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RESUMEN

La agricultura es una de las actividades primarias mas importantes en México con una
produccion agricola de aproximadamente 265.1 millones de toneladas con ganancias mayores a los
700 miles de millones de pesos. Esta actividad puede verse afectada por distintos factores bioticos,
como las malezas que afectan los cultivos y que son controladas con el uso de herbicidas, como el
glifosato. En este contexto, el uso desmedido de glifosato ha provocado diferentes problematicas
como es la aparicion de especies de malezas resistentes, cambios en la microbiota del suelo,
enfermedades cronico-degenerativas y diversos padecimientos en humanos y contaminacion
ambiental. Debido a esta creciente problemética, en la actualidad ha ganado importancia la
busqueda de estrategias para disminuir la presencia de estos agroquimicos en el suelo, entre ellas
el uso de inoculantes bacterianos como una alternativa agroecoldgica que no generen
contaminantes, sean sustentables y posean propiedades promotoras que le permitan un mejor
desarrollo del cultivo. En este trabajo, se realiz6 la secuenciacion y caracterizacion del genoma
completo de cinco cepas aisladas en Sinaloa, asi como la evaluacion de su potencial de degradacién
de glifosato y AMPA in vitro y en un modelo de la técnica de microcosmos en suelo. En todos los
genomas se encontr0 la presencia de genes reportados para la degradacion de glifosato,
especificamente, el gen thiO en la bacteria P. megaterium FA-05; los cistrones phnD, phnP, phnAB
en S. maltophilia CRA-10; el cistron phnH en C. sakazakii FA-08; los cistrones phnCE1E2D y
phnYXz en P. putida; y el operon completo phn en P. dispersa F-22. También se identificaron genes
relacionados a sintesis de sideroforos en todas las cepas y genes del proceso de nitrificacion solo
en las cepas P. putida CRA-04, S. maltophilia CRA-10 y C. sakazakii FA-08. En los ensayos de
degradacion in vitro de glifosato o AMPA a una concentracion inicial de 30 mg/L, se observé que
solo las cepas P. dispersa F-22, S. maltophilia CRA-10 y el cultivo mixto CRA-04 y CRA-10,
presentaron la capacidad de metabolizar al menos uno estos compuestos. La cepa P. dispersa F-22
presento el mejor potencial degradador degradando glifosato y AMPA, en un 17% y 86.41%
respectivamente en 6 dias. La cepa S. maltophilia CRA-10 degradé el 77.66% de AMPA en 6 dias.
El consorcio CRA-04 y CRA-10 mostré una degradacion del 17% de glifosato en las mismas
condiciones. Los resultados del microcosmos fueron inconclusos debido a discrepancias en los

controles.
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ABSTRACT

Agriculture is one of the most important primary activities in Mexico with a crop production
of approximately 265.1 million tons with profits greater than 700 billion pesos. This activity can
be affected by different biotic factors, such as weeds that affect crops and are controlled with
herbicides, such as glyphosate. In this context, the excessive use of glyphosate has caused different
issues such as the emergence of glyphosate-resistant weeds species, changes in the soil microbiota,
chronic-degenerative diseases and various ailments in humans, and environmental pollution. Due
to this growing problem, currently, the research focused on strategies to reduce the presence of
these agrochemicals in soils has gained importance, including the use of bacterial inoculants as an
agroecological alternative that do not generate contaminants, is sustainable and offers plant growth
promoting properties. In this work, we sequenced and characterized the complete genome of five
strains isolated from Sinaloa, and we evaluated their glyphosate and AMPA degradation
capabilities in vitro and in a model of the technique of microcosm in soil. All genomes harbored
genes associated to glyphosate degradation pathways, specifically, the thiO gene in Priestia
megaterium FA-05; the phnD, phnP and phnAB citrons in Stenotrophomonas maltophilia CRA-
10; the phnH cistron in Cronobacter sakazakii FA-08; the phnCEL1E2D and phnYX2 cistrons in
Pseudomonas putida CRA-04; and the complete phn operon in Panteoa dispersa F-22. Genes
related to siderophore synthesis were also identified in all strains, and nitrification genes were
identified in P. putida CRA-04, S. maltophilia CRA-10 and C. sakazakii FA-08. The glyphosate
and AMPA degradation assays in vitro revealed that only the strains P. dispersa F-22, S.
maltophilia CRA-10 and the CRA-04 and CRA-10 consortium, reduced the concentration of at
least one of these compounds, which were used at an initial concentration of 30 mg/L. The P.
dispersa F-22 strain showed the highest degrader potential by removing glyphosate and AMPA at
17% and 86.41% in 6 days, respectively. S. maltophilia CRA-10 reduced at 77.66% of AMPA in
6 days. Moreover, the CRA-04/CRA-10 consortium showed a 17% of glyphosate degradation
under the same conditions. The microcosm results were inconclusive due to discrepancies with the
controls.

Keywords: Pesticides, Glyphosate, AMPA, Bioremediation, Genomic characterization, Bacterial

inoculants

13



1. INTRODUCCION

La produccion agricola es una de las mas importantes en México, debido a su alta
rentabilidad, demanda y productividad con ganancias anuales de aproximadamente 885 miles de
millones de pesos. La agricultura generalmente se ve afectada por diversos factores bioticos, entre
ellos las malezas, las cuales pueden mermar la produccion agricola hasta en un 40%. Por ello, el
uso de herbicidas se ha convertido en una practica comun para el control eficiente de las malezas
a un bajo costo econémico. En este contexto, el glifosato se ha utilizado en los dltimos afios de
manera intensiva para el control de malezas, llegando en 2014 hasta los 747 millones de kilogramos
aplicados a nivel mundial, estimandose en la actualidad un aumento en la aplicacion de este
agroguimico (Benbrook, 2016). Diversos estudios han demostrado que este herbicida presenta altos
niveles de residualidad, dando lugar a la contaminacion del ambiente y de alimentos, lo cual se ha
asociado al desarrollo de una variedad de enfermedades crénico-degenerativas en poblaciones con
exposicion directa o indirecta con este compuesto (Monge et al., 2007; Shaw, 2017). Laexposicién
directa principalmente ocurre en los campos agricolas donde las personas encargadas de la
aplicacion del glifosato realizan este proceso sin el uso del equipo de proteccidn personal adecuado,
y ademas las malas précticas en cuanto a la disposicion final de los envases de plaguicidas pueden
contribuir a su diseminacién al ser desechados en las parcelas o en cuerpos de agua (Cruz-
Hernandez, 2003). Eso altimo contribuye en gran medida a la exposicién indirecta de la poblacién
a través de la contaminacion de los alimentos y agua. Por otro lado, el glifosato en el ambiente
puede degradarse principalmente generando el metabolito &cido aminometilfosfonico (AMPA, por
sus siglas en inglés), el cual se ha reportado también con una alta residualidad (Singh et al., 2020),
es tdxico y se ha asociado con enfermedades genéticas en humanos y cambios en la microbiota
nativa de peces y moluscos (Hembach et al., 2024; Leyva-Soto et al., 2018).

Debido a esto, en la actualidad existe un creciente interés en la busqueda de alternativas
agroecoldgicas que contribuyan a la disminucion de la concentracion de glifosato en suelos
agricolas, siendo la biorremediacion una de las estrategias mas prometedoras, dado que se basa en
el empleo de agentes bioldgicos como los microorganismos, hongos y plantas con capacidad para
degradar o transformar compuestos toxicos a moléculas menos tdxicas o inocuas (Darwin, 2020).

Entre los microorganismos, las bacterias son uno de los grupos que presentan una amplia capacidad
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para utilizar para su crecimiento, compuestos quimicos tdxicos, como el glifosato 0 el AMPA,
como fuentes de carbono, fosforo, nitrogeno, entre otros. Estas capacidades metabdlicas son
esenciales para el desarrollo de inoculantes bacterianos dirigidos hacia la biorremediacion de suelos
impactados con glifosato. Asimismo, otras caracteristicas deseables en dichos inoculantes son la
produccion de biosurfactantes, la ausencia de genes relacionados a virulencia en cultivos de
importancia econdmica, asi como la presencia de propiedades promotoras de crecimiento en
plantas, caracteristicas que contribuiran a que el inoculante no solo degrade glifosato y AMPA,
sino también que sea seguro para su aplicacion y presente propiedades que favorezcan el desarrollo
y crecimiento de las plantas, extendiendo las aplicaciones de los mismos (Glick, 2012; Martinez-
Viveros et al., 2010).

