esto
sumado a su capacidad de ser disruptor hormonal en humanos clasificado por la EPA,
lo convierte en una necesidad prioritaria de encaminar esfuerzos para impulsar la
investigacion que procuren herramientas biotecnolégicas para aminorar los impactos

negativos de este compuesto quimico (Hayes et al., 2010; Loprieno et al., 1980).

En nuestro pais, no se ha aislado microorganismos con capacidad de
biorremediacion de herbicidas s-triazinicos; sin embargo el uso de estos herbicidas
datan desde la década de los 70, y se desconoce el grado de contaminacion por la
ausencia de monitoreos a corrientes o depoésito de agua subterranea y agua potable
en zonas aledafias al uso de estos quimicos. Estos microorganismos se encuentran
habitando en suelos agricolas por décadas de tratamiento de herbicidas s-triazinicos,

que les ha permitido desarrollar la capacidad para degradar dicho compuesto quimico,



y utilizarlo como Unica fuente de carbono y nitrdgeno. Es poco frecuente que una sola
especie de microorganismos domine y degrade este compuesto en suelos, por lo que
la degradacion es generalmente producto de la evolucién en el tiempo y en el espacio,

de la abundancia y actividad, de distintos tipos de microorganismos.



Il.- MARCO TEORICO
2.1 Herbicidas utilizados en el cultivo del maiz.
2.1.1 Generalidades.

El maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las gramineas. Este cereal es una
especie que presenta gran cantidad de variedades, que suelen clasificarse atendiendo
a la duracion de su ciclo vegetativo (Martinez et al., 1996). En el Pera hay una gran
diversidad y amplia distribucion de las razas de maiz cultivadas en las 24 regiones
siendo el maiz gigante del Cuzco y el maiz morado los que mas se exportan, esta
amplia distribucién del cultivo permite aproximar la distribucion del uso de herbicidas

triazinicos en nuestro pais que carece de un monitoreo (Anexo 3).

Para la siembra del maiz es necesaria una temperatura media del suelo de 10°C, y
para su crecimiento son necesarias temperaturas entre 24°C y 30°C. Ademas requiere
unas elevados volimenes de agua, asi el maiz es un cultivo propio de los valles o de
los climas tropicales humedos de la costa centro y norte del Pera. La gran variedad de
climas y pisos altitudinales de nuestro pais, le permiten una amplia distribucién
geografica. Se adapta a muy diferentes suelos, generalmente con un pH comprendido

entre 6y 7.

En siembras tempranas, cuando el desarrollo del maiz es lento en su principio,
porque las temperaturas no son elevadas, la competitividad de las malas hierbas es
mayor que en situaciones mas calidas. En cuanto a la reduccién cuantitativa del
rendimiento debido a las malas hierbas, existe numerosa informacion que indica que
esta reduccién es importante. Por ejemplo en el valle del Ebro se realizé un estudio
comparativo en una zona poco infestada, 25 plantas por metro cuadrado de malas
hierbas, y se comprob6 que un tratamiento preemergencia, con una gran variedad de
herbicidas como se aprecia en la Tabla 1, aumentaba el rendimiento de la cosecha en

un 14% (Martinez et al., 1996).



Tabla 1. Herbicidas empleados en el control de las malas hierbas del maiz (Martinez

et al., 1996).

Alacloro

Alacloro + atrazina

Alacloro + linurén

Ametrina

Atrazina

Atrazina + simazina

Bentazona

Bentazona + atrazina

Bromoxinil

Butralina

Cianazina

Cianazina + atrazina

Dimetenamida
Dimetenamida + atrazina
EPTC + atrazina + AD
EPTC + atrazina + dialamida
Etalfluralina

Fluroxipir

Linurén

MCPA

Mecoprop

Mecoprop-p
Metobromurén

Metolacloro

Metolacloro + atrazina
Metolacloro + prometrina
Nicosulfurén

Paraquat
Pendimetalina
Pendimetalina + linurén
Piridato

Piridato + atrazina
Rimsulfurén

Simazina

Sulcotriona

Terbutrina + atrazina

Vermolato + dialamida

2.1.2 Herbicidas triazinicos.

Las triazinas son compuestos heterociclicos nitrogenados con una alta persistencia

al ser degradado en la naturaleza, y la mayoria de ellas son moléculas simétricas

usadas para el control de hierbas dafiinas, debido a su capacidad de inhibir la

fotosintesis. Estos compuestos quimicos son un grupo de herbicidas quimicos

registrados e introducidos en 1954 como herbicidas, y son sustancias ampliamente

utilizadas en todo el mundo (Figura 2 y Tabla 2). El primer producto ensayado fue la

clorazina, utilizada en la destruccion de la vegetacion espontanea que crecia en los

cultivos de algodon, tomate, maiz, cebollas y patatas. Posteriormente fueron

introducidas otras triazinas como la simazina, atrazina, propazina y la prometrona, que




se caracterizan por ser selectivas y a diferencia de los derivados de fenoxiacidos y

carbamatos, no dafan la germinacion de semillas (Radosevich et al., 1995).

El anillo heterociclico de s-triazina, se encuentra como constituyente de herbicidas,
colorantes y explosivos (Seffernick et al., 2002). La estabilidad de las s-triazinas se
puede explicar por la configuracion electronica del anillo heterociclico parecida a la del

benceno.

R 3 N Ro

Figura 2. Estructura general de las s-triazinas.



Tabla 2. Grupos funcionales, formulas quimicas, y abreviaciones para atrazina y otros

derivados s-triazinas (Radosevich et al., 1995).

Grupo funcional

Nombre quimico

Nombre comun *

R1 | R2 R3
Cl | C,HsH C;H,NH 2-Cloro-4-etilamino-6- Atrazina
isopropilamino- s-triazina (CIET)
Cl | NH, C;H;NH 2-Cloro-4-amino-6-isopropil- Dietilatrazina
amino- s-triazina (CIAT)
Cl | C,HsNH | NH, 2-Cloro-4-etilamino-6-amino- s- Diisoprilatrazina
triazina (CEAT)
Cl | NH, NH, 2-Cloro-4,6-diamino- s-triazina Dietilisopropilatrazina
(CAAT)
Cl | OH NH, 2-Cloro-4-hidroxi-6-amino- s- NA
triazina
(CAOT)
Cl | OH OH 2-Cloro-4-dihidroxi -s-triazina NA
(COOT)
OH | OH NH, 2,4-dihidroxi -6-amino-s-triazina NA
(OAOT)
OH | CoHsNH | C3H/NH 2-Hidroxi-4-etilamino-6- Hidroxiatrazina
isopropilamino- s-triazina (OIET)
OH | NH, C;H;NH 2-Hidroxi-4-amino-6-isopropil- Deetilhidroxiatrazina
amino- s-triazina (OIAT)
OH | NH, NH, 2-Hidroxi-4,6-diamino- s-triazina Amelina
(OAAT)
NH,| NH, NH, 2,4,6-Triamino - s-triazina Melamina
(AAAT)
OH | OH OH 2,4,6-TriHidroxi- s-triazina Acido cianurico
(OIAT)

"NA, no aplicable
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2.2 Atrazina
2.2.1 Caracteristicas

La atrazina fue patentada por primera vez en 1958, y desde entonces ha sido
ampliamente utilizada como un efectivo herbicida para controlar o evitar el crecimiento
de malezas en cultivos de maiz, sorgo y cafia de azlcar, entre otros; asi como las
plantaciones de pinos, en areas reforestadas y a lo largo de carreteras o vias de

ferrocarril como en EEUU y Europa.

La atrazina es un compuesto ciclico heterogéneo, y pertenece a la familia de las s
+ triazinas. Ingresa a la planta a través de las raices para acumularse en los
meristemos apicales y las hojas, bloqueando la transferencia de electrones entre las
plastoquinonas QA y QB durante la reaccion de Hill, provocando la inhibicién de la
fotosintesis de hidratos de carbono y la acumulacién del diéxido de carbono en las
hojas, que deriva en el dafio de estomas y en la inhibicion de la transpiracién (Tafoya,
2008). Es uno de los herbicidas mas usados en EEUU, la regién de América Central y

el Caribe (Davidson, 2005).

Mas del 40% de la producciéon y consumo a nivel mundial de los plaguicidas
corresponde a los herbicidas, y s6lo en EEUU, que es el mayor consumidor de
plaguicidas, el 70% de los plaguicidas utilizados son herbicidas. Estados Unidos es el
mayor consumidor de atrazina a nivel mundial. La Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente de Estados Unidos (EPA) estimé que entre 31 y 35 millones de kilogramos
de atrazina fueron empleados en cultivos agricolas de ese pais en los afios de 1987,
1993 y 1995 (IARC, 1999). En América del Sur y Centro América el uso de la atrazina
va en aumento, y es uno de las regiones que mas importan y formulan, después de
EEUU. La comercializacion de la atrazina ha llegado a mas de 80 paises. En el Perq,
el uso de este herbicida se ha incrementado en cultivos de cafia de azlcar, maiz,

palmera aceitera y otros cultivos, siendo su mayor uso en la costa, en donde la
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agricultura se encuentra mas desarrollada y tecnificada que en la selva y la sierra. En
el Peri se han registrado 23 productos comerciales de herbicidas que presentan
atrazina como principio activo, con tres tipos de formulaciones y acabado final como:
polvo mojable, suspensién concentrada y granulos dispersables (Anexo 05 y Tabla 4).
Estos productos son importados para utilizarlos principalmente en cultivos de sorgo,
maiz y cafia de azlcar. Dentro de esta gama de productos, el Gesaprim 90 WG es la
formulacion que tiene el méas alto porcentaje de principio activo de atrazina (90%), en
el mercado peruano, y se usa para combatir a Cenchrus echinato, Euphorbia sp,
Portulaca oleracea, Eleusine indica, Datura stramonium, Amaranthus dubius, A. viridis,
A. spinosus (Tabla 3). Ademas, el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) lo
registra como ligeramente toxico, y es importado por la empresa Syngenta Crop

Protection S.A. sucursal del Perd.

Gesaprim 90 WG ejerce una buena accion herbicida en pre-emergencia y en post-
emergencia temprana de las malezas, esto es, desde la emergencia hasta cuando
alcancen un desarrollo médximo de 5 +10 cm de altura. Malezas mas desarrolladas

habran ya perjudicado el cultivo y/o requeriran dosis mas elevadas (ATSDR, 2003).
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Tabla 3. Recomendaciones de uso de Gesaprim 90 WG para los cultivos de maiz,

sorgo y cafia de azucar (ATSDR, 2003).

Cultivo Malezas Dosis (Kg/H a)

Maiz Chamico (Datura stramonium) 1-2

Yuyo (Amaranthus spp.)

Sorgo Pata de gallina (Eleusine indica) 1-2

Verdolaga (Portulaca oleracea)

Cafa de Azucar Cadillo (Cenchrus echinatus) 2

Lechera (Euphorbia spp.)
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90% de atrazina (ATSDR, 2003).

Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas del herbicida Gesaprim 90 WG que contiene

PROPIEDAD CARACTERISTICAS
Aspecto Granulos.
Color Granulos beige a café, grisaceos; olor débil y

suave, levemente dulce.

Estado fisico

Sélido

Punto de inflamacién

No aplicable, dada la naturaleza de la

formulacioén

Inflamacién

Practicamente no inflamable (1.2%)

Propiedades oxidantes

No oxidante

Propiedades explosivas

No es explosivo

Sensibilidad a la Friccién

No es sensible a la fricciéon

Sensibilidad al Shock

No es sensible al shock

Descomposicidn espontanea

Puede ser excluida, de acuerdo a la naturaleza

de la descomposicion térmica (20°C)

Densidad aparente

0.40 -0.45 gr/cm?®

Viscosidad No aplicable, dada la naturaleza de la
formulacion
Valor de pH 6-10 (1%en agua destilada)

Tensioén superficial

34.2 mN/m (35 g/l en agua destilada a 20°C)

50.5 Mn/m (1 g/l en agua destilada a 20°C)

Solubilidad/Miscibilidad en agua

Miscible en agua.
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2.2.3 Impacto en el ambiente y la salud.