Estudios previos en el grupo de investigacion, a partir de muestras de suelos con exposicion a
glifosato, lograron el aislamiento de 64 cepas bacterianas de dos municipios de Sinaloa, las cuales
mostraron capacidad para crecer en medios suplementados con glifosato y AMPA. Las cepas se
caracterizaron a nivel bioquimico y se identificaron mediante secuenciacion del gen ARN
ribosomal (ARNr) 16S. Ensayos preliminares, mostraron el potencial de las cepas para tolerar altos
niveles de glifosato (Figueroa-Iriarte, 2023; Valdés-Machado, 2023; datos no publicados).

En este estudio, a partir de la coleccion de cepas obtenidos previamente, se seleccionaron para
evaluar la degradacién de glifosato y de AMPA de forma individual y en consorcio, las cepas
Pseudomonas putida (CRA-04), Priestia megaterium (FA-05), Cronobacter sakazakii (FA-08),
Stenotrophomonas maltophilia (CRA-10) y Pantoea dispersa (F-22). Por lo tanto, el objetivo de
esta investigacion fue caracterizar a nivel gendmico y funcional el proceso de degradacion de
glifosato y AMPA en cepas bacterianas aisladas de suelo agricola con potencial biorremediador.
Los resultados obtenidos contribuirdn a determinar si las cepas analizadas presentan las
caracteristicas deseadas para la formulacion de un inoculante bacteriano y al mismo tiempo, si

presentan sinergia o antagonismo durante el proceso de degradacion de glifosato y AMPA.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Agricultura en México

La produccion de alimentos es en la actualidad el mayor desafio para alcanzar la sustentabilidad.
En nuestro pais se practican dos tipos de agricultura: la tradicional o extensiva, en la cual el
productor depende en gran parte de las lluvias, condiciones climatoldgicas y mano de obra no
salariada y la segunda, la agricultura comercial o intensiva que se relaciona con el consumo de
energia, contaminacion, erosion de suelos y el uso de mano de obra asalariada, representado esta
ultima el 31% del total de superficie sembrada en 2023 (SIAP, 2023). La produccién total
agropecuaria para 2023 fue de 273.3 millones de toneladas aproximadamente, que correspondieron
al 91.1% del total de la produccién agropecuaria y pesquera (Figura 1), ocupando 24.6 millones de
hectareas para esta actividad. México se posiciona en el primer lugar en produccion de hortalizas
en América Latina (Statista Research Department, 2023) y en el doceavo lugar en la produccion
mundial en cultivos agricolas con ganancias anuales de aproximadamente 885 miles de millones
de pesos. Esta alta produccion agricola permite a México ocupar el noveno puesto en exportacion
mundial en el sector agroalimentario (SIAP, 2023).

En Sinaloa, esta actividad sobrepasé en el afio 2023, los 12 millones de toneladas producidas con
un valor de produccion de 80 mil 187 millones de pesos. Este estado cuenta con mas de un millén
de hectéreas para siembra destinadas en un 53% para el cultivo de granos, 31.6% para hortalizas y
el resto para leguminosas, frutas y otros cultivos, posicionando a Sinaloa en el onceavo puesto a
nivel nacional en produccion anual y tercer puesto en valor de la produccion agricola (CODESIN,
2023). Estos datos implican que, con la alta produccién agropecuaria, es muy importante buscar
otras estrategias que en conjunto con los plaguicidas permitan mantener un manejo integrado de

plagas sin afectar la eficiencia agricola ni la salud de los suelos.
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Figura 1. Grafica del volumen de produccion agricola en México en el afio 2022 (Adaptado de
SIAP, 2023).

2.2. Factores Asociados a la Pérdida de Produccion

Existen diversos factores que afectan negativamente la produccion agricola, los cuales se dividen
en factores bioticos y abidticos, ya sea reduciendo la produccion o generando pérdidas importantes
en diversos cultivos (Echeverria, 2017). Los factores abidticos se refieren a aquellos factores
inherentes al ambiente y que pueden afectar las propiedades fisicoquimicas del suelo, tales como
la luz solar, la temperatura, la salinidad, la sequia, la deficiencia de nutrientes, entre otros (UNAM,
2017).

El exceso de salinidad en el suelo reduce la capacidad de la planta para adsorber agua reduciendo
su crecimiento y desarrollo (Chaffai et al., 2024). El déficit de agua en el suelo provoca la
plasmolisis de las células vegetales desencadenando darfios irreversibles en el tejido vegetal, no
obstante, el exceso de esta reduce la disponibilidad de oxigeno en raices afectando la adquisicion
de nutrientes (Agunbiade et al., 2024). Las bajas concentraciones de minerales, materia organicay
productos de descomposicion también afectan la capacidad de la planta para retener agua y obtener
nutrientes como nitrégeno, fosforo, magnesio, zinc, entre otros. En el caso de la temperatura, ya
sea temperaturas excesivamente altas o bajas producen dafios en los tejidos vegetales y disminuyen
los procesos fisioldgicos de las plantas. La presencia de estos factores abioticos influye en la

acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROs), las cuales afectan la sintesis de pigmentos,
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la fotosintesis y disminuyen la expresion génica de acuaporinas y proteinas de choque térmico
(Moulick et al., 2024).

Los factores bioticos corresponden a los elementos vivos o entidades bioldgicas que se pueden
encontrar interaccionando con los cultivos, como son la presencia de insectos, roedores, bacterias,
parésitos, hongos, virus y malezas (Soto, 2022). Estos factores afectan considerablemente la
produccion agricola llegando a pérdidas de hasta en un 40% (AGROASEMEX, 2019), siendo el
manejo de estos organismos un reto importante en la agricultura.

Los factores bioticos pueden afectar a los cultivos de diferentes formas. Pueden ocasionar el
desarrollo de enfermedades como la pudricidn de raices provocada por hongos fitopatdgenos como
Gaeumannomyces tritici que provoca la enfermedad denominada pietin en gramineas,
principalmente en trigo (Palma-Guerrero et al., 2021); el cancro bacteriano producido por las
bacterias Pseudomonas syringae (La Porta et al., 2023) y Clavibacter michiganensis (Sen et al.,
2015); y antracnosis provocada por hongos del género Colletotrichum spp. (Ciofini et al., 2022) en
diversas plantas. Otros organismos como los pulgones afectan el proceso de maduracion de cultivos
como la papa, tomate y chile, ademas de facilitar la infeccién por virus; asi mismo otros insectos
como los escarabajos y las conocidas moscas de la fruta producen dafios fisicos en las hojas, tallos
o frutos (Agroasemex, 2019).

Las malezas o arvenses son plantas silvestres que compiten por la adquisicién de nutrientes, luz y
espacio, reduciendo el rendimiento y el crecimiento de los cultivos, siendo éstas uno de los factores
gue mayormente limitan la produccién agricola, ademas los arvenses pueden funcionar como
hospederos de plagas y enfermedades, aumentando el riesgo de infestaciones y brotes (Little et al.,
2021). Se estima que mundialmente Ilegan a reducir la produccién agricola hasta en un 31.5%,
siendo dificil su control debido a la generacidn de biotipos resistentes (Kubiak et al., 2022). Entre
las malezas mas comunes que afectan cultivos de importancia econémica, esta el bledo o amaranto
(Amaranthus spp.), el cebollin (Cyperus rotundus), la correhuela (Convolvulus arvensis), el pasto
alegria (Echinochloa crus-galli) y el cenizo (Chenopodium album), estos arvenses afectan
principalmente cultivos de gramineas, tubérculos y hortalizas y se caracterizan por crecer en una
variedad de condiciones climaticas, diferentes tipos de suelo y poseer una alta tasa de crecimiento
(Radosevich et al., 2007; Schonbeck, 2012; Bajwa et al., 2015; Peerzada, 2017; VanVolkenburg
et al., 2020; Eslami y Ward, 2021).
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2.3. Manejo Integrado de Plagas (MIP)

El manejo integrado de plagas (MIP) es una estrategia efectiva para el control de las plagas
agricolas, que busca armonizar la eficiencia en el combate de plagas sin depender Unicamente de
los plaguicidas, combinando diversas técnicas bioldgicas, fisicas y agricolas para mantener las
plagas por debajo del umbral de dafio ecoldgico (FAO, 2022). Esto reduce el uso de plaguicidas y
promueve sistemas de produccion agricola sostenibles (Peralta et al., 2021). EI MIP se basa en
principios fundamentales que buscan un enfoque méas efectivo para controlar las plagas en la
agricultura, como el enfoque ecosistémico que considera todo el sistema agricola como un sistema
interconectado, donde se busca prevenir o suprimir organismos nocivos que podrian generar
problemas de plagas mediante el uso de especies antagonistas como depredadores, parasitos y
competidores, asi como la utilizacién de diversas practicas agroecoldgicas. Otros de los principios
fundamentales para el MIP son el anélisis de causas de los brotes de plagas, el monitoreo constante,
asi como prevenir o reducir laacumulacion de plagas, todo estos a través del uso de métodos fisicos,
bioldgicos o quimicos, asi como la adopcidn de diversas practicas tales como la diversificacion y
rotacion de los cultivos, cultivos intercalados, el manejo de arvenses, uso de variedades de cultivos
resistentes, saneamiento de terrenos y semillas, el manejo del agua y el riego, y por supuesto la

vigilancia del aumento o disminucion de la plaga una vez aplicados estas alternativas (FAO, 2024).

2.3.1. Métodos Fisicos

El control fisico consiste en la utilizacion de algun agente como temperatura, humedad, insolacion,
fotoperiodismo y radiaciones electromagnéticas, en intensidades que sean letales para los insectos;
sin embargo, también se pueden utilizar agentes puramente fisicos como mallas, cercas o la
eliminacién manual (Cisneros, 1995). Esta ultima es considerada la medida de control mas facil e
inmediata, especialmente en etapas tempranas de la infestacion, puesto que existen sintomas o
plagas que son visualmente detectables como los insectos, manchas o marchitamiento en las hojas

y los arvenses, facilitando su rapida deteccion y eliminacion. Este control se puede complementar
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con otros métodos meramente fisicos como las barreras o las trampas, que pueden ser de madera,
plastico o malla, o también se pueden utilizar trampas de agua con feromonas que atraen a los
insectos (JICA, 2010).

En el caso de propiedades fisicoquimicas, la temperatura es uno de los agentes mas comiunmente
usados ya que se sabe que las temperaturas mayores a 60°C son nocivas para la mayoria de los
insectos y neméatodos, misma que inhiben la actividad de los virus (Carlns y Elliott, 2020). Por otro
lado, los insectos reducen su actividad a temperaturas cercanas a los 20°C, sin embargo, este control
puede beneficiar a otro tipo de plagas como algunos hongos fitopatogenos, tal es el caso de

Phytophthora infestans que proliferan a temperaturas alrededor de los 20°C.

2.3.2. Métodos Bioldgicos

El control del tipo bioldgico es una estrategia altamente utilizada contra plagas importadas, aunque
puede ser aplicada para plagas comunes, y se basa en el empleo de agentes biologicos que realizan
una accién antagonica hacia la plaga de interés. Estos agentes pueden ser depredadores,
parasitoides y patégenos (Jiménez et al., 2009).

Los depredadores son insectos u otros animales que se alimentan de las plagas succionandoles la
sangre o devorandolos, existen diversos depredadores naturales como las arafias, avispas, catarinas,
entre otros, que ayudan al control de ciertas plagas (Cuadro 1). Por otro lado, los parasitoides son
insectos que viven a expensas de otro y devoran progresivamente a la plaga hasta causarle la
muerte. Por ultimo, los entomopatégenos son microorganismos tales como virus, bacterias, hongos
y nematodos que causan enfermedades entre las plagas. Este control es considerado de tipo natural
ya que es constante y es el resultado de la evolucion de los ecosistemas naturales, es decir, sin la
intervencion del ser humano (Quezada, 1985). Aunque este mecanismo sea autorregulable no
excluye a los agentes biologicos de presentar ciertas caracteristicas especificas como tener
crecimiento rapido, alta capacidad de reproduccidén y supervivencia, diferentes niveles de
dormancia y una alta versatilidad en el ambiente (Viera-Arroyo et al., 2020) , y como ejemplos de
este tipo de microorganismos se encuentran los hongos del género Beauveria como la especie B.

bassiana, los cuales segregan toxinas y otros compuestos que degradan el tegumento del insecto
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hasta Ilegar al hemocele introduciéndose en el sistema circulatorio del insecto provocando su
muerte (Pedrini, 2022). En esta categoria también existen bacterias como Bacillus thuringiensis
que ejercen una accién similar a los hongos (Sharma et al., 2020).

El uso de patdgenos no se limita al control de insectos, también se ha reportado como alternativas
para el control de malezas, existiendo alrededor de 18 productos elaborados a base de esporas de
hongos, bacterias o virus que han sido autorizados para el control bioldgico y se comercializan
como productos certificados, aunque su uso se limita a ciertos paises como Canada, EUA, Australia

y Japon, debido a que es una tecnologia emergente atn en proceso (Morin, 2020).

Cuadro 1.Ejemplos de depredadores y sus presas objetivo. Tomado de JICA (2010).

Depredadores Presas principales
Acaro predador Acaro herbivoro
Arafa Varios insectos
Avispa Oruga
Chinche predador Chinche herbivoro
Crisopa Pulgdn
Hormiga Orugas
Mariquita Pulgdn
Mosca predadora (Larva) Pulgén
Trips predador Otros trips, acaro

2.3.3. Control Quimico

El control quimico tiene como fundamento la represion o prevencion de plagas mediante el uso de
sustancias naturales o sintéticas que reciben el nombre genérico de plaguicidas. Sin embargo,
dependiendo del tipo factor bi6tico para el que son efectivos, reciben nombres especificos como
insecticidas, acaricidas, raticidas, nematicidas, fungicidas y herbicidas, donde éstos ultimos se
utilizan para el control de malezas (Falconi, 2013). Antes del surgimiento de los plaguicidas
sintéticos, se utilizaban productos como aceites agricolas, arsenato de plomo, jabon, sulfuro de
hierro, nicotina y otros elementos inorganicos como el cobre y el sulfuro. Sin embargo, debido a
su ineficiencia para el control de las plagas se desarrollaron los primeros plaguicidas sintéticos,

constituidos por diclorodifeniltricloroetileno (DDT) y organofosfato (malation) (JICA, 2010).
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Existen otros grupos de plaguicidas sintéticos que utilizan diferentes moléculas quimicas como
carbamatos, piretroides y piretrinas para el control de las plagas de todos los tipos, puesto que sus
efectos son mas rapidos que cualquiera otra forma de represion y al mismo tiempo son de facil
manejo (Cisneros, 1995).

Los mecanismos de accion de estos productos difieren segun el tipo de plaguicida y su objetivo,
por ejemplo, los insecticidas y acaricidas afectan interfiriendo en el sistema nervioso, alterando la
funcion de enzimas metabolicas o modificando la membrana lipidica que rodea las fibras nerviosas
(IRAC, 2024). Por otro lado, los bactericidas y fungicidas interfieren con procesos esenciales en
las bacterias y hongos como la sintesis de proteinas, replicacion del ADN, lisis de la membrana
celular o acttian sobre proteinas motoras (FRAC, 2019; Certis Belchim, 2021). Asimismo, existen
los herbicidas cuyo objetivo es el control o eliminacion de arvenses por distintos mecanismos de
inhibicion tales como: inhibicion del fotosistema Il y desvio o secuestro de electrones del
fotosistema I, inhibicidn de la sintesis de lipidos interfiriendo en la formacion de glicerolipidos y
fosfolipidos, inhibicion de la sintesis de aminoacidos, inhibicion de la sintesis de pigmentos
fotosintéticos como la clorofila o los carotenoides y la inhibicion de la division celular, estos
mecanismos dependen del herbicida y de la maleza objetivo y permiten un control de la plaga en
diversos puntos bioldgicos (Alvaro, 2008). Desde su implementacion en la agricultura, se ha
observado un incremento en la productividad agricola. Sin embargo, el uso excesivo de este tipo
de compuestos ha desembocado en nuevos problemas como la aparicion de plagas resistentes,
contaminacion medioambiental, peligros a la salud humana y animal y cambios en el microbiota
del suelo (Del Puerto et al., 2014).