La atrazina ha sido clasificada como un pesticida de uso restringido en Estados
Unidos, debido a su potencial para contaminar aguas subterraneas. La EPA ha
establecido un limite recomendado de hasta 3 microgramos por litro en agua
proveniente de capas freaticas que se utilicen para el consumo humano (Economic

Commission for Europea, 1992).

Estudios epidemiolégicos relacionan el incremento de la exposicion a cuatro
plaguicidas frecuentemente usados (atrazina, 2,4-D, glifosato y diazinon) con un
incremento en el riesgo de contraer cancer (no-Hodgkin linfoma, de ovario, cancer de
pecho, cancer cerebral y leucemia) (Sexena y Mani., 1985). Este herbicida ha sido
clasificado dentro del Grupo C, que son considerados como posibles carcin6genos en
humanos (Loprieno et al., 1980). Esta clasificacién fue confirmada por Birardar y
Rayburn en 1995 al observarse dafios en el cromosoma en las células del ovario del
hamster chino, expuestas a 0.005 a 0.080 uM de atrazina durante dos dias (Ralebitso
et al., 2002). Los estudios en seres humanos indican que puede haber una conexion
entre el uso de atrazina y ciertos tipos de cancer, pero la informaciéon no ha sido
suficientemente especifica para establecer una conexion definitiva entre atrazina y
cancer. Otros estudios adicionales en animales no encontraron aumentos en tasas de
cancer asociados con atrazina. Basado en evidencia en animales, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha determinado que la atrazina
no es clasificable en cuanto a carcinogenicidad en seres humanos (ATSDR, 2003).
Para proteger a los trabajadores de la posibilidad de que la atrazina produzca cancer,
distintos organismos como La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional
(OSHA) e Instituto Nacional para la Salud y Seguridad en el Trabajo (NIOSH) han
establecido un limite de 5 mg de atrazina por metro cubico de aire en el ambiente de
trabajo durante una jornada de 8 y 10 horas diarias. La Agencia para la Proteccion

Ambiental (EPA) recomienda una cantidad maxima de atrazina en el agua potable de 3
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Mg/L y en los alimentos varia entre 0.02 y 15 partes de atrazina por millon de partes de

alimentos (ATSDR, 2003).

La atrazina, ha sido identificada como disruptor endocrino, por muchas
organizaciones entre ellas la Agencia Ambiental del Reino Unido (UK EA) como el
Fondo Mundial para la Naturaleza (WWF), que lo incluye en la lista de plaguicidas
reportados con efectos de disruptor endocrino (Anexo 4). Los disruptores endocrinos
tienen efectos alin en concentraciones tan bajas como partes por trillén, por esta razon
las evaluaciones de riesgos calculadas a partir de la extrapolacion de dosis altas para
identificar dosis seguras no son confiables (Bejarano, 2002). Estudios desarrollados en
ranas determinaron que bajas concentraciones de atrazina logran alterar la
diferenciacion gonadal y la metamorfosis en el desarrollo del anfibio (Langlois et al.,

2010).

Con respecto a su persistencia en el ambiente, se ha reportado que la atrazina es
movilizada desde el suelo hacia arroyos u otros cuerpos de agua y que permanece por
mucho tiempo debido a su degradacion lenta. También se acumulara y persistira por
tiempo prolongado en el agua subterranea. Este es uno de los motivos por el cual se
encuentra frecuentemente en muestras de agua tomadas en pozos de agua potable de
ciertas regiones agricolas. Su degradacién es mucho mas lenta que otros herbicidas
triazinicos, debido a que su estructura simétrica le confiere tal propiedad. Este
herbicida presenta una vida media de 60 a 100 dias y junto al glifosato y flufosinato
son los herbicidas de alto riesgo. La atrazina por las caracteristicas ya mencionadas,
ha sido clasificada como un pesticida de uso restringido en Estados Unidos, debido a
su potencial para contaminar aguas subterrdneas. En Europa por sus efectos
ambientales y en cumplimiento de las normas rigurosas de la Unién Europea sobre el

agua potable, ha sido prohibido en lItalia, Alemania, Suecia, Paises Bajos, Austria,
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Hungria y severamente restringida en el Reino Unido (La lista de Lista, 2009; RAPAL,

2009).

A pesar de que numerosos estudios han demostrado los efectos dafiinos de la
atrazina sobre la salud humana y en el ambiente, la EPA, ha decidido no restringir ain
el uso de esta sustancia (NRDC, 2003) y la considera en un proceso de Revisién

Especial que ya data desde 1994.

2.3 Tratamiento para la remediacién de herbicidas triazinicos.
2.3.1 Tratamiento fisicoquimico

El uso de estos métodos se fundamenta debido a que los anillos de las s-triazinas
presentan electrones n que se tienden a localizar cerca de los atomos de nitrégeno.
De esta manera, los atomos del anillo son susceptibles a un ataque nucledfilo debido a
gue son deficientes en electrones. Esto indica que la oxidacién puede ser un buen

método de tratamiento, debido a ello se utiliza ozono y peréxido (Hessel et al., 1993)

Muchos herbicidas absorben luz en el rango espectral UV y pueden ser por lo tanto
degradados a través de la accién de la luz UV (Frimmel, 1992). Especialmente el uso
de procesos combinados entre luz UV con oxidantes clasicos (Os, H,0O,) para eliminar
sustancias toxicas durante el tratamiento del agua viene mostrando resultados muy

promisorios (Glaze et al., 1987; Hessel et al., 1993).

2.4 Biodegradacion de atrazina.

Se han reportado investigaciones sobre la biodegradacién de la atrazina por
aislados bacteriano como Pseudomonas sp. (Mandelbaum et al., 1995; Katz et al.,
2001), Rodococcus rhodochrous (Jones et al., 1998), Acinetobacter spp. (Singh et al.,
2004), Aerobacterium sp., Microbacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus sp.,

Deinococcus sp. y Delftia acidovorans; asi como consorcios de especies que incluyen
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Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium

radiobacter,

Caulobacter crescentus,

Pseudomonas putida, Sphingomonas yaniokuyae, Nocardia sp., Rhizobium sp.,

Flavobacterium oryzihabitans y Variovorax paradoxus (Smith et al., 2005) (Tabla 5).

Tabla 5. Algunas cepas bacterianas que catabolizan atrazina (Tafoya, 2008; Relebitso-

Senior et al., 2002).

Cepa

Producto final

Mineralizacion

Pseudomonas sp.

Dietilatrazina +diisopropilatrazina

Rhodococcus sp. cepa B-30

Pseudomonas sp. cepa YAYA6 CO, +
Pseudomonas sp. cepa ADP CO, + NH +
Rhodococcus sp. cepa N186/21 Hidroxiisopropilatrazina -
Ralstonia M91-3 Biuret+CO,+NH +
Rhizobium sp. Hidroxiatrazina -
Agrobacterium radiobacter J14A CO, +
Clavibacter michiganese ATZ1 Hidroxiatrazina+ N-etilamelida -
Pseudomonas sp. Cepa CN1 Acido cianurico+ CO, +
Neocardioides sp. Hidroxiatrazina + N-etilamelida -
Pseudoaminobacter sp. CO, +
Stenotrophomonas sp. Da-16 Biuret+CO,+NH +
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El metabolismo de la atrazina se inicia con una reacciéon de hidrélisis en la que
ocurre la deshalogenacién del herbicida, produciéndose hidroxiatrazina. La alta
especificidad de las enzimas AtzA (o TrzN), AtzB y AtzC, les permite actuar sobre
compuestos s-trazinicos especificamente, para metabolizarlos hasta acido cianarico, el
cual puede ser transformado por numerosas enzimas de menor especificidad (Shapir
et al., 2007). La enzima AtzD (cianurico hidrolasa) ha mostrado tener actividad sobre
acido cianurico y &cido N-metil isocianurico (Fruchey et al., 2003.) y su homodloga
funcional la enzima TrzD soélo presenta actividad sobre el acido ciandrico (Karns,

1999).

La enzima AtzD actla en conjunto con AtzE y AtzF para hidrolizar el acido
cianurico, obteniéndose un total de tres moles de diéxido de carbono y tres moles de
amonio. Se reportd que Pseudomonas sp. ADP, aislada de suelos contaminados con
atrazina, la mineraliz6 completamente hasta diéxido de carbono y amonio
(Mandelbaum et al., 1995). Esta mineralizacion mediada por Pseudomonas sp. ha sido
muy estudiada, determindndose que este microorganismo posee seis genes (atzA,
atzB, atzC, atcD, atzF y atzF) en el plasmido natural pADP-1 (Fialo, 2004) y dichos
genes codifican las enzimas involucradas en la mineralizacion del herbicida. La
mineralizacién completa por Pseudomonas sp. ADP que porta el plasmido catabdlico
Padp-1, ya ha sido determinada (Martinez et al., 2001) y los resultados obtenidos
indican que el pldsmido contiene 104 marcos de lectura abierta que intervienen en
funciones como: catabolismo, transposicion y mantenimiento, transferencia y

replicacion del pladsmido (Davidson, 2005).
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2.5 Métodos empleados para la cuantificacion de atrazina
2.5.1 Método espectrofotométrico por UV.

La presencia de atrazina es cuantificada por espectrofotometro UV a una longitud
de onda de 221 nm, previamente diluido y filtrado. Rangos menores a 40ppm es
cuantificable. Es un método que presenta muchas limitaciones debido a ello se
recomienda realizar la cuantificacion por HPLC para una mayor precision (Tafoya,

2008; Guevara-Almaraz, 2010).

2.5.2 Método espectrofotémetro para acido ciandrico.

La presencia de &cido cianurico se cuantifica segun el método estandar 8139, que
se basa en la reaccion del reactivo melanina con el anillo heterociclico del acido
cianarico que es cuantificado por espectrofotometria medido a 480nm de longitud de

onda. El rango de deteccion es de 5 a 50 mg/L (HACH, 1989).

2.5.3 Método turbidimé trico para &cido ciandrico.

El método turbidimetro deriva del método estandar 8139, que cuantifica la
presencia de acido cianurico por la turbidez que genera en los medios al reaccionar el
reactivo melanina con las moléculas del acido cianurico, que es detectado a 520-525

nm de longitud de onda. El rango de deteccién es de 7 a 55 mg/L (HACH, 1989).

2.5.4 Método de cuantificacion de atrazina en agua por inmunoensayo.

Se basa en el método 4670 validado por la EPA (2007), es un método que consiste
en calcular el cambio de coloracion en el tubo que contiene anticuerpos enzima-
atrazina unidos a su superficie con perlas magnéticas; ademas contiene un croméforo
cuyo cambio en la coloracién es detectada por espectrofotbmetro a una longitud de
onda de 660nm. La concentracion de atrazina es inversamente proporcional a la

absorbancia detectada (Schipper et al., 1997) (Tabla 6).
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2.5.5 Método de cuantificacion de atrazina con trazador radiactivo.

Es un método utilizado para evaluar la biodegradacion in situ de suelos y su
capacidad de absorcion. Este método consiste en la formulacion de una molécula de
atrazina cuyo anillo y/o moléculas de carbono son marcados con is6topos radiactivos
de carbono (**C). Para la cuantificacion de carbonos consumidos por los
microorganismos se utiliza un equipo de centello liquido (LS 6500 Beckman Coulter),
que cuantifica las emisiones de la radiacion beta. La eficiencia del equipo es de 96.5%

(Gonzéles-Marquéz et al., 2009).
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Tabla 6. Porcentaje de reactividad de la atrazina en relacion con otras moléculas

triazinicas (EPA, 2007)

Xenobidticos Numero de CAS Porcentaje de Reactividad
Relativo para atrazina

Atrazina 1912-24-9 100
Ametrina 834-12-8 185

Prometrina 7287-19-6 113
Propazina 139-40-2 97
Prometon 1610-18-0 32
Di-etilado atrazina 6190-65-4 22
Simazina 122-34-9 15
Terbutrina 886-50-0 13
Terbutilazina 5915-41-3 5
Hidroxi atrazina 2163-68-0 0.5
Di-isopropilado atrazina 1007-28-9 0.3

Cianazina 21725-46-2 <0.1
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l1l.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
3.1 Hipdtesis.