2.4. Plaguicidas més Utilizados en Sinaloa

Sinaloa es uno de los estados mas importantes del sector agricola en México, lo cual ha propiciado
el uso desmedido de agentes quimicos necesarios para el control eficiente de diversas plagas para
la proteccion de los cultivos y mantener una alta productividad. No obstante, varios de los
agroquimicos comunmente utilizados estan catalogados como sumamente peligrosos o muy
peligrosos por la OMS, como el Agromet 600 y Anacrot-600 (ONU, 2013). Estos insecticidas

contienen en su composicion quimica metamidofos y monocrotofos, los cuales estan prohibidos en
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paises como Brasil, China, Pakistan, Indonesia, Japon, Costa de Marfil, ciertos paises de la Unién
Europea y en proceso de ser prohibidos en Estados Unidos (RAPAL, 2011), ya que son altamente
toxicos para aves y abejas, ademas de ser altamente persistentes en cuerpos de agua perjudicando
la vida acuatica (Lin et al., 2020).

En 2020 ingresaron al estado 7,579,605 L y 1,742,857 Kg de productos quimicos y biologicos, de
los cuales 540,260 L pertenecian a plaguicidas prohibidos en al menos 31 paises. Estos se
distribuyeron en glifosato 70%, paraquat-diquat 8.75%, atrazina 7.50%, paraquat 7.50%,
metamidofos 5% y monocrotofos 1.25% (CEAIP, 2021). La importacion de este tipo de productos
genera un riesgo para la salud humana y animal, asi como también perjudica al medio ambiente
puesto que generan contaminacion en suelos y cuerpos de agua.

El Valle de Culiacan es considerado como una region agricola de gran importancia a nivel nacional
por disponer de una superficie de cultivo de aproximadamente 217,461 hectareas bajo riego y
115,653 hectareas bajo temporada, con una ganancia de produccion en 2021 de 91,785 millones de
pesos (mdp), posicionando al sector agricola como el factor econdmico méas dinamico en esta
region (Morales-Zepeda, 2007; SIAP, 2021). EI modelo de agricultura intensiva que impera en la
region trae consigo un incremento en el uso de plaguicidas. De acuerdo con lo estimado por Leyva-
Morales et al. (2014a), la aplicacion de plaguicidas altamente peligrosos (PAPS) en el periodo
2011-2012 fue de aproximadamente 69.92 toneladas de ingrediente activo al afio. Esto conduce a
problemas de residualidad, contaminacion y enfermedades, que se ven incrementados por la
incorrecta disposicion final de los envases de plaguicida vacios, que en ocasiones son tirados o
abandonados en las parcelas y en muchas ocasiones en los rios (Cruz-Hernandez, 2003).

Entre los principales plaguicidas més utilizados en el Valle de Culiac&n, encontramos dentro de los
insecticidas y fungicidas a los carbamatos mancozeb y oxamil, con un uso de 25,552.20 kg/afio y
1782.1 kg/afio, respectivamente. En la categoria de insecticidas, se encuentran los
organofosforados y piretroides incluyendo a diclorvos, clorpirifos y malation en el primer grupo
con un uso aproximado anual de 5,686.16 kg/afio y, por otro lado, la cipermetrina incluida en el
segundo grupo con un uso anual de 2,109.24 kg/afio. Si bien el uso de plaguicidas no se limita a
insecticidas y fungicidas (Leyva-Morales et al., 2014), también existe un alto uso de herbicidas
para control de malezas, como es el caso del glifosato, que estudios actuales lo han considerado
como riesgoso para la salud humana, animal y con capacidad para generar modificaciones en la

microbiota nativa rizosférica (Johal y Huber, 2009).
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2.4.1. Glifosato

El glifosato es un herbicida sistémico no selectivo de amplio espectro post-emergencia
perteneciente al grupo de los fosfonatos, su método de aplicacion es foliar y es altamente utilizado
para el control de pastos anuales y perennes, malezas de hoja anchay ciperaceas (Steed et al., 2013;
Martinez-Ledezma, 2019). La molécula del glifosato se descubrio en la década de 1950, por el
quimico suizo Henry Martin; sin embargo, fue Monsanto quien adquirid los derechos del
compuesto en 1970, creando en 1974 al herbicida Roundup (nombre comercial producido por
Monsanto comprada por Bayer en 2018, cuya patente expir6 en 2000). A partir de 1996, el uso de
este producto se incrementé significativamente con la comercializacion de semillas transgénicas
resistentes al glifosato de cultivos importantes como maiz, algodon, soja y canola (Székacs et al.,
2018).

El glifosato fue el herbicida méas utilizado a nivel mundial en 2014, con 747 y 79 millones de
kilogramos aplicados en suelos agricolas y no agricolas, respectivamente (Benbrook, 2016).
Probablemente, el éxito comercial de este herbicida radico en su alta eficacia como herbicida
sistémico de amplio espectro (Bell et al., 2016), su presunta seguridad para los humanos (EFSA,
2015; APVM, 2016; EPA, 2022) y la produccion de cultivos transgénicos tolerantes a glifosato
como algodon, soja, alfalfa, maiz, remolacha azucarera y canola (Monsanto Company, 2017).
Monsanto patent6 en algunos paises la soja transgénica resistente a glifosato, conocida como soja
RR (Roundup Ready) o soja 40-3-2, tecnologia que permite la aplicacion del herbicida en cobertura
total sin afectar el cultivo.

El glifosato es un zwitterion de bajo peso molecular y volatilidad, su molécula esta formada por
una fraccion de glicina y un radical aminofosfato unido como sustituyente de uno de los hidrogenos
del grupo a-amino, esto permite que sea un compuesto altamente polar con una solubilidad en agua
de 10.5 g/L a 20°C, ademas de ser un agente quelante (Carretta et al., 2019) (Figura 2). El glifosato
no posee grupos cromoforos ni fluoréforos por lo que es necesario el uso de metodologias de
derivatizacion utilizando compuestos como el 9-fluorenilmetilcloroformiato (FMOC-CI) para su
cuantificacion por cromatografia (Arkan y Molnar-Perl, 2015; Hanke et al., 2008). Casi todas las
formulaciones comerciales del glifosato son faciles de manejar, muy solubles en agua y
guimicamente muy estables en cualquier proporcion. A lo anterior se suma la baja tension de vapor,

lo cual significa que las formulaciones de uso en el campo no son volatiles. Existen diversas
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patentes de herbicidas que contienen como ingrediente activo al glifosato entre los méas populares
y que se comercializan en México estdn Faena®, Cacique 480®, Nobel 62%®, Lafam®,
Eurosato®, Agroma®, Glyfosol Max®, Durango ™, Coloso Total®, Coloso Max® y Rainbow
Glifosato 41 SI®, estos productos contienen glifosato en diferentes porcentajes en peso, estos van
desde un 41% hasta el 88.8% (deTODO, 1999; Lanafil, 2019; Corteva, 2020; Koor Agro, 2020;
Rainbow Agrosciences S.A.S, 2020; Dragon, 2023). Se ha determinado que la vida media del
glifosato contenido en estos productos comerciales en suelo es de 8 a 280 dias después de su
aplicacion (Powles, 2014) y en cuerpos de agua tiene una vida media entre 13.8 y 301 dias
(Marques et al., 2021). Asimismo, el glifosato se utiliza cominmente como desecante pre-cosecha,
esto es, como agente para secar las hojas de los cultivos y facilitar la cosecha, lo cual se ha reportado
que contamina el néctar y el polen incluso de plantas no objetivo representando un riesgo para

polinizadores (Zioga et al., 2022).
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Figura 2. Estructura quimica de la molécula del herbicida Glifosato (Longo et al., 2015).

2.4.1.1. Mecanismo de accion. El glifosato es un herbicida no selectivo de accion sistémica, de
amplio espectro, y adecuado para el control de muchas especies de malezas en zonas agricolas y
urbanas, pudiéndose utilizar como un tratamiento de post emergencia al follaje. El glifosato tiene
la propiedad de ser adsorbido rapidamente por las particulas de suelo, lo cual disminuye su
movilidad, impidiendo su accion sobre semillas que existieran por debajo del suelo y su absorcién
por las raices (Varona, Henao, Diaz, et al., 2009).

El mecanismo de accion del glifosato tiene su lugar en la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS) de la via del shikimato o &cido shikimico, la cual es una via
que se encuentra en plantas, algas, algunos hongos y bacterias, pero no en animales ni protozoarios
(Pérez-Gonzalez, 2014). Esta via esta involucrada en la biosintesis de aminoacidos aromaticos,
tales como triptofano, fenilalanina y tirosina (Figura 3) (Varona et al., 2009). La EPSPS es

sintetizada en el nucleo y se transloca a los cloroplastos donde forma parte de la ruta del acido
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shikimico (Gonzélez-Ortega y Fuentes-Ponce, 2022), y cataliza la reaccion entre los compuestos
shikimato-3-fosfato (S3P) y fosfoenolpiruvato (PEP) para formar 5-enolpiruvil shikimato-3-
fosfato (EPSP) y fosforo inorganico, siendo en este paso especifico donde el glifosato actia como
inhibidor competitivo del PEP, es decir, se acopla a la molécula de S3P antes que el PEP, formando
un complejo homdlogo al acoplarse en el sitio activo de la enzima EPSPS causando su inhibicion
(Kogan y Alister, 2013). Esto impide la produccién de proteinas y previene la formacion de
compuestos de pared celular como la lignina (Lopez et al., 2002), produccién de fenilpropanoides
(El-Azaz-Ciudad et al., 2016) y disminucion de mecanismos de defensa (Mula, 2012). Asimismo,
la via del &cido shikimico se une con el metabolismo de carbohidratos y es el punto de partida para
otras rutas de biosintesis, por lo que el glifosato también disminuye la biosintesis de vitaminas,
cofactores enzimaticos y ciertos metabolitos secundarios como el tetrahidrofolato y la ubiquinona.
La inhibicién de esta ruta produce una sobreacumulacion del shikimato, provocando sintomas
como marchitez y muerte a los 3-7 dias (Cortes-Tolalpa et al., 2011). El glifosato también puede
afectar otras dos enzimas, la clorismato mutasa y prefrenato hidratasa, ambas también participantes
en la via del shikimato. Adicionalmente, se ha reportado que puede afectar otras enzimas no
relacionadas con la via del shikimato, como la acido invertasa, la cual participa en el metabolismo

de azucares en la cafia de azucar (Su et al., 1992).
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Figura 3. Mecanismo de accién del glifosato, actia como inhibidor de la enzima EPSPS (5-
enolpiruvatoshikimato-3-fosfato sintasa) impidiendo la sintesis de aminoacidos aromaticos como
la fenilalanina, tirosina y triptéfano. Tomado y modificado de Dill (2005).
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2.4.1.2. Toxicidad e impacto en la salud y el medio ambiente. La exposicion al glifosato ha
generado preocupacion sobre sus posibles efectos adversos para la salud humana, animal y medio
ambiente, ya que se ha ligado la generacion de diversas enfermedades con la exposicion directa e
indirecta al glifosato. Entre las méas estudiadas se encuentran problemas dermatoldgicos,
enfermedades crdénico-degenerativas, infertilidad y trastornos como el autismo (Mesnage et al.,
2013; Halwachs et al., 2016; Shaw, 2017; Upadhyay et al., 2019). Por ello, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) ubico al glifosato en categoria I11 de toxicidad por ser irritante en los
ojos (Reaves, 2022). A su vez, la IARC lo ha clasificado en el grupo 2A definiendolo como posible
cancerigeno en humanos (IARC, 2016). Algunas formulaciones comerciales que contienen este
compuesto se encuentran en la categoria | y Il de toxicidad, debido a que la mezcla con otras
sustancias causa la irritacion primaria de los 0jos o la irritacion de la piel (Kaczewer, 2002; Julieta-
Salazar y Aldana-Madrid, 2011).

Estudios enfocados en enfermedades cronico-degenerativas como es el caso de la leucemia, han
determinado que la exposicién directa e indirecta a este herbicida puede generar la presencia de
esta enfermedad en nifios de entre 0 y 14 afios (Monge et al., 2007). También se ha estudiado su
relacién con enfermedades como el autismo observandose altos niveles de glifosato en orina (34.4
Hg/g de creatinina) en nifios con este padecimiento, manifestandose en retraso del lenguaje, a lo
que ellos concluyeron que el glifosato podria estar asociado a posibles alteraciones de microbiota,
mitocondrias y neurotoxicidad (Shaw, 2017). En mujeres, se ha encontrado que exposiciones
prolongadas a este herbicida generan alteraciones en tejido uterino y oocitos, asi como también
alteracion en los niveles séricos de progesterona y estrogeno (Kaboli Kafshgiri et al., 2022). En
Campeche, se encontro la presencia de glifosato en aguas subterraneas (1.42 pg/L) y en muestras
de orina (0.47 pg/L) de los jornaleros en los campos agricolas ubicados en la comunidad de
Hopelchén, esto muestra indicios de un uso y una exposicidn excesiva hacia el glifosato, lo cual
presenta un riesgo para la salud de los trabajadores ya que se encuentran propensos a desarrollar
enfermedades como cancer o problemas hepaticos debido al mal manejo de este agroquimico
(Rendon-von Osten y Dzul-Caamal, 2017).

Por otro lado, se ha reportado la presencia de glifosato en diversas matrices alimentarias en paises
alrededor del mundo. En Brasil, se reportd la presencia de glifosato en muestras de arroz, uvas y
mango (Anvisa, 2020). En Europa, la EFSA detecto al glifosato en muestras de cebada, lentejas,

trigo, alforfén, avena y centeno, siendo estas gramineas de alta importancia economica (Carrasco
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Cabrera y Medina Pastor, 2021). Del mismo modo, se ha determinado la presencia del glifosato en
otras matrices como el maiz, soya, pescado, miel y hasta en productos procesados como lo son la
comida para bebés, esto presenta un gran riesgo para la salud humana, ya que este herbicida se
mantiene en muchos de los alimentos que se consumen de manera cotidiana propiciando la
generacion de enfermedades por la exposicion indirecta hacia este agroquimico (Rodrigues y de
Souza, 2018; de Souza et al., 2021; Alarape et al., 2023; de Morais Valentimet et al., 2024).
Estudios recientes sobre los impactos del glifosato en la salud animal ha demostrado en gallos que
la exposicion a dosis prolongadas de glifosato entre 33.4 mg/kg y 200 mg/kg, induce la inhibicién
de la autofagocitosis provocando acumulacién de liquido hepatico, dando lugar al incremento
nuclear de la enzima HDAC3, que se sabe altera las marcas epigenéticas del gen PPARa,
culminando en la inhibicion de la ruta de oxidacién de acidos grasos (Cai-Yu et al., 2023). Esta
informacién se complementa con estudios realizados en ratones, donde se encontraron
modificaciones en la composicidon celular de las células hepéticas y fagocitosis a nivel macréfagos
(Jiangpeng et al., 2023).