Existen consorcios de microorganismos de suelos agricolas en nuestro medio, que
tienen la capacidad de biodegradar compuestos ciclicos heterogéneos como la

atrazina.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente y evaluar la capacidad de degradar la atrazina por

bacterias aisladas de suelos agricolas.

3.2.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar consorcios bacterianos que utilizan atrazina como Unica fuente de

carbono y nitrégeno.

2. Determinar la cinética de crecimiento en atrazina de los consorcios de mejor

rendimiento en biodegradar atrazina.

3. Determinar la cinética de degradacion de la atrazina por métodos

espectrofotométricos.

4. Determinar la relacion filogenética de las cepas seleccionadas frente a secuencias
disponibles en las bases de datos mediante el andlisis de las secuencias del gen

ribosomal 16S.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion de la zona de muestreo

Las muestras fueron tierra provenientes del terreno de experimentacion agricola de
la Unidad de Programa de Maiz de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM), ubicado en el distrito de La Molina del departamento de Lima, a 500
m.s.n.m. En este terreno experimental se tiene méas de dos décadas aplicando
fertilizantes, plaguicidas y herbicidas con especial énfasis en la familia de los s-

triazinicos como la atrazina, por ser de mayor uso en el cultivo de maiz (Fig. 3).

Figura 3. Terreno agricola de experimentacion del Programa de Maiz de la UNALM y

lugar de procedencia de las muestras del presente estudio, colectadas el marzo del

2012.
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4.2 Toma de muestra y transporte

En todos los casos las muestras fueron colectadas en bolsas estériles y
herméticas, tomadas en 8 puntos escogidos estratégicamente en el terreno
muestreado de los cuales se obtuvo 11 muestras de 50 gr y transportadas a
temperatura ambiente (25°C) al Laboratorio de Microbiologia Molecular vy
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos para su posterior analisis.

Los 8 puntos de muestreo fueron codificados en orden alfabético A, B, C, D, E, F,
G, H, alos que, dependiendo de la profundidad, se afiadi6 la siguiente codificacion: (S)
para 10 cm; (CS) para 20 cm; (I) para 30 cm de la superficie. A todas las muestras se
les determind su pH y Conductividad Eléctrica empleando un pHmetro y conductimetro
marca Hanna. El muestreo fue distribuido al azar y con una separacion de 3 m de

radio por campo muestreado (Tabla N°7).

Tabla 7. Datos codificados de las muestras realizadas en relacion a su orden y

profundidad
MUESTRA | PROFUNDIDAD
1 Al 30 cm
2 AS 10 cm
3 BS 10 cm
4 C 20 cm
5 DI 30 cm
6 DCS 20 cm
7 20 cm
8 20 cm
9 20 cm
10 HI 30 cm
11 HCS 10 cm
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4.3 Seleccion de consorcios microbianos resistentes a atrazina.

Las muestras de suelo fueron pesadas y sembradas al 1% en medio minimo MS
de Souza et al.,, (Anexo 1) con una concentracion final de 100 mg/L del herbicida
Gesaprim 90 WG, previamente lavado y decantado con solucién salina, que es el
herbicida con mayor concentracion de atrazina en el mercado peruano, utilizado como
Unica fuente de carbono y nitrégeno. El pH del medio fue ajustado a 6.5 con hidréoxido

de sodio (NaOH).

Las muestras fueron cultivadas en 100 mL de medio liquido MS por 15 dias a
temperatura ambiente en agitacién constante a 180 rpm. Luego se traspasé 1 mL a
nuevos medios MS manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Este proceso fue
desarrollado 4 veces, hasta observar el aclaramiento del medio, que fue medido por

espectrofotometria a 600 nm.

4.4 Evaluacion de consorcios microbianos resistentes a atrazina.
4.4.1 Cinética de aclaramiento en medio liquido MS.

Los consorcios seleccionados fueron evaluados durante 6 dias y ordenados de
acuerdo a su capacidad de producir cambios en el medio por la desaparicion de la
turbidez producida por la atrazina, que fue medido de manera indirecta,
cuantitativamente por espectrofotometria a 600 nm de longitud de onda. De igual
manera se comprobo la presencia de crecimiento de los consorcios. Las condiciones

de cultivo fueron las mismas que se detallé en 4.3.
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4.4.2 Determinacion de halos de degradacion de los consorcios.

Esta metodologia fue implementada al adicionar 1 mL de acetona con 10 g/L de
atrazina diluida, sobre medio minimo sélido MS con la mezcla de glucosa y sin
glucosa, que al evaporarse el solvente, la atrazina reviste la superficie del medio base
homogéneamente como un fino manto blanco. Los consorcios fueron reactivados por
72 horas, luego sembrados por moteado y por triplicado en medio sélido MS revestido
con atrazina, e incubados a temperatura ambiente por 12 dias. La presencia de areas
de aclaracion y la aparicion de colonias confirman la adaptabilidad de los consorcios
de microorganismos a altas concentraciones de atrazina y su capacidad de

degradacién. Estos consorcios fueron corroborados con tincion Gram.

4.4.3 Cinética de crecimiento del consorcio Al que degrada atrazina.

El consorcio fue reactivado por 72 horas, luego se inocul6 al 2% en medio MS con
atrazina a 40 y 100 mg/L. El crecimiento de la poblaciéon de bacterias fue determinado
a las 0, 24, 48, 72 y 120 horas, que fue debidamente diluido y sembrado por
diseminacion con 0.1 mL en medio TSA e incubado a temperatura ambiente por 48

horas.

4.4.4 Cinética de degradacion de atrazina del consorcio MIG Al.

El consorcio fue reactivado por 72 horas, luego se inocul6 al 2% en medio MS con
atrazina a 100 mg/L y 40 mg/L e incubadas a temperatura ambiente con agitacion
constante a 150 rpm. Se tomaron alicuotas de 1 mL a las 0, 24, 48, 72 y 120 horas,
gue fueron debidamente diluidas, centrifugadas a 13000 rpm para luego evaluarlo por
absorbancia a 221 nm de longitud de onda por espectrofotometria UV (Tafoya, 2008).
Se trabaj6 sin y con el antimicético ciclohexemide a una concentracion final de 10

mg/L.
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4.4.5 Determinacion de acido cianurico por espectrofotometria.

El consorcio fue reactivado por 72 horas, luego se inoculd al 2% en medio MS con
atrazina a 40 y 100 mg/L e incubadas a temperatura ambiente con agitacion constante
a 150 rpm. Se tomaron alicuotas de 2 mL a las 0, 24, 48, 72 y 120 horas, que fueron
mezcladas centrifugadas a 5000 rpm y mezcladas con el reactivo melanina en relacion
de 2:1. Luego se midi6 la absorbancia por espectrofotometria a 480 nm de longitud de

onda (Galindez et al., 2010; HACH, 1989).

4.4.6 Conservacion y mantencién de los consorcios.

Los consorcios seleccionados fueron reactivados en 100 mL de medio liquido MS a
100 mg/L de atrazina con 180 rpm a temperatura ambiente hasta el aclaramiento del
medio para luego ser guardados en las mismas condiciones sin agitacion, para su
mantenimiento. Este proceso se desarrollé solo 3 veces hasta los 6 meses luego se

renové el medio al traspasarse 5 mL a medio de reciente preparacion.

4.5 Aislamiento de bacterias del consorcio seleccionado
4.5.1 Aislamiento de las cepas bacterianas por enriquecimiento selectivo.

A partir del consorcio seleccionado se realizaron 3 traspasos en las mismas
condiciones de cultivo a 100 mg/L de atrazina en medio MS. Luego se tom6 1 mL del
cultivo y fue diluido en una bateria de solucion salina fisiolégica sembrandolo por
diseminacion 0.1 mL de cada diluyente en placas con medio TSA. Los cultivos fueron

incubados a temperatura ambiente por 48 horas.

Las colonias diferentes fueron resembradas en TSB por 24 horas y sembradas

individualmente en placas TSA para estudios microbiolégicos.
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4.5.2 Identificacidbn macroscopica y microscopica de las cepas aisladas.

Las cepas aisladas fueron reactivadas en medio TSB por 24 horas, para ser
sembradas en placas con medio TSA y medio so6lido MS con 0.3% de glucosa como
fuente de carbono y 1% de sulfato nitrico como fuente de nitrdgeno. Se determind en
TSA y MS en medio sélido la forma, borde, elevacion, pigmentacion, textura, tamafio
de las colonias, velocidad de crecimiento de las colonias seleccionadas, entre otros.
En medio TSB se control6 la velocidad de crecimiento, caracteristicas culturales como

presencia de pelicula, sedimento, turbidez, y anillo de las colonias.

Tincion Gram se realiz6 tomando alicuotas de las cepas previamente reactivadas
en TSB por 14 horas, para luego fijar la muestra en laminas por secado, adicionando
una bateria de reactivos con tiempos determinados en el siguiente orden: azul cristal
violeta, 1 min; lugol, 1 min; alcohol acetona, 30 seg; y safranina, 1 min. Se determiné

la morfologia de las bacterias seleccionadas, el tipo de tincién de pared celular.

4.5.3 Identificacion bioquimica de las cepas aisladas.

Se realizaron las pruebas de Oxidasa, Catalasa, Citrato, SIM (H,S, Indol,
Motilidad), LIA (Lisina, Hierro Agar), TSI (Triple Azucar Hierro), para determinar el
metabolismo de los microorganismos seleccionados. Finalmente identificar
molecularmente y sembrar los microorganismos identificados en medios especificos
como método confirmatorio y distintivo para los diferentes géneros (De Vos et al.,

2009; Brenner et al., 2005; Camacho y Hernandez, 2002).

4.5.4 Conservacion de las cepas aisladas.

Se reactivaron las cepas bacterianas aisladas del consorcio MIG-Al, en medio TSB
con atrazina a 20 mg/L, por 24 horas a temperatura ambiente, luego se traspasé 500

uL del cultivo en tubos microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad en relacién 1:1 con
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glicerol. Fue conservado a -20°C. Paralelo a ello se sembraron en ceparios de TSA

con atrazina a 20 mg/L.

4.6 Biodegradacién de la atrazina por las cepa bacteriana MIG Al 2.
4.6.1 Evaluacioén de la solubilizacion de la atrazina en medio liquido.

La cepa MIG-AI/2 se reactivd en medio TSB por 24 horas. Luego fue lavada con
solucion salina al 0.89% de CINa, y sembradas al 1% a 0.5 escala McFarland, en
medio liguido MS con atrazina a 100 mg/L. La cepa fue evaluada durante 6 dias y
ordenadas de acuerdo a su capacidad de producir cambios en los medios por la
desaparicion de la turbidez producida por la atrazina, que fue medido cualitativamente
al observarse un aclaramiento del medio, y cuantitativamente al evaluar por

espectrofotometria a 600 nm de longitud de onda.

4.6.2 Crecimiento en medio soélido revestido con atrazina.

Esta metodologia fue implementada al adicionar 1 mL de acetona con 10 g/L de
atrazina disuelta, sobre medio sélido MS que al evaporarse el solvente, la atrazina
reviste homogéneamente la superficie como un manto blanco. La cepa bacteriana MIG
Al 2 fue sembrada por moteado y por triplicado e incubadas a temperatura ambiente
por 12 dias. La presencia de colonias indica su resistencia y degradacién en las
primeras rutas metabdlicas, pero la formacion de halos de aclaramiento confirmaria su

adaptabilidad a altas concentraciones de atrazina y su capacidad para degradarla.

4.6.3 Cinética de aclaramiento en medio liquido MS de la cepa MIG-Al/ 2.

La cepa bacteriana fue reactivada en medio TSB por 24 horas, luego centrifugada
a 13000 rpm, el precipitado es resuspendido con solucion salina a 0.89%, este

procedimiento es repetido 2 veces. Luego se inocul6 al 1% en medio MS con 100 mg/L
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de atrazina. El aclaramiento fue evaluado -cualitativamente por observacion, y

cuantitativamente por espectrofotometria a 600 nm de longitud de onda durante 6 dias.