El impacto del uso del glifosato no se limita solo a la presencia de enfermedades, si no también se
ha estudiado los efectos que este puede provocar en el ambiente. En el suelo, se observo la
modificacion de la microbiota nativa, ya que este herbicida tiene la propiedad de ser un agente
quelante de los iones Mn*2, generando una reduccion de los microorganismos reductores de Mn
como B. cereus y un aumento en la poblacién de organismos oxidantes, donde se encuentran varios
fitopatdgenos, como el hongo G. graminis var. tritici que produce la enfermedad “take-all” o pietin
en gramineas como el trigo y sorgo y leguminosas como la soya, que son cultivos de alta
importancia econdémica en el pais (Johal y Huber, 2009). En estudios realizados en cuerpos de agua,
se determinG una relacion directa entre la presencia de glifosato en estos ambientes con la
fecundidad del crustaceo Ceriodaphnia reticulata, organismo base de las cadenas tréficas de los
sistemas de agua (Maria Gagneten et al., 2014). Asimismo, se han realizado diversos estudios
relacionados al efecto del glifosato en distintas especies de peces donde se han descrito diversas
patologias, entre las mas destacables estan las enfermedades hepéticas que fueron evaluadas en
carpas comunes juveniles, observandose una acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)
seguido de una inflamacién hepatica (Liu et al., 2021). En embriones de pez cebra (Danio rerio)
se ha descrito la presencia de malformaciones cardiacas tales como alargamiento de las cavidades

cardiacas y adelgazamiento de las paredes ventriculares, ademas de otras afecciones como
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disminucion de tamafio y anomalias al momento de eclosionar (Lu et al., 2022). De igual manera,
se ha reportado que el glifosato afecta negativamente a organismos polinizadores como las abejas,
reduciendo la capacidad de aprendizaje asociativo de las recolectoras y las habilidades sensoriales
y cognitivas de las abejas jovenes, asi como también promueve retrasos en el desarrollo de las crias
(Farina et al., 2019).

2.4.1.3. Vias de degradacion del glifosato. La degradacion del glifosato puede llevarse a cabo de
manera abidtica o biotica, donde la primera toma lugar en la interaccion de la molécula con
temperaturas que oscilan entre los 30°C y 40°C, que propician el rompimiento de la molécula en
AMPA o sarcosina, siendo mas comun su transformacion a AMPA debido a que la ruptura del
enlace C-N es energéticamente mas favorable que el enlace C-P (Moller et al., 2024). Libre en el
ambiente, el glifosato puede sufrir mineralizacién, inmovilizacién o lixiviacién, pero no sufre
volatilizacién, siendo la mineralizacion el principal mecanismo de degradacion (Mamy et al., 2005;
Kwiatkowska et al., 2014). Por otro lado, la degradacion bio6tica ocurre asociada con
microorganismos que se encuentran en el ecosistema, los cuales podrian utilizarse como agentes
biolégicos para la disminucién del glifosato en suelo, siendo esta una opcion eficiente y
agroecoldgica puesto que es sustentable y autosuficiente. La degradacion microbiana del glifosato
se ha reportado en bacterias, actinomicetos, hongos y algunas algas, siendo las bacterias los
microorganismos mas estudiados (Shushkova et al., 2010; Castrejon-Godinez et al., 2021). La
mayoria de las especies reportadas utilizan el glifosato como Unica fuente de fosforo y pocas
utilizan el glifosato como Unica fuente de nitrégeno y carbono (Moneke et al., 2010; Feng et al.,
2020).

El metabolismo del glifosato involucra tres intermediarios: el AMPA, el acetilglifosato y la
sarcosina, producidos por diferentes vias metabdlicas (Zhan et al., 2018). Entre las vias
mayormente descritas estd la ruptura del enlace carboximetileno-nitrogeno (C-N), este
metabolismo puede ser catalizado por diversas enzimas como la glifosato oxidoreductasa, la cual
es codificada por el gen gox (Zhang et al., 2023), la enzima glicina oxidasa, codificada por el gen
thiO (Hernandez-Guijarro et al., 2021) y la enzima GOW, codificada por el gen goW (Zhang et al.,
2023), donde la ruptura de la molécula da como productos al AMPA y al glioxilato;

subsecuentemente, el glioxilato puede metabolizarse por el ciclo del acido tricarboxilico en COy,
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mientras que el AMPA puede ser excretado al ambiente. EI AMPA puede ser metabolizado por la
enzima C-P liasa para la produccion de fosforo y metilamina (fuente directa de nitrégeno) o
transformado a fosfonoformaldehido por una transaminasa (Jacob et al., 1988). La metilamina se
transforma en amoniaco y formaldehido por la metilamina deshidrogenasa pasando al ciclo del
acido tetrahidrofolico (THFA), mientras que el fosfonoformaldehido es transformado a
formaldehido por una enzima de tipo fosfonatasa para ser utilizado en el ciclo del THFA (Pipke et
al., 1987). La segunda via de degradacion consiste en el uso del glifosato como fuente de fosforo
directo con la ruptura del enlace C-P catalizado por la enzima C-P liasa, que degrada el glifosato
en fosfato y sarcosina, donde la sarcosina es metabolizada por la sarcosina oxidasa a glicina y
formaldehido; la glicina es directamente metabolizada por el microorganismo, mientras que el
formaldehido entra en el ciclo de THFA para producir CO2 y NH4" (Kishore y Jacob, 1987;
Borggaard y Gimsing, 2008) (Figura 4).

Se han reportado la existencia de otras vias de degradacion de glifosato, como la acetilacion del
compuesto en la cepa Achromobacter sp. Kg16, donde se determiné que la cepa fue capaz de crecer
en medio suplementando con glifosato como fuente de fosfato de manera exponencial durante 40
horas, y al cuantificar la cantidad de glifosato residual en el medio se observé la acumulacién del
compuesto acetilglifosato, concluyendo que la bacteria utilizaba este mecanismo para metabolizar
el glifosato, aunque el mecanismo adn no se conoce (Shushkova et al., 2016).

A nivel molecular, el complejo C-P liasa se describe como un complejo multienzimatico
conformado por cinco subunidades, las cuales son codificadas por el oper6on phn
(phnCDEFGHIJKLMNOP), el cual se ha descrito principalmente en E. coli como parte del regulén
Pho y que participa en el catabolismo de organofosfonatos, que incluye el glifosato y el AMPA
(Jochimsen et al., 2011). Los cistrones phnGHIJK estan relacionados con la sintesis de las
subunidades que conforman el complejo C-P liasa, siendo de mayor importancia los cistrones H 'y
J, ya que en el primero codifica una proteina que facilita el ensamble del complejo y el segundo
codifica la subunidad catalitica (Jochimsen et al., 2011; Zhang et al., 2023). Los demas cistrones
del operon se han relacionado con mecanismos de transporte, como lo son los sistemas de
transporte ABC (ATP-Binding Cassete) (phnCDE y phnKL) (Chen et al., 1990; Metcalf y Wanner,
1993; Hove-Jensen et al., 2011), asi como también con sistemas de regulacion genética y transporte
(phnF y phnNOP) (Metcalf y Wanner, 1993; Hove-Jensen et al., 2010).

Asimismo, se ha relacionado la posible participacion de las enzimas 2-fosfonoacetiladehido
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hidrolasa y fosfonoacetato hidrolasa, codificadas por los genes phnYZ y phnAB respectivamente,
en el metabolismo de organofosforados posiblemente incluyendo el glifosato (Kulakova,
2001;Martinez et al., 2010;McSorley et al., 2012; Chen, 2022). Por otro lado, se ha asociado con
la degradacion de glifosato a los genes glpA y glpB, que codifican para las enzimas
fosfonotransferasa y para una proteina oxidorreductasa, respectivamente, puesto que se observd
que la bacteria Pseudomonas pseudomallei 22 fue capaz de metabolizar hasta un 50% del glifosato
inicial a una concentracion de 170 mg/L. Sin embargo, se determind que solo el gen glpB estaba
relacionado con la degradacion, puesto que se evalud la funcion de cada gen por separado en la
cepa de E.coli JIM103, observandose que al incorporar un plasmido que incluia solo al gen glpA,
ésta no era capaz de metabolizar glifosato sino tolerarlo a concentraciones de hasta 1 g/L de
glifosato. En contraste, a la cepa que se le incorpord el plasmido con el gen glpB, si mostro

capacidad de degradar glifosato como fuente de fésforo (Pefialoza-Vazquez et al., 1995).
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Figura 4. Vias de degradacién de glifosato en bacterias. Tomado de Hui et al. (2018).

2.4.2. AMPA (Acido aminometilfosfonico)

El &cido aminometilfosfonico (AMPA) es el principal producto de la degradacion de glifosato. El
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AMPA es un acido orgéanico débil con un grupo fosfonato, que esta compuesto por una fraccion
alcalina y otra acida que le confiere carécter anfétero, es decir, que puede reaccionar tanto como
un acido como una base, tiene baja volatilidad y es altamente polar con una solubilidad en agua de
146.6 g/L (Campanale et al., 2022; Yusa et al., 2021). El AMPA es toxico y se adsorbe fuertemente
a las particulas del suelo presentando una baja capacidad de lixiviacién, pudiendo encontrarse en
sedimento, agua superficial, interfaz sedimento-agua y agua subterranea, pudiendo transportarse
de ambientes terrestres a subterraneos y acuaticos (Singh et al., 2020; Campanale et al., 2022).
Similar al glifosato, el AMPA es persistente en el ambiente y puede ser degradado biolégicamente
en suelos y sedimentos. En el ambiente, se ha reportado que el AMPA tiene una vida media de
hasta 91 dias en cuerpos de agua y 240 dias en algunos tipos de suelo, lo cual puede variar
dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Campanale et al., 2022). De hecho, el
AMPA representa un problema en cuanto a su persistencia, ya que se ha demostrado que puede
acumularse en mayor cantidad que el glifosato en suelos. Un estudio de la Unién Europea demostrd
que se encontraron residuos de glifosato y AMPA en un rango de 0.05 mg/kg hasta valores de 2
mg/kg, siendo las concentraciones de AMPA generalmente mas altas que las de glifosato en todos
los suelos muestreados (Silva et al., 2018).

Se ha encontrado que el AMPA puede descomponerse de manera natural en el suelo o transformado
en &cido fosférico mediante la accién bacteriana y finalmente a diéxido de carbono y fosfato
inorganico (Schuette, 1998). No obstante, la degradacién de glifosato no es el Unico medio que
contribuye con la acumulacion de AMPA ya que se ha encontrado como producto de degradacion
de fosfonatos industriales y domésticos tales como detergentes, tratadores de aguas, extintores,
entre otros (Grandcoin et al., 2017). También se ha reportado como producto de fotodegradacién
de aminopolifosfatos en agua de zonas agricolas, aguas superficiales, sedimentos y suelos

subterraneos poco profundos (Grandcoin et al., 2017).

2.4.2.1. Impactos en la salud y el medio ambiente. De la misma manera que se ha evaluado los
efectos adversos que se producen ante la exposicion del glifosato, también se ha investigado el
efecto del AMPA, su principal metabolito de degradacién. Entre los estudios realizados, se observo
una relacion entre el consumo de agua contaminada con AMPA de pozos y drenajes con el

desarrollo de enfermedades como la diabetes e hipertension (Leyva-Soto et al., 2018). Del mismo
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modo, se ha reportado la presencia de AMPA en muestras de sangre de mujeres gestantes y sus
neonatos, quienes no habian sido expuestos ni al glifosato ni al AMPA, esto puede estar relacionado
con la presencia de AMPA en distintas matrices alimentarias como frutas y vegetales procesados,
miel de abeja, comida de bebé y en productos derivados de la soya, maiz y remolacha azucarera,
lo cual puede indicar que existe una exposicion indirecta hacia este compuesto que propicia el
desarrollo de diversas enfermedades en diferentes grupos etarios (Ehling y Reddy, 2015; Rodrigues
y de Souza, 2018; Savini et al., 2019; de Souza et al., 2021).

Se ha estudiado también los impactos ecoldgicos que este metabolito causa, entre los hallazgos
mas importantes, se demostré que este compuesto provoca cambios en la microbiota intestinal en
peces como la trucha comdn (Salmo trutta f. fario), reduciendo la presencia de ocho géneros de
bacterias dentro de las que destacaron: Escherichia, Polymorphobacter, Paracoccus y
Lactococcus, lo cual puede representar un riesgo para la salud de estas especies de peces,
demostrando la importancia de la reduccién de este compuesto tanto en suelos como en cuerpos de
agua (Hembach et al., 2024).

Se ha investigado los efectos del AMPA en la lombriz de tierra Eisenia andrei. En este estudio, se
sometio a los especimenes a diferentes concentraciones del compuesto en ensayos tanto agudos
como crénicos. Los resultados indicaron una disminucion significativa de la biomasa (peso) en
concentraciones elevadas y un incremento en la cantidad de lombrices juveniles y capullos,
concluyendo que las lombrices de tierra descendientes de progenitores que crecieron en suelos
contaminados con AMPA pueden experimentar un crecimiento reducido, lo cual limita sus

funciones beneficiosas en el ecosistema del suelo (Dominguez et al., 2016).

2.5. Biorremediacion

La biorremediacion es una rama de la biotecnologia que se basa en el uso de organismos vivos
como los bacterias, algas, hongos y plantas utilizando sus mecanismos biol6gicos inherentes para
la degradacidn, remocion, inmovilizacién, eliminacion o detoxificacion de contaminantes del suelo
y el agua (Bala et al., 2022). Estos procesos involucran comunmente reacciones de 0xido-reduccion

donde los contaminantes reducidos se oxidan y los contaminantes oxidados se reducen (Darwin,
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2020). Actualmente, la biorremediacién es una de las técnicas verdes mas prometedoras para la
remocion de contaminantes quimicos, dado que el uso de microorganismos y sus enzimas son
eficientes, seguros y tienen un buen costo-beneficio (Ojuederie y Babalola 2017, Zhan et al. 2018).
Por tal, se ha avanzado en el desarrollo de procesos de biorremediacion efectivos, econdmicos y
socialmente viables, siendo una de las alternativas cada vez mas populares entre los métodos de
tratamiento para contaminantes (Sharma et al. 2018). Asi, la biorremediacion resulta prometedora
para la reduccion de los niveles de plaguicidas en los suelos agricolas contribuyendo a su

restauracion.

2.5.1. Tipos de Biorremediacion

La biorremediacion se clasifica de manera global en dos tipos: in situ, donde los organismos son
usados directamente en el ecosistema que va a ser intervenido; y ex situ, donde se extrae parte el
suelo para tratarlo en cAmaras o biopilas fuera del lugar de origen (Osorio, 2022). Dentro de la
biorremediacion in situ se encuentra la disefiada y la intrinseca. La biorremediacion disefiada utiliza
microorganismos especificos en el &rea contaminada, ya sea microorganismos autdctonos o
modificados por ingenieria genética. La biorremediacién intrinseca utiliza sitios contaminados de
manera no invasiva estimulando la poblacion microbiana existente (Bala et al., 2022). Asi, la
biorremediacion disefiada e intrinseca se pueden llevar a cabo mediante distintas técnicas. Dentro
de la biorremediacion disefiada se encuentra la bioaumentacién, que consiste en adicionar
inoculantes bioldgicos con capacidad de degradar contaminantes y asi promover la biodegradacion
y biotransformacion (Ortiz-Pérez, Bocanegra, et al., 2019).

La biorremediacién puede verse afectada por ciertos factores tanto fisicos como guimicos, como
la temperatura, el pH, la humedad, los niveles de oxigeno, presencia de metales y la cantidad de
nutrientes en el suelo, los cuales pueden influir en la biorremediacion de diversas formas. Las
temperaturas altas o bajas afectan las reacciones quimicas y enzimaticas de las bacterias, siendo
las temperaturas Optimas reportadas para el crecimiento bacteriano entre 20°C y 35°C (lturbe-
Arguelles, 2010). EI pH es importante para el crecimiento de los microorganismos, donde un pH
entre 6.5 y 7.5 es optimo para lograr el crecimiento bacteriano, ademéas de que influye
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principalmente en la actividad enzimatica, desnaturalizacion y modificacion de la estructura de
proteinas, asi como su funcién bioldgica (Ratzke y Gore, 2018), y también afecta la permeabilidad
de la membrana celular bacteriana causando la perdida de iones y nutrientes esenciales (Jin y Kirk,
2018). El contenido de humedad es determinante para que los microorganismos sobrevivan y
mantengan una actividad metabdlica que favorezca la degradacion de contaminantes (Bala et al.,
2022).