4.6.4 Degradacion de atrazina y formacién de &cido cianurico por MIG-AI/2.

El procedimiento de reactivacion de la cepa MIG-Al/2 se especifica en 4.5.4. Luego
se inocul6 al 1% en medio MS con 100 mg/L de atrazina. La degradacion de atrazina
se evalud por espectrometria UV a 221 nm y la presencia de acido cianurico mediante
la reaccion de la solucibn melamine con trazas de &cido cianudrico que surgen en los

medios de cultivo, cuantificandose por espectrofotometria a 525 nm.

4.7 Identificacion molecular de la cepa MIG-Al/ 2.
4.7.1 Extraccion y purificacion del DNA gendmico.

La cepa nativa seleccionada del consorcio MIG-Al, se cultivd en medio TSB por 12,
18, 24 y 48 horas a temperatura ambiente. Para la extraccion de DNA cromosomico se
utilizé la metodologia de Wizard genomic DNA purification kit (Promega®) (Orbegozo

et al., 2008).

4.7.2 Amplificaciéon del gen rRNA 16S.

Se emplearon los iniciadores 27f (5"-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3") y 536R
(5"-GWA TTA CCG CGG CKG CTG-3'); el tamafio del producto de PCR esperado fue
de 500 pb correspondiente al primer tramo del gen rRNA 16S (Abanto, 2008), y se
siguio las indicaciones de la KOD HOT start DNA polimerasa (Novagen®) para la
reaccion de PCR, la cual consistié en: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, 33
ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C por 30 seg, hibridacion a 62°C por 10 seg,

amplificacién a 70°C por 10 seg, y amplificacion final a 70°C por 10 min.
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4.7.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Para visualizar el DNA cromosomal y los productos de PCR se utilizaron geles de
agarosa 1% en amortiguador TAE 0.5X. Las muestras se mezclaron con solucion de
carga (0.25% azul de bromofenol, 40% sacarosa). Se emple6 70 voltios durante una
hora para la corrida electroforética. Como marcadores de estdndares de peso
molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder (Promega®). La tincién se realizé con

bromuro de etidio y las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV.

4.7.4 Secuenciacién del gen rRNA 16S.

La secuenciacién de los amplificados se realizd bajo las condiciones de BigDyeTM
terminator cycling y la corrida utilizando Automatic Sequencer 3730xl de la empresa
Macrogen Korea (http://www.macrogenusa.com). Para ello se envié 50 pL de DNA por

UHDFFLYQ \ ORV LQLFLDGRUHV D XQD FRQFHQWUDFLYQ GH

4.7.5 Analisis molecular.

La secuencia consenso del gen rRNA 16S de la cepa seleccionada fue alineada
con el programa ClustalX 2.0.12 (Thompson et al., 1997). Luego, éstas fueron
comparadas con la base de datos del GenBank/EMBL/DDBJ usando la plataforma del
programa local de alineamiento de secuencias BlastN version 2.0 (Altschul et al.,
1990). Seguido, se realizé un alineamiento mdltiple con el programa Clustal W de
Bioedit 7.0.9 (Hall et al., 1999) con secuencias que presentaron similitud (Valor E)
mayor o igual a 98%, ademas de secuencias de otras especies relacionadas obtenidas
de la base de datos. Luego, los gaps fueron tratados con BioEdit 7.0.9 y finalmente se
construyo el arbol filogenético con el programa Mega 5.0 (Kumar et al., 2008)
empleando el método de Neighbor-Joining con un modelo compuesto de Méaxima

Verosimilitud.
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V. RESULTADOS
5.1. Determinacién del pH de las muestras de suelos.

Los microorganismos degradadores de s-triazinicos, objeto de este estudio se

aislaron de suelos que presentaron pH cercanos al neutro (Tabla 8).

Tabla 8. pH de las muestras de suelos

Numero | Cédigo pH
1 Al 7.23
2 AS 7.42
3 BS 7.25
4 C 7.12
5 DI 6.97
6 DCS 6.98
7 E 7.05
8 F 7.34
9 G 7.26
10 HI 7.13
11 HCS 7.05
Promedio 7.16
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5.2 Selecci 6n de consorcios microbianos resistentes a atrazina.

Los 7 consorcios aclaran los medios liquidos MS con atrazina a 100 mg/L, y se
observa con desaparicion de la turbidez y crecimiento bacteriano que fue corroborado
por la precipitacion de carga bacteriana a los 4 dias en promedio, formando
agregados, producto probablemente de la carencia de nutrientes de los
microorganismos, que fue corroborado con tincibn Gram. De las 10 muestras
analizadas, solo 7 obtuvieron los resultados deseados (MIG-Al, BS, E, G, F, DI, AS),
los 3 restantes MIG-DCS, MIG-HCS+HI y MIG-C mantuvieron la turbidez inicial
después de 14 dias de evaluacion y fueron descartados. Después de 5 traspasos
selectivos, suplementados con atrazina como Unica fuente de carbono y nitrégeno se
obtuvo el orden cualitativo de la degradacién segun el grado de aclaramiento del
medio por el consorcio evaluado. Los consorcios MIG-Al y MIG-BS generaron buen
rendimiento de aclaramiento en comparacion con los otros consorcios (Tabla 9 y

Fig.4).

Tabla 9. Consorcios ordenados por su capacidad de producir aclaramiento

(biodegradacion de atrazina) en los medios de cultivo

ORDEN DE CONSORCIOS
ACLARAMIENTO

1 N MIG-Al

2 MIG-BS

3 MIG-E

4 MIG-G

5 MIG-F

6 MIG-DI

7 MIG-AS

8 MIG-DCS
9 MIG-HCS+HI
10 MIG-C
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oy T

Figura 4. Se muestran los consorcios que mejor aclaran (degradan) la atrazina en
medio MS a 100 mg/L. A) El consorcio MIG-Al muestra un mejor aclaramiento del
medio MS, después de los 4 dias de cultivo, en comparacion a los otros consorcios.

B) Consorcio MIG-BS; C) Control.

Se observé el aclaramiento total en los medios a partir de las 48 a 72 horas para
los consorcios MIG-AIl, MIG-BS, MIG-E, MIG-G, MIG-F, MIG-AS, y MIG-DI. Los otros
3 consorcios restantes MIG-DCS, MIG-C, MIG-HCS+HI, no mostraron aclaramiento
alguno hasta después de los 20 dias. En los consorcios que degradan se aprecio
aclaramiento, seguido de Ila presencia de pequefios conglomerados que

probablemente fueron asociaciones de microorganismos (Fig. 4).
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5.3 Cinética de aclaramiento de los consorcios.

La cinética de aclaramiento de los consorcios fue evaluado cuantitativamente
durante 6 dias. El consorcio MIG-Al manifestdé un mejor rendimiento a las 48 horas,
posteriormente generd un leve aumento de turbidez hasta el cuarto dia, que se debe
al crecimiento microbiano, para finalmente decaer al dia 5 correspondiente, con el
decaimiento de la poblacién microbiana, producto de la escases de nutrientes. Los

demds consorcios presentaron valores aclaramiento posterior a las 72 horas (Tabla 10

y Fig. 5).

Tabla 10. Cinética de aclaramiento de los consorcios, evaluadas por
espectrofotometria con medicién de absorbancias cada 24 horas a 600 nm de longitud

de onda durante 6 dias

$%625%%$1&,% 'ES QP
CONSORCIOS 0 1 2 3 4 5 6
MIG-Al 0.164 | 0.167 | 0.056 | 0.069 | 0.072 0.034 | 0.035
MIG-BS 0.158 | 0.149 | 0.159 | 0.081 | 0.052 0.065 0.072
MIG-E 0.153 | 0.149 | 0.078 | 0.041 | 0.048 0.036 0.033
MIG-G 0.161 | 0.155 | 0.111 | 0.082 | 0.064 | 0.037 0.038
MIG-F 0.162 | 0.159 | 0.103 | 0.075 | 0.024 | 0.016 0.045
MIG-DI 0.172 | 0.176 | 0.102 | 0.069 | 0.083 0.035 0.022
MIG-AS 0.164 | 0.157 | 0.075 | 0.052 | 0.073 0.031 0.029
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Figura 5. Cinética de aclaramiento de los consorcios evaluados durante 6 dias.

5.4 Areas de aclaramiento de los consorcios en medio sélido.

Los siete consorcios evaluados generaron areas de aclaramiento consumiendo
atrazina como unica fuente de carbono y nitrégeno, confirmando su capacidad de
degradacion y adaptabilidad a altas concentraciones. Los consorcios MIG-G y MIG-Al
produjeron aclaramiento a los 4 y 5 dias, con presencia de colonias bacterianas, que

fue corroborado por tincion Gram (Tabla 11 y Fig. 6)
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Tabla 11. Los siete consorcios generaron areas de aclaramiento dentro de los 10 dias
de evaluacion. Los consorcios fueron sembrados por moteado y por triplicado. El

consorcio MIG-Al y MIG-G generaron un rapido aclaramiento dentro de los 4 a 5 dias

AREAS DE ACLARAMIENTO POR DIAS
112 |3 |4 5 |6 |78 |9 |10
CONSORCIOS | Repeticiones
MIG-Al 1 - - - - + |+ [+ [+ [+ [+
2 - - - - - + |+ |+ + +
3 - - - - - + |+ |+ + +
MIG-BS 1 - - - - - - -+ [+ |+
2 - - - - - - - |+ + +
3 - - - - - - - |+ + +
MIG-E 1 - - - - - - - - + |+
2 - - - - - - - |- + +
3 - - - - - - - - - +
MIG-G 1 - - - + + + + |+ + +
2 - - - + + e PR e + +
3 - - - + + e PR e + +
MIG-F 1 - - - - - - - |- + |+
2 I D R - R I - +
3 - - - - - - - - - +
MIG-DI 1 - - - - - - -+ [+ [+
2 - - - - - - - |+ + +
3 - - - - - - - |+ + +
MIG-AS 1 - - - - - - -+ [+ |+
2 A I D - A
3 A I D - A

(+): Presencia de &reas de aclaramiento en la superficie de los medios.
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Figura 6. Areas de aclaramiento en medio solido MS revestido superficialmente con
atrazina. A) Consorcio MIG-Al genera un area de aclaramiento a los 4 dias. B)
Consorcio MIG-G con areas de aclaramiento a los 4 dias. C) Consorcio MIG-E con
areas de aclaramiento a los 10 dias. D) Consorcio MIG-F con areas de aclaramiento y
presencia de colonias de microorganismos, evaluado a los 10 dias. E) Consorcio MIG-
DI se aprecia aclaramiento a los 10 dias. F) Consorcio MIG-AS con éareas de

aclaramiento generadas a los 10 dias.
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5.5 Cinética de crecimiento del consorcio seleccionado.

El consorcio MIG Al en medio liquido MS a 100 mg/L de atrazina, crece
exponencialmente dentro de las 48 horas con una velocidad de crecimiento de 0.312
h™, presentando una disminucién de su velocidad de crecimiento entre las 48 y 120
horas, para finalmente entrar en fase de estacionaria después de las 120 horas.
Cuando el consorcio MIG Al es evaluado en medio liquido MS a 40 mg/L de atrazina,
crece exponencialmente dentro de las 48 horas a 0.32 h™, disminuyendo su velocidad
de crecimiento entre las 24 y 72 horas, para finalmente entrar en fase de latencia a las
72 horas y fase de muerte entre las 72 y 120 horas por ausencia de nutrientes (Tabla

12 y fig. 7).

Tabla 12. Numero de colonias contabilizadas a las 0, 24, 48, 72 y 120 horas. El
promedio y el logaritmo del nimero de colonias por mililitro de cultivo a 100 mg/L y 40

mg/L de concentracion

N° Hrs 100 mg/L 40 mg/L
Promedio | Log[ufc/mL] Promedio Log[ufc/mL]
0 36x10" 2.56 36x10" 2.56
24 65x10* 5.81 78x10* 5.89
48 36x10° 6.56 92x10° 6.96
72 60x10° 7.77 85x10° 7.93
120 90x10° 7.95 29x10° 7.46
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Figura 7. Se muestra la cinética de crecimiento y aclaramiento del consorcio MIG-Al

dentro de las 120 horas.