Los niveles de oxigeno toman importancia dependiendo si la bacteria es del tipo aerobia, anaerobia
0 anaerobia facultativa, donde en caso de ser aerobia estricta, la bacteria requerird del oxigeno
durante la respiracion celular al utilizar esta molécula como donador de electrones en la cadena
respiratoria. La presencia de ciertos metales en el ambiente es esencial para el crecimiento de
hongos y bacterias, sin embargo, en cantidades excesivas resultan toxicos y pueden inhibir el
metabolismo celular (Bala et al., 2022). Por ultimo, la cantidad de nutrientes puede influenciar el
crecimiento y la reproduccion de los microorganismos, asi como la tasa de biodegradacion, la cual
es crucial para formacién de compuestos dentro de la célula y para diversos procesos bioldgicos
como la obtencion de energia, la division celular y la sintesis de la mayoria de las moléculas. Las
bacterias necesitan de macromoléculas como carbono, nitrégeno, hidrégeno, fosforo y de
micronutrientes como el potasio, sodio, calcio, magnesio, entre otros (Iturbe-Arguelles, 2010). Por
ello, la optimizacion de diversos factores es importante para determinar las condiciones dptimas de
degradacion, y con ello maximizar la degradacion de glifosato y AMPA en los inoculantes

bacterianos (Motharasan et al., 2021).

2.5.2. Inoculantes Bacterianos para Biorremediacion

Un inoculante bacteriano es una preparacion que contiene cepas especificas de bacterias
beneficiosas, destinadas a ser introducidas en el suelo o en las semillas para promover el
crecimiento y la salud de las plantas (Martinez-Viveros et al., 2010). Estos inoculantes suelen
incluir bacterias promotoras del crecimiento vegetal, biocontroladoras de patdgenos y
degradadoras de ciertos compuestos toxicos que contaminan los suelos de cultivo (Glick, 2012).

Las bacterias a utilizarse para la bioaumentacion deben presentar algunas caracteristicas necesarias

35



para su establecimiento, el mantenimiento en el suelo y la actividad metabolica que se requiere
para el proceso de bioaumentacion. Entre estas caracteristicas estan la capacidad de produccion de
biosurfactantes que le permitan incrementar la solubilidad en agua y disponibilidad de compuesto
organicos (Zhang et al., 2003); la ausencia de genes de virulencia asociados a cultivos de
importancia econdmica con la finalidad de evitar enfermedades en los cultivos; presentar la
capacidad metabolica para la degradacion de un contaminante o de varios contaminantes de interés;
no presentar antagonismo ante otros microorganismos nativos del suelo que provoque un
desbalance en la microbiota y por ende la salud de los suelos (Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010).
Asimismo, es deseable que la bacteria a utilizarse para biorremedicacién también posea
caracteristicas como las propiedades promotoras de crecimiento en plantas, las cuales ayudan al
crecimiento, produccion y la mejora del uso de nutrientes por la planta, funcionando, asi como un
coadyuvante en el desarrollo de los cultivos. Entre las propiedades promotoras del crecimiento en
plantas se encuentra la fijacion de nitrdgeno, la actividad ACC deaminasa, la produccion de cido
indolacético, la produccion de &cidos organicos, la produccion de acetoina, la solubilizacion de
fosfato inorganico, la produccion de siderofosos y la mineralizacion de fitatos (Massot et al., 2021).
La fijacidn de nitrogeno atmosférico es un proceso que transforma el N2 en nitratos (NO3’), que
son compuestos asimilables por las plantas, y este proceso se completa con la desnitrificacion,
donde los nitratos se convierten en nitrogeno gaseoso y se devuelve a la atmosfera. Los sideréforos
son pequefias moléculas con una alta afinidad por el hierro y actian como agentes quelantes del
mismo cuando este se encuentra en presencia con otros metales, reduciéndolo a su forma mas
soluble y aprovechable para la nutricion (Aguado-Santacruz et al., 2012). Finalmente se ha
reportado la capacidad de ciertas bacterias para la sintesis de fitohormonas como las auxinas,
citocininas y giberelinas, relacionadas con procesos de crecimiento y desarrollo en las plantas,
como son el crecimiento de las raices y tallo, germinacién y division celular (Asuncion-Cruz et al.,
2021). Incluso, las bacterias con propiedades promotoras del crecimiento pueden de manera
indirecta funcionar como un agente de biocontrol ya que pueden incrementar la resistencia hacia
fitopatdgenos, ya sea a través de la competencia de nutrientes, por antagonismo o al inducir la
resistencia sistémica (Lopes et al., 2021).

La aplicacion de inoculantes es una tecnologia ampliamente utilizada para la reduccion de suelos
y cuerpos de agua contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos, petroleo o gasolina,

donde se ha observado la capacidad de bacterias como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp.,
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Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia para degradar compuestos
como fenantreno, pireno y a-benzopireno en un 92%, 64% y 65%, respetivamente en
concentraciones iniciales de 1,000 mg/kg, utilizando dichos compuestos como fuente de carbono
(Zafra et al., 2017). En otro estudio, se determino la capacidad de degradacion de estos mismos
compuestos en  Mycobacterium  fortuitum,  Microbacterium  polyisoprenivorans vy
Microbacteraceae bacterium, donde estas cepas mostraron una eficiencia de degradacion del 92%
(Jacques et al., 2008). Asi mismo, se ha evaluado las propiedades promotoras de cepas del mismo
género como B. subtilis, B. amyloliquefanciens, B. pasterurii y P. putida y su interaccién con
ciertas especies de plantas como Platycladus orientalis (arbol de la vida), Arabidopsis thaliana,
Lavandula dentate (cantueso) y Glycine max (Soya), observandose la presencia de fitohormonas
como citoquininas, 1AA, giberelinas, que contribuyen al crecimiento y desarrollo de la planta y
raices (Kang et al., 2014; Mishra et al., 2018; Kaushal, 2019; Kumar y Verma, 2019).

2.5.2.1. Desarrollo de inoculantes conformados por consorcios. La biorremediacion, una estrategia

vital en la mitigacién de contaminantes ambientales, depende crucialmente de la presencia
adecuada de microorganismos en entornos especificos y bajo condiciones dptimas para la
degradacidn efectiva de compuestos contaminantes. Sin embargo, este proceso puede ser altamente
complejo para especies microbianas individuales debido a la diversidad de sustratos y condiciones
ambientales variables. En contraste, en la naturaleza los microorganismos frecuentemente forman
comunidades complejas y dinamicas que cooperan para facilitar el crecimiento y el reciclaje de
nutrientes de manera mas eficiente que las poblaciones microbianas aisladas (Ochoa-Carrefio y
Montoya-Restrepo, 2010).

Estas comunidades microbianas, conocidas como consorcios, representan un enfoque prometedor
en la biorremediacion. Un consorcio microbiano consiste en dos 0 méas poblaciones microbianas
de diferentes especies que interactian simbidticamente en un sistema integrado, donde cada
miembro se beneficia de las actividades metabolicas de los otros. Este tipo de cooperacion permite
a los consorcios realizar funciones complejas que podrian ser inaccesibles para cepas individuales,
mediante el intercambio de metabolitos y sefiales moleculares, y la asignacion eficiente de tareas
segun las capacidades especificas de cada miembro (Brenner et al., 2008).

Las interacciones entre microorganismos dentro de los consorcios pueden ser variadas y complejas,
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influenciando directamente las conversiones metabdlicas posibles y la estabilidad global de la
comunidad. Estas interacciones incluyen mutualismo, donde ambas especies se benefician, y
comensalismo, donde una especie se beneficia sin afectar significativamente a la otra. Estos tipos
de interacciones son cruciales en el disefio de consorcios para aplicaciones de biodegradacion,
donde se busca maximizar la eficiencia y la robustez del proceso frente a condiciones ambientales
cambiantes (Faust y Raes, 2012).

Existen dos tipos principales de consorcios: los naturales, que se aislan de comunidades
microbianas existentes en el medio ambiente, y los sintéticos, que se crean artificialmente mediante
el cultivo conjunto de microorganismos conocidos en condiciones controladas. Los consorcios
sintéticos ofrecen la ventaja de poder disefiarse especificamente para degradar contaminantes
particulares, optimizando