5.6 Cuantificacion de la degradacion de la atrazina por el consorcio MIG-Al.

El consorcio MIG-Al consume el 70% de atrazina cuando se cultiva a 100 mg/L de
atrazina en 48 horas aproximadamente, alcanzando valores estables después de las
72 horas (Tabla 13 y Fig.8). El consorcio MIG-Al inoculado en medio liquido MS a 40
mg/L de concentracion inicial de atrazina, consume el 18% dentro de las 48 horas,
alcanzando valores estables después de las 120 horas. Estos resultados indican que
el consorcio MIG-Al consume mayor atrazina cuando la concentracion del quimico es
de 100 mg/L en contraste de 40 mg/L probablemente, debido a una mayor poblacion

de microorganismos por mayor cantidad de nutrientes.
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Tabla 13. Monitoreo de la concentracion de atrazina en el cultivo del consorcio MIG-Al

alas 0, 24, 48, 72y 120 horas.

Atrazina Atrazina
Horas | Control | [40 mg/L] | [100 mg/L]
0 98.52 36.15 100
24 99.56 34.43 85
48 97.98 32.82 32.82
72 98.54 21.91 21.91
120 97.69 10.89 10.89
120
100 - o o -0— —0

(0]
o

ATRAZINA (mg/L)
(@]
o

N
o

) \_>I
0 24 48 72 120
Tiempo (horas)

Figura 8. Cinética de degradacion de atrazina por el consorcio MIG-Al en medio MS,
evaluado a 100 mg/L (=d=), 40 mg/L (==) y con un control de 100 mg/L (=#).

Incubado a 28°C y 180 rpm. Promedio de tres repeticiones.
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5.7 Evaluacion de la presencia de acido cianurico por espectrofotometria.

El consorcio MIG-Al al degradar 100 mg/L y 40 mg/L del herbicida presenta una
acumulacion de acido ciandrico gradual entrando en fase exponencial entre el 2y 4
dia, alcanzando la mayor concentracion de acido ciandrico en el 5 dia; donde
consumo de este metabolito por el consorcio bacteriano supera a la generacién de
acido cianurico, entrando a una fase de decaimiento. La produccion de acido cianurico
fue mayor en los medios que presentaron mayor concentracion de atrazina, esto se
debe probablemente a una mayor actividad del consorcio por mayor consumo de

nutrientes y produccién de metabolitos, como se aprecia en la figura 9.
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Figura 9. Cinética de la formacion del acido cianurico a lo largo de la degradacién de

la atrazina del consorcio MIG-Al evaluado a 100 mg/L (=i=) y 40 mg/L (=d=).
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El consorcio MIG-Al al degradar 100 mg/L del herbicida presenta una mayor
actividad de degradacion entre las 24 y 48 horas que es concordante con un mayor
aumento de la poblacién bacteriana. La produccion del 4cido ciandrico supera a su
consumo hasta el quinto dia, siendo acorde con el crecimiento poblacional lento y

gradual entre el 3y 5 dia (Fig. 10).
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Figura 10. Se muestra la cinética de degradaciéon de atrazina (=—#=), cinética de
crecimiento del consorcio MIG-Al (==#=) dentro de los 5 dias, y la deteccién de acido
cianurico (—#—) dentro de los 7 dias. En medio MS con 100 mg/L de atrazina como

Unica fuente de carbono y nitrégeno.

5.8 Aislamiento de bacterias del consorcio seleccionado

El aislamiento de bacterias presentes en el consorcio fue desarrollado dos veces
obteniéndose en el primer aislamiento las cepas MIG-Al/1, MIG-Al/2, MIG-AI/4AG y
MIG-AI/5; en el segundo aislamiento se obtuvo las cepas MIG-AI/24A, MIG-AI/24C,

MIG-AlI/120A y MIG-AI/120B. Los medios de cultivo fueron reactivados en 3
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oportunidades con traspasos sucesivos a nuevos medios, para asegurarse la
presencia de los consorcios, para ser diluidos y sembrados por diseminacién sobre
placas TSA. En el primer aislamiento los consorcios fueron tomados a las 72 horas de
cultivo. En el segundo aislamiento el consorcio fue sembrado a las 24, 48, 72 y 120
horas de cultivo, aprecidndose a 2 cepas abundantes hasta las 24 horas codificados
con MIG-AI/24A, MIG-AI/120B, a las 48 horas predominaron MIG-All24C y MIG-Al/
120B. Posteriores dias se apreciaron solo 2 cepas, la MIG-AI/120A y MIG-Al/120B. En
el aislamiento se observaron pequefias colonias de forma puntiforme con un diametro
menor a 1mm de dificil aislamiento, cuyo crecimiento fue posterior a las 96 horas de
incubacion. Las 8 cepas fueron reactivadas en TSB y sembradas por estriado en TSA

para estudio culturales (Fig. 11 y Fig. 12).

A B

Figura 11. Colonias de las cepas del primer aislamiento crecidas en medio TSA. En A
se observa colonias de la cepa MIG-Al/1. En B se observan las cepa MIG-Al/2. En C

la cepa MIG-AI/AG, y en D la cepa MIG-AI/5.
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Figura 12. Colonias de las cepas del segundo aislamiento crecidas en TSA. En A se
observa colonias de la cepa MIG-AI/24A. En B se observa la cepa MIG-Al/24C. En C

la cepa MIG-AI/120A, y en D la cepa MIG-Al/120B.

5.9 Caracterizacion microscopica y macroscopica de las cepas aisladas.

Las 8 cepas aisladas son bacilos Gram negativos, siendo la cepa MIG 120B un
bacilo corto Gram negativo como se aprecia en la figura 13. Las cepas aisladas fueron
reactivadas en medio TSB y sembradas en TSB y TSA para evaluar sus
caracteristicas macroscopicas, resultado que las cepas MIG-AI/120A, MIG-Al/1 y MIG-
Al/120B crecieron mucho més rapido y mas grandes que las cepas MIG-AI/24A, MIG-
Alf24C, MIG-AI/AG, MIG-AI/2 y MIG-AI/5 (Tabla 14, 15 y 16). Las cepas de forma

puntiformes y de tamafio menor a 1 mm, no fueron capaces de crecer en medio TSB y
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TSA después de las 120 horas, manteniéndose dentro del consorcio en medio MS con

atrazina.

Las caracteristicas culturales de las cepas aisladas fueron: forma circular, borde
entero, elevacion plana, textura cremosa, brillosa de pigmentacion crema con
elevacién plana y entera; a excepcion de MIG 24C que difiere con el borde irregular y

pigmentacion amarilla. (Tabla 14).

MIG-Al/24A MIG-Al/24C MIG-AI/120A

MIG-Al/120B MIG-Al/1 MIG-Al/2

Figura 13. Tincibn Gram de las cepas bacterianas del consorcio MIG-Al. Todas

resultaron bacilos o cocobacilos Gram negativos.
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Tabla 14. Caracterizacion cultural de las cepas aisladas del consorcio MIG-Al en

medio TSA
Cepas bacterianas del consorcio MIG- Al
Fenotipo | MIG-Al/| MIG-Al/| MIG-Al/| MIG-Al/| MIG-Al/| MIG-Al/| MIG-AlI/ | MIG-Al/
24A 24C 120A 120B 1 2 4G 5

Forma | Circular| irregular| Circular| Circular| Circular| Circular| Circular | Circular
Borde entero | lobulado| entero | entero | entero | entero entero entero
Elevacién| plana | elevada| plana plana plana | elevada plana plana
color crema | Amarillo| crema | crema | crema | crema crema crema
textura | cremosal cremosa| cremosal cremosa| cremosa| cremosa| cremosa | cremosa
tamano 2mm Imm 2-3mm | 2-4mm 2mm 2mm 2mm Imm

Luz brillosa | brillosa | brillosa | brillosa | brillosa | brillosa | brillosa brillosa
reflejada

Tabla 15. Crecimiento de las cepas en medio liquido TSB y caracteristica observadas

NUMERO DE HORAS Caracteristicas fenotipicas
CEPAS 12 24 48 72 96
MIG-AI/24A - ++ ++ ++ +++ Sedimento, pelicula y Turbidez
MIG-AI/24C - - + + +++ Sedimento, pelicula y Turbidez
MIG-AI/120A + ++++ | ++++ | +++++ | +++++ | Sedimento, pelicula y Turbidez
MIG-AI/120B + +++ +++ ++++ |+ Sedimento y Turbidez
MIG-AI/1 + ++++ | ++++ | +++++ | +++++ | Sedimento, pelicula y Turbidez
MIG-AI/2 - ++ +++ +++ ++++ | Sedimento, pelicula y Turbidez
MIG-AI/4G - + ++ +++ +++ Sedimento
MIG-AI/5 - + ++ +++ +++ Sedimento, Turbidez y Anillo

* - 6LQ FUHFLPLHQWR 3REUH FUHFLPLHQWR %XBgJXODU

crecimiento.
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Tabla 16. Crecimiento de las

cepas aisladas del consorcio MIG-Al en medio sélido

TSA
NUMERO DE HORAS™
CEPAS 24 48 72 96 120
MIG-Al/24A + + ++ +++ ++++
MIG-AI/24C - - + ++ T+
MIG-AI/120A +++ ++++ ++++ | HHHH+ |
MIG-AI/120B + ++ +++ ++++ ++++
MIG-Al/1 ++ +++ 4+ | | A
MIG-AIl/2 ++ + +4+ +4++ 4+
MIG-AI/4G - + ++ +++ 44
MIG-AI/5 - + ++ +++ +++
*o 6LQ FUHFLPLHQWR SREUH FUHFLPLHQWR
crecimiento.

5.11 Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas.

%XBEIXODL

Siete cepas aisladas al ser sembradas en TSI no produjeron cambio de color,

indicando que son aerobios alcalinos, ademas de ser indol negativo a excepcion de la

cepa MIG-AI/120B que vir6 completamente el color rojo para amarillo, indicando la

utilizacion de los tres azlcares evaluados, como es la glucosa, lactosa y sacarosa; y

fue indol positivo. El medio LIA indicé que todas las cepas aisladas descarboxilan la

lisina, y no reducen las sales de hierro, ni producen &cido sulfhidrico.

Las cepas MIG-Al/24A, MIG-AI/120A, MIG-Al/1 y MIG-AI/5 crecieron en medio

agar cetrimida para Pseudomonas sp. sin producir pigmentacion alguna, como

pioverdina. La prueba de la catalasa que se aprecio al adicionarse H,0, al 3% sobre

muestras de cada cepa, fue positivo para 7 cepas por la formacion inmediata de

burbujas que confirmé produccion de oxigeno y la presencia de la enzima catalasa, a

excepcion de la cepa MIG-AI/24C que fue catalasa negativo (Tabla 17).
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Tabla 17. Pruebas bioquimicas basicas de las cepas aisladas del consorcio MIG-Al en

los medios recomendados

ENSAYOS MIG- | MIG- | MIG- | MIG- | MIG- | MIG- | MIG- | MIG-
Al/ Al/ Al/ Al/ Al/l | All2 Al/ | Al/5
24A | 24C | 120A | 120B 4G
TSI Lactosa - - - + - - - -
Glucosa - + - + - - - -
Sucrosa - - - + - - - -
H,S - - - - - - - -
Gas - - - + - - - -
Indol - - - - + - - _ -
LIA Descarboxila + + + + + + + +
Lisina
Desamina - - - - - - - -
Lisina
H,S - - - - - - - -
SIM Movimiento + + + + + + + +
citrato + - + - + + - -
catalasa + - + + + + + +
McConkey Lac | Lac- | Lac- | Lac+ | Lac- | Lac- | Lac- | Lac-
Cetrimida + - + - + - - +
NP NP NP NP

NP: No pigmentacién pioverdina.
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5.12 Evaluacion de la degradacion de atrazina por las cepas bacterianas.
5.12.1 Evaluacion por aclaramiento y biodegradacion de atrazina.

De las 8 cepas evaluadas, solo la cepa MIG-AI/2 gener6 aclaramiento dentro de
las 72 horas, concordante con la curva cinética de aclaramiento del consorcio que fue
aislado inicialmente. Las demas cepas no fueron capaces de producir aclaramiento
alguno. Sin embargo a los 7 dias de incubacion se aprecian unos artefactos en
suspension de las cepas MIG-Al/24C, MIG-AI/120B sin aclaramiento alguno. A los 14
dias estos artefactos se mantienen y se aprecia un leve aclaramiento que no fue
significativo (Fig.14). Las cepas MIG-AI/24A, MIG-AlI/24C, MIG-AI/120A, MIG-AI/1,
MIG-Al/2, MIG-AI/AG, y MIG-AI/5 no generaron aclaramiento dentro de las 72 horas

de cultivo.
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Figura 14. En A, cinética de aclaramiento que generd la cepa MIG-Al/2 ( —¢=) €N
comparacion al consorcio MIG-Al (=), en medio MS con atrazina (100 mg/L). En B
se muestra el proceso de aclaramiento: 1B, control; 2B, aclaramiento por MIG-Al a los
2 dias de cultivo; 3B, aclaramiento por MIG-Al/24C; 4B, MIG-Al/120B a los 14 dias de

cultivo.
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5.12.2 Evaluacion de la degradacion de atrazina y presencia de acido ciandurico.

Las 8 cepas no degradaron la atrazina y sus resultados no fueron significativos a
los 14 dias. La presencia de &acido ciandrico fue detectado en concentraciones
minimas en los cultivos de las cepas MIG-AI/120B y MIG-Al/2, a los 7 y 14 dias como

se aprecia en la tabla 19.

Tabla 18. Datos de la concentracion de 4cido cianurico evaluados a las 5, 7 y 14 dias

con espectrofotometria a 525 nm para evaluar la presencia de Acido ciandrico

Cepas bacterianas aisladas del consorcio MIG- Al (mg/L)
DIAS | MIG-AI | MIG-Al | MIG-Al | MIG-Al | MIG-Al | MIG-Al | MIG-Al | MIG-AI
124A 124C /120A /120B /1 2 14G /5
0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0.07 0 0.01 0 0
7 0 0 0 0.08 0 0.04 0 0
14 0 0 0 0.23 0 0.16 0 0

La cepa MIG-AI/2 fue cepa Unica de los 8 aislados que generd un aclaramiento
del medio dentro de las 72 horas (Fig. 14); sin embargo, su mantencién en medio TSA

sin atrazina durante 2 meses, degener6 su capacidad degradativa.

5.12.3 Extraccion, amplificacion y secuenciacion del gen rRNA 16S.

Se logr6 extraer satisfactoriamente el DNA de las cepa MIG-AI/2 con el Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega®) a las 14, 18, 24 y 48 horas, y se amplifico
las 500 pb esperadas del gen rRNA 16S con los iniciadores y el protocolo que se

encuentra detallado en el ANEXO 02 (Fig. 15).
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1600pb

900pb
700pb

Figura 15. Amplicones de 500 pb del gen rRNA 16S de la cepa MIG Al 2 a las 14, 18,
24 y 48 horas. M: Marcador de tamafio molecular de 1600 pb. C: Control negativo. La

flecha indica el tamafio del producto esperado (500 pb).

5.12.4 Cepa identificada mediante andlisis del gen rRNA 16S.

La secuencia consenso del gen rRNA 16S de MIG-Al/2 fue comparada con la
Base de Datos mediante el programa BLASTn 2.0, y se obtuvo como resultado una
identidad de 99% y una similitud de 100% con Stenotrophomonas maltophilia S4
(KF542911.1), Stenotrophomonas maltophilia TS51(2010)(GU998810.1),
Stenotrophomonas maltophilia (DQ813325.1), y con similitud de 99% con
Stenotrophomonas maltophilia  S2(KF542909.1), Stenotrophomonas sp. S2
(KF542909.1), Stenotrophomonas P-Q-4 (KC991320.1), Stenotrophomonas JT-0602

(JN571747.1); asi como otras secuencias de bacterias no cultivables (Fig. 16).

Para la construccion del arbol filogenético se empleé el programa MEGA 5.0 con
los siguientes parametros: método estadistico Neighbor-joining con un modelo

compuesto de Maxima Verosimilitud, incluyendo transiciones y transversiones y con
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1000 bootstraps o réplicas. Se emple6é 439 pb (ANEXO 08) de las secuencias ya
alineadas, la cepa Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637T, las especies del
género Stentrophomonas sp, y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como grupo
externo. Finalmente, en el arbol filogenético obtenido se observa que la cepa MIG-Al/2
estd conformando un clado robusto de 88% de probabilidad con la especie

Stenotrophomonas maltophilia (Fig. 17).

Figura 16. Se muestra el resultado del BLAST como resultado del analisis de la
secuencia consenso rRNA 16S de la cepa MIG-AI/2. Se indica en rojo las secuencias

con una alta similitud con la cepa Stenotrophomonas maltophilia.
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Figura 17. Arbol filogenético de Stenotrophomonas maltophilia MIG-Al/2 [ ] en la que
conforma un clado de 88% de probabilidad con diferentes secuencias de la especie
maltophilia. Los valores de los nodos de las ramas representa el porcentaje de
bootstraps y el valor 0.02 bajo la barra representa el porcentaje de sustituciones

nucleotidicas.
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5.12.5 Ensayos fenotipicos de la cepa identificada.

La cepa MIG-AI/2 presenta las siguientes caracteristicas fenotipicas incubada a
28°C bacilo Gram negativo (24 horas en agar TSA), catalasa positiva de crecimiento
rapido (18 hrs), movil, prueba de oxidasa negativa y DNasa positiva, olor
caracteristico a amoniaco. Caracteristicas culturales de colonia en agar TSA a 28°C
por 24 horas: circular, opaca con centro amarillo y un promedio de 3 mm de diametro.
En medio sélido MS con glucosa al 0.3%, sulfato de amonio al 1% y atrazina con 20
mg/L de concentracion, las caracteristicas culturales a 28°C por 72 horas fueron:
plana, de crecimiento lento (48 hrs), color blanco, opaco, circular y un diametro de 2

mm.
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VI.- DISCUSION

6.1. Evaluacion de parametros de la cinética de degradacién de la atrazina.

Para el aislamiento de microorganismos con capacidad de biodegradar atrazina
se escogié aquellos suelos que presentan una antigiiedad de dos décadas a mas de
uso de herbicidas triazinicos, que son utilizados en cultivo de maiz principalmente,
debido a ello se muestreo aleatoria y homogéneamente para abarcar todo el terreno
agricola de cultivo de maiz (Fig.3), que se encuentra ubicado en el distrito de La
Molina, que presentaron un pH variable entre 6.8 a 7.5 (Tabla 8), este dato permite
ajustar las condiciones adecuadas para preparar los medios de cultivo. Pero también
cabe mencionar que los microorganismos presentan buena actividad para degradar
atrazina a un pH de 6.5 y 7, no afectando el rendimiento y el crecimiento de los
microorganismos, como se comprueba en los datos evaluados de la cinética tanto
para la degradacién como para el crecimiento (Fig.10). La influencia del pH sobre la
adsorcion de atrazina en sustancias himicas fue estudiada por Wang et al. (2011),
quienes encontraron que estas sustancias presentan alto potencial de adsorcion de
atrazina a bajo pH, disminuyendo aquel con el aumento del pH. La atrazina es una
base débil que se protona a pH<4, lo que favorece la adsorcién de sustancias
hamicas a través de interacciones i6nicas (Ahmad y Rahman, 2009). La atrazina
puede hidrolizarse con bastante rapidez en medios &cidos o alcalinos, pero es muy
resistente a la hidrélisis en medios neutros; ademas también se reporta que la
hidrolizacién de la atrazina a pH=4 sin aditivos toma 244 dias y de 1.73 dias en
presencia de acidos humicos (FAO, 2000). Estas caracteristicas probablemente
favorecen la biodegradacion de la atrazina a un pH de 6.5 que es ligeramente acido y
un pardmetro que presentaron nuestros medios de cultivo. Sin embargo se reporta
gue el pH o6ptimo para la degradacién de la atrazina por consorcios microbianos fue

de 7 en comparaciéon a 6.5, 7.5, 8 y 8.5 (Dehghani et al., 2013). La capacidad de
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biodegradacién por consorcios bacterianos no fue marcadamente alterada a pH de 6.5

y 7.5 a 30°C (Mandelbaum et al., 1995).

La atrazina por encima de los 30 mg/L de concentracion no es soluble (ATSDR,
2003), precipitandose y generando un blanqueamiento de los medios de cultivo
liguidos, o formando un manto blanco si es revestido en la superficie de medios
sélidos. La presencia de areas de aclaramiento en los medios de cultivos, es un
indicador que la atrazina se esta solubilizando, produciéndose a nivel molecular un
cambio fisicoquimico por la actividad bacteriana ya sea individual o en consorcio con
otros microorganismos. Para asegurarnos que la solubilizacion se origina por
participacion de los consorcios microbianos, se trabajé con la concentracion de 100
mg/L de atrazina como Unica fuente de carbono y nitrégeno a 28°C. La degradacion
de la atrazina no se ve afectada cuando se trabajé entre 30 y 200 mg/L de
concentracion para medios liquidos con Cryptococcus laurennti y Agrobacterium J14a
con un mejor crecimiento a 30°C de incubacion (Nilanjana et al., 2012). El simple
aclaramiento de estos medios con atrazina, es un dato cualitativo que sirvi6 como
base para aislar microorganismos que degradan este herbicida. Luego de 6 ciclos de
crecimiento en los medios de cultivos a condiciones normales y estables, se identificd
7 consorcios microbianos de las 11 muestras evaluadas, que presentan capacidad de
solubilizar la atrazina en el medio liquido dentro de las 72 horas. Este cambio fisico-
quimico observable por aclaramiento de los medios liquidos se cuantifico6 por
espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm, logrando identificar curvas de
la cinética de aclaramiento con posterior leve aumento de turbidez que indicaria

crecimiento microbiano.

El consorcio MIG-Al en los mdltiples ensayos logré aclarar los medios liquidos

dentro de las 24 a 48 horas, obteniendo el mejor rendimiento en producir esos
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cambios fisicoquimicos en comparacion a los otros 6 consorcios (Fig.5). De igual
manera el aclaramiento fue evaluado en medios sélidos, para lo cual implementamos
una metodologia a partir del Gesaprim 90 WG que es el herbicida de méas alto
porcentaje de atrazina en el mercado peruano, con un 90% de atrazina, del cual
eliminamos al maximo los coadyuvantes, tensioactivos, y sustancias solubilizantes
adheridas en cada granulo de este herbicida, por lavado con agua ultrapura, para
evitar en mayor medida que estos quimicos puedan interferir en nuestro experimento.
La atrazina previamente preparada fue disuelta en acetona y sembrada
artesanalmente, revistiendo la superficie de los medios sélidos MS. La presencia de
areas de aclaramiento fue generada por los 7 consorcios que demostraron que
producen cambios fisico-quimicos en la atrazina, utilizandolo como Unica fuente de
carbono y nitrégeno (Fig.6). Los consorcios MIG-Al y MIG-G generaron areas de
aclaramiento dentro de los 3 y 4 dias, los otros 5 consorcios presentaron areas de
aclaramiento posteriores a los 6 dias (Tabla 11). Por las evaluaciones de rendimiento
y aclaramiento en medio liquido y sélido, fue seleccionado el consorcio MIG-Al para
su andlisis microbiolégico, pruebas de biodegradacion, y caracterizacién molecular de
las cepas que presentan caracteristicas idoneas para la degradacion de la atrazina;
también, los consorcios se sembraron en medios sélido MS con glucosa y sulfato de
amonio como fuentes de Carbono y Nitrégeno, que previamente fueron revestidos con
una fina capa de atrazina en su superficie. Después de 10 dias de incubacion no se
apreciaron areas de aclaramiento. Estos resultados confirman que los consorcios
tienen preferencia estricta con respecto a la glucosa como fuente de carbono y el
sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. Resultado similar se obtiene en medio de
cultivo liquido, que no presenta aclaramiento de los medios después de los 5 dias,
pero si crecimiento microbiano (resultados no mostrados). La presencia de carbono y
de nitrégeno mineral en el suelo limitan la biodegradacion de la atrazina, debido a que

los microorganismos utilizan preferentemente esas fuentes de carbono y de nitrégeno
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gue estan disponibles para su metabolismo, en lugar de emplear la molécula de
atrazina como fuente de nutrientes (Guillén-Garcés et al., 2007; Nilanjana et al.,

2012).

Estudios del proceso de biodegradacion de atrazina en suelos agricolas reportan
una vida media de 120 dias para el suelo DR063 en Sinaloa (Gonzales-Marquez y
Hansen., 2009), otros estudios encuentran vidas medias en suelos superficiales que
van de 0.99 a mas de 35 dias en suelos de Cardenas, Tabasco y DR063; mientras
que Gonzales-Marquez y Hansen (2009) describen vidas medias de 2 a 5.8 afios en
perfiles de suelos de DR063. Estas diferencias de vidas medias se explicaron por la
presencia de fertilizantes nitrogenados y de sales que retardan la degradacion de la
atrazina (Guillén Garcés et al., 2007). Crecimiento celular en medios conteniendo
atrazina y una fuente adicional de carbono mostré6 menos degradacion y biomasa en
Cryptococcus laurentii, similar es resultados fueron observados en el caso de
Agrobacterium radiobacter J14a, donde la adicional fuente de carb6n tal como
sucrosa no incrementd significativamente la tasa de degradacion de atrazina
(Struthers, 1998); sin embargo se reporta que la adiciéon de sucrosa y citrato de sodio
en medios de 100 ppm de atrazina obtuvo una alta tasa de biodegradacién de
87.72%, las demas fuentes de carbono como glucosa, sucrosa, citrato de sodio y
almidon disminuyeron la tasa de biodegradacion del herbicida (Dehghandi et al.,

2013).

Uno de los indices para demostrar que hay degradacion de la atrazina es evaluar
el comportamiento de la cinética microbiana a lo largo del periodo de incubacion, para
lo cual se trabaja con 40 y 100 mg/L de concentracion de atrazina como Unica fuente
de carbono y nitrégeno. El consorcio MIG-Al llega a la fase de latencia a las 72 horas

con 40 mg/L y a las 120 horas con 100 mg/L de concentracion. Cuando hay mas
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concentracion de atrazina la poblacion microbiana se ve sostenida mas en el tiempo y
llegan a la fase latencia en un tiempo mas prolongado. Este resultado es proporcional
con el aclaramiento de los medios de cultivo con 100 mg/L de atrazina, cuya fase
exponencial de aclaramiento abarca de las 12 hasta las 72 horas, que finalmente se
aprecia con un leve aumento de la absorbancia que es coincidente con la turbidez del
medio, que se debe al méximo crecimiento de los cultivos que han llegado a la fase
estacionaria de la cinética de crecimiento (Fig.7). Estos resultados tuvieron una mayor
eficiencia en la remocién de la atrazina frente a consorcios reportados en cultivos
LFAGA y LFB3A que degradaron de manera estable después del tercer dia de cultivo,
y valores similares al consorcio LFB5A que removieron la atrazina antes de las 72

horas (Mandelbaum, et al., 1995).

Se conoce que la atrazina es una molécula quimica que presenta una absorsion
maxima a una longitud de onda de 221 nm dentro del espectro UV, y debido a ello fue
monitoreado cada 24 horas la cinética de degradacion del consorcio microbiano,
observandose un rango de deteccidn dentro de los 2 hasta 35 mg/L de concentracion
(Anexo 6). Se aprecia que el consorcio MIG-Al dentro de las 24 a 72 horas degrada
mejor la atrazina a una concentracion de 100 mg/L debido a que aumenta la poblacién
bacteriana permitiendo un mayor consumo de atrazina, mientras la atrazina de 40
mg/L presenta una degradacién gradual concordante con el crecimiento de la
poblaciéon bacteriana que termina su fase exponencial a las 72 horas. Similares
resultados obtuvo Rasodevich et al (1995), al reportar la degradacién de atrazina y la
fase de estacionaria temprano del crecimiento del consorcio por absorbancia a 660
nm y conteo en placas a las 40 horas, trabajando con 21.5 mg/L de atrazina. Esta
concentracion usada por Rasodevich et al (1995) permite evaluar el crecimiento
bacteriano por absorbancia a 660 nm porque se encuentra en la fase soluble;

mientras en la presente investigacion se trabajé con 100 y 40 mg/L en fase no soluble,
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y se evalu6 con absorbancia a 600 nm la degradacién de atrazina, al aclararse los
medios, detectandose aumento de turbidez en el rango de las 48 y 72 horas, que

coincide con el final de la fase logaritmica y estacionario temprano.

El acido ciandrico es un metabolito de la via metabdlica de degradacion de la
atrazina, que presenta un anillo heterociclico que es caracteristico de todas las
moléculas de la familia de las s-triazinas, y cuyo rompimiento del anillo heterociclico,
facilita la mineralizacion completa de la atrazina. Su cuantificacion se realiz6 por
reaccion con la melanina que se une preferentemente con las moléculas de &cido
cianarico, manteniéndolo en suspensién y facilitando la evaluacion por absorbancia a
una longitud de onda de 525 nm (HACH, 1989). Este método es mas especifico y
preciso que la cuantificacion por espectrometria UV a absorbancias de 212 y 213 nm,
gue presentan interferencias con la atrazina y sus metabolitos producidos durante su

mineralizacion.

6.2. Evaluacion de la degradacién de atrazina por cepas del consorcio MIG Al.

La cepa MIG-AI/120A, MIG-AI/120B, MIG-Al/1, MIG-Al/2 son las cepas que
presentan mayor frecuencia poblacional al ser observadas dentro de las 120 horas de
cultivo con atrazina, a diferencia las cepas MIG-Al/24A, MIG-Al/24C, MIG-AI/5 y MIG-
Al/AG. La cepa MIG-AI/120A y MIG-AI/120B sobresali6 después de las 72 horas
(Fig.20). Los genes del catabolismo de la atrazina se han encontrado en
microorganismos aislados de cuatro phyla (Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes
y Bacteroides) de los seis continentes (Krutz et al., 2010). Mayoria de los
microorganismos aislados contienen los genes degradadores de atrazina en
plasmidos auto transmisibles, permitiendo de esta manera su distribucion en diversos
phyla, mediante su transferencia horizontal (Ghosh et al., 2008; Vaishampayan et al.,

2007; Devers et al., 2007; Devers et al., 2005; Sorensen et al., 2005). La alta
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conservacion de los genes degradadores de atrazina es consistente con un origen
Unico y reciente de esta capacidad degradativa y su subsecuente dispersion global,
mediante transporte en polvo y depositacion atmosférica en otra region del mundo

(Prospero et al., 2005).

La cepa MIG-AI/2 en su primer aislamiento logré solubilizar la atrazina dentro de
las 72 horas y fue un candidato para su caracterizacion molecular (Fig.16); sin
embargo, al mantenerla en medios TSA sin atrazina, dentro de 2 meses, fue
perdiendo su capacidad degradativa, como se aprecian en las evaluaciones de la
presencia de &acido cianarico (Tabla 18), realizadas posterior a las pruebas de
caracterizacion molecular. La inestabilidad fenotipica de bacterias Gram negativas
como la Pseudomonas sp. cepa ADP, para degradar xenobidticos, se tiene reportado
durante su cultivacion y propagacién en medios enriquecidos que presentan otras
fuentes de carbono y nitrégeno de mayor afinidad por los microorganismos, como lo
observado al cultivar la cepa Pseudomonas sp. ADP en medios que presentan NH,ClI
en ausencia de atrazina como Unica fuente de nitrégeno (De Souza et al., 1998).
También se ha reportado que las cepas bacterianas con capacidad degradativa de
atrazina, mantenidos en medio Luria-Bertan generd con el tiempo la pérdida de las
primeras enzimas que degradan la atrazina, esto fue corroborado con analisis de PCR
y experimentos con radiomarcadores para los genes atz A, -B y #. Estos genes se
encuentran ubicados en 96kb del pADP-1 que fue transferido para la cepa Escherichia
coli con una frecuencia de 4.7x107%, que sugiere un mecanismo molecular para la
dispersion de los genes atzABC hacia otras bacterias de suelos (De Souza et al.,
1998). La inestabilidad fenotipica de la capacidad degradativa de muchos compuestos
xenobidticos distintos a atrazina ya se ha reportado en otras bacterias aislada de
suelos (Nakatsu et al., 1991; Tomasek et al., 1989), y en esta investigacion se reporta

esta inestabilidad para la cepa Stenotrophomonas maltophilia MIG-Al/2.
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Las 8 cepas aisladas, individualmente fueron evaluadas sin lograr degradar la
atrazina, a excepcion de la cepa MIG-Al/2 que posteriormente perdié su capacidad
degradativa de manera espontanea. La cepa MIG-Al/120B y MIG-Al/24C generaron
suspensiones que son aglomeraciones de bacterias que facilita la contaminacion por
hongos. Estos resultados descartan cualquier capacidad para aclarar y degradar la
atrazina de manera individual. El uso del antimicético cicloheximide a 25 mg/L en
reemplazo de fluconazol en todas las pruebas, permitié corroborar la no formacién de

suspensiones, ni solubilizacién de la atrazina después de los 14 dias.

Se tiene presente gue las absorbancias medidas a 221 nm menores a 0.040 es
confirmatorio que la atrazina se estaria solubilizando y degradando; pero también, se
observé que medios con atrazina a 40 mg/L presentan un rango de absorbancia de
0.040 a 0.048, y medios con una concentraciéon de 100 mg/L presenta valores entre
0.049 a 0.056 de absorbancia, estos datos se encuentran fuera del espectro de
deteccién de atrazina que va desde 2 hasta 35 mg/L (Anexo 06). Las cepas MIG-Al/
120B y MIG-AI/24C, obtuvieron absorbancias UV que variaron de 0.05 a 0.046 y
0.044; siendo estos datos no significativos por encontrarse lejos del rango de
deteccidn. Todas estas pruebas se realizaron a concentracién inicial de 100 mg/L y
fueron incubados en oscuridad para evitar que la fotodegradacion pueda interferir con
los resultados. A los 14 dias se evalulo la presencia de acido ciandrico, detectandose
un minimo grado de acumulacién en la cepa MIG-AI/120B y MIG-Al/2 como se aprecia
en la Tabla 19 que son las Unicas cepas en la que se detectd presencia de acido

ciandurico a diferencia de la cepa MIG-Al/24C que no presentod esos resultados.
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6.3. Identificacidn fenotipica de las cepas del consorcio MIG-Al.

Todas las cepas aisladas fueron bacilos Gram negativos, catalasa positivos,
descarboxilacion de lisina positivos, no producen sulfuro de hidrégeno, son indol
negativo y no fermentadores, a excepciéon de la cepa MIG-AlI/120B que es indol
positivo y fermentador de glucosa, sacarosa y lactosa (Tabla 18). Las cepas MIG-Al/
24A, MIG-AI/120A, MIG-AI/5, MIG-Al/1 y MIG-AI/2 presentan igual perfil bioquimico
para las pruebas ensayadas y se aproxima al género Pseudomonas spp. que son no
fermentadoras, no producen SH,, indol negativo con movimiento, citrato positivos y
son aerobias alcalinas como lo describe Siegrist (2007); sin embargo, al ser
sembradas en medio selectivo agar cetrimide para Pseudomonas, las cepas
bacterianas MIG-Al/120A y MG-AIl/1 presentaron rapido crecimiento a las 24 horas y
de fenotipo similar, la cepa MIG-AlI/24A y MIG-AI/5 presentdé un crecimiento lento
posterior a las 48 horas. La cepa Stenotrophomonas maltophilia MIG-Al/2 no present6
crecimiento en agar cetrimide (BD Pseudosel agar. 2013). Estos resultados indican
que la cepa MIG-AI/1, MIG-Al/120A es muy probable que sean la misma cepa, debido
a que presentan caracteristicas fenotipicas similares (Tabla 15), difieren de la cepa
MIG-AI/24A por la menor velocidad de crecimiento que presenta en TSA, TSB y agar
cetrimide (Tabla 16, 17 y 18). Las cepas MIG-AI/24A, MIG-AlI/1 y MIG-AI/120A
sembradas en agar selectivo cetrimida no producen pioverdina, piocianina, piorrubina,
piomelanina, que son pigmentos caracteristico de Pseudomonas aeruginosa y
quinolobactin para Psedudomonas fluorescens (Siegrist, 2007). La gran complejidad
de la familia Pseudomonaceae y otras afines, ha permitido hasta el momento
individualizar a 29 géneros segun el Manual de Bergey, y 206 no claramente
difundidos (Martinez et al., 2001). Por los resultados obtenidos es probable que las
cepas MIG-AlI24A, MIG-AI/120A, MIG-Al/1 y MIG-AI/5 pertenezcan al género

Pseudomonas sp. y Aeromonas sp.
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Las cepas MIG-AI/120A, MIG-AI/120B y MIG-AI/1 presentaron mayor velocidad
de crecimiento en TSB, a diferencia de las cepas MIG-AI/2, MIG-Al/AG, MIG- Al/5,
MIG-AI/24A y MIG-AI/24C que generan turbidez a partir de las 48 horas incubadas a
28°C; similares resultados se obtuvieron en medio TSA (Tabla 15 y 16). En medio
sélido MS con atrazina, glucosa y sulfato de amonio las cepas MIG-AlI/120A, MIG-
Al/120B y MIG-AIl/1 son las que mejor crecimiento presentan a las 72 horas, mientras
las otras cepas presentaron crecimiento observable a los 5 dias de incubacién. Las
placas de TSA sembradas del consorcio MIG-Al previamente diluidos, presentaron
una gran diversidad de colonias pequefias con un tamafio inferior a 1mm, cuyo
aislamiento no fue posible, porque no crecieron en TSB y con pobre crecimiento en
TSA cuando fueron resembrados, estos datos fueron evaluados por encima de las 120
horas de incubacién (Fig.18). Debido a su dificil aislamiento y mantencion en el medio
TSA, estas cepas solo se conservan en su estado inicial de aislamiento, dentro del

consorcio MIG-Al en medio liquido con atrazina.

Se han reportado degradacion de herbicidas por consorcios bacterianos en 4 o
mas bacterias, de las cudles fueron aisladas Clavibacter michiganeze ATZ1 y
Pseudomonas sp. CN1 que juntas mineralizan atrazina; sin embargo la velocidad de
degradacion del consorcio fue superior e incluso presenta mayor capacidad en
degradar otros herbicidas s-triazinicos, en comparacion a la degradacioén individual de

Clavibacter michiganeze ATZ1 (De Souza et al., 1998).
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Figura 18. La cepa MIG-AI/120B(? ) y MIG-AlI/120A(? )se aprecian a las 0, 24, 72 y

120 horas. Pequefias colonias de forma puntiforme de color crema no cultivables en

TSA 'y TSB, se observan alrededor de las colonias grandes a las 48 y 120 horas.
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6.4. Caracterizacion molecular de la cepa MIG-Al/ 2.

La secuencia parcial del gen rRNA ribosomal 16S de la cepa MIG-AI/2 permitio
identificarla con 100% de similitud y 99% de identidad con Stenotrophomonas
maltophilia. El alineamiento de la parcial secuencia de MIG-AI/2 con otras secuencias
altamente similares obtenidas del analisis del BLAST y descargadas del GenBank,
presentan un sitio polimdérfico. La comparaciébn con la cepa Stenetrophomonas
maltophilia ATCC 13637T representa una similitud del 100%, y al compararla con la
secuencias de las especies del género Stenotrophomonas sp. presenta una similitud
de 95.89%, 95.67%, 95.21% y 94.98%, para Stenotrophomonas africae,
Stenotrophomonas acidaminiphila, Stenotrophomonas rhizophila y Stenotrophomonas
nitritireducens respectivamente, lograndose diferenciar a nivel de especie. La
comparacion de secuencias con Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como grupo
externo, presenta una similitud de 84.54%, permitiendo distinguir las cepas del género

Stenotrophomonas de Pseudomonas (ANEXO 8).

Adicionalmente, las caracteristicas fenotipicas ensayadas (ver 5.12.5) concuerda

con el género Stenetrophomona sp. listadas en el Manual de Bacteriologia y

Sistematica de Bergey (Brenner et al., 2005).
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VII. CONCLUSIONES

1. Los consorcios microbianos MIG-Al, MIG-BS, MIG-E, MIG-DI, MIG-G, MIG-AS
y MIG-F con capacidad eficiente para degradar atrazina, fueron aislados de
suelos agricolas de nuestro medio con una antigliedad en el uso de herbicidas

triazinicos mayor a 3 décadas.

2. La identificacion molecular de la cepa MIG-Al/2, presenté una similitud del
100% vy wuna identidad del 99% con Stenotrophomonas maltophilia,
distinguiéndose  filogenéticamente de las demas especies de

Stenotrophomonas sp.

3. La cepa aislada MIG-Al/2 presentd inestabilidad en su actividad de

degradacién de atrazina, al ser mantenida en medio TSA sin atrazina.

4. El 97% del sustrato atrazina fue degradado eficientemente por el consorcio
MIG-Al a las 72 horas de cultivo. A 100 mg/L de concentracion inicial de
atrazina se observé una velocidad especifica de crecimiento de 0.31 h*

ligeramente menor que cuando crecié a 40 mg/L, en el que present6 0.32 h™.
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VIIl. RECOMENDACIONES.

1. Evaluar la capacidad de degradacion por el consorcio MIG Al de otros
herbicidas pertenecientes a la familia de las s-triazinas.

2. Para aumentar la sensibilidad y rango de deteccién en la cuantificacion de la
degradacién de atrazina en concentraciones menores a 5 mg/L y mayores a 40
mg/L se debe usar HPLC.

3. Estudiar la enzima o enzimas involucradas en la degradacion de atrazina por
los consorcios aislados ya que podrian ser empleadas como potencial
herramienta biotecnoldgica.

4. Se hace necesario realizar estudios para identificar y cuantificar la actividad de
los genes involucrados en la mineralizacion de la atrazina de las cepas

aisladas y los consorcios.
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ANEXO 01

Medio de cultivo MS (De Souza, 1998)
Atrazina 100 mg/L

K;HPO, 10 Mm

NaH,PO, 3 Mm

MgSO,1 mM

Solucién STOCK 10 mL

Solucion STOCK para 100 mL.

CaCl, 163 mg/L ------- 0.0163 gr
FeS0O,.7H,0 200 mg/L --------- 0.02 gr
MnSO4H,0 20 mg/L ---------- 0.002 gr
Na,M00,4.2H,0 10 mg/L -------- 0.001 gr
CuS0,4 20 mg/L ---------- 0.002 gr
CoCl,6H,0 8.5 mg/L ---------- 0.00085 gr
HsBO3; 2 mg/L ---------- 0.0002 gr

79



ANEXO 02

Aislamiento de ADN gendmico de bacterias con el sistema Wizard® DNA

Purification Kit.-modificado

Materiales para ser aportados por el usuario:

¥ 7XERV PLFURFHQWUtIXJD GH

tAgua de bafio, 80°C

$ $JXD GH EDxR f&

¥ VRSURSDQRO D WHPSHUDWXUD DPELHQWH

t (WDQRO D D WHPSHUDWXUD DPELHQWH

¥ $JXD GH EDxR f& RSFLRQDO SDUD UiSLGD UHKLGUDWDFL
¥ mM EDTA (pH 8.0) (Para bacterias Gram positivas)

¥ mg/mL lisozima (Sigma Cat.# L7651) (Para bacterias Gram positivas)

+H

mg/mL lysostaphin (Sigma Cat.# L7386) (Para bacterias Gram positivas)

Protocolo de extraccion

1. Agregar 1 mL del cultivo en 1.5 mL de tubo micro centrifuga
2. Centrifugar en13,000 #16,000 xg por 2 minutos para precipitar las células. Remover

el sobrenadante. Para Bacteria Gram positiva, proceder con el paso 3.

Para bacterias Gram negativas ir directamente al paso 6.

3. Completamente resuspender las células en 480 O G HnM EDTA

4. Agregar apropiadamente la enzima litica, luego resuspender las células en un total

de 120 / \ SLSHWLDU VXDYHPHQWH OD PH]Fa@amierftd eSURSYVLYV

romper la pared celular para tener una eficiente lisis celular.
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Nota: Para ciertas especies de Staphylococcus, un mezcla de 60 / GH mg/mL

lisozimay 60 / GH mg/mL lysostaphin es requerido para una eficiente lisis. Sin

embargo, muchas cepas Gram positivas (e.g., Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,

Nocardia otitidiscaviarum, Rhodococcus rhodochrous, y Brevibacterium albidium) lisa

eficientemente usando solo lisozyma.

5. Incubar la muestra a 37°C por 30 #60 minutos. Centrifugar por 2 minutos en

13,000 #16,000 x g y remover el sobrenadante.

6. Agregar600 / GH VROXFLYQ GH O LanienteQipefe@rthasta queXad Y

células esten resuspendidas.

7. Incubar a 80°C por 5 minutos para lisar las células; enfriar a temperatura ambiente.

8.Agregar3 O GH 51DVH 6ROXFLYQ Slbverdhetubeé R 13 timesQonixD V

9. Incubar a 37°C por 15 160 minutes. Cool the sample to room temperature.

$JUHJDU /| GH 6ROXFLYQ SUHFLSLWDGRUD GH SURWHtQD

células lisadas. Vorteciar vigorosamente a alta rapidez por 20 segundos para mezclar

la Solucién de Precipitacion de Proteinas con las células lisadas.

11. Incubar la muestra sobre hielo por 5 minutos.

12. Centrifugar a 13,000 £16,000 x g por 3 minutes.

13. Transferir el sobrenadante conteniendo ADN a un tubo limpio microcentrifuga de
PO FRQWHQLHQGR atempeRiSid BiShi2QR O

14. Suavemente mezclar por inversion hasta observarse como las hebras del DNA una

masa de forma visible.

15. Centrifugar a 13,000 #16,000 x g por 2 minutos.

16. Cuidadosamente retirar el sobrenadante y drenar el tubo sobre un limpio papel

absorbent. Agregar 600 / GH HWDQRO DO D WHPSHUDWXUH DPELHQ\

invertir el tubo por varios tiempos para lavar el ADN precipitado.

17. Centrifugar en 13,000 #16,000 x g por 2 minutos. Cuidadosamente aspirar el etanol

con papel absorbente.
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ANEXO 03

Mapa de razas de maiz del Peru obtenido del Sistema Nacional de Informacion

Ambiental (SINIA £MINAM).
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ANEXO 04.

Sustancias clasificadas por la Comision Europea como prioritario y su capacidad para

ser un disruptor endocrino (Janer et al., 2005)
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ANEXO 05

Lista de los herbicidas triazinicos importados y registrados por el SENASA.
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ANEXO 06.

Curva estandar de atrazina.
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ANEXO 07.

Curva estandar de acido ciandrico.

CURVA STANDAR DE ACIDO CIANUHQICO
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ANEXO 08.

Alineamiento del gen rRNA 16S de MIG Al 2
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1

Alineamiento multiple realizado con el programa ClustalW y editado en BioEdit version 7.0.9. En la posicion 406 (Flecha roja)

Unica diferencia entre las especies maltophilia. Las secuencias presentan regiones conservadas a diferencia del grupo externo P.

aeruginosa ATCC 27853, y las otras especies del género Stenotrophomonas sp. En cuadrado verde se muestran las regiones

polimorficas de las especies.
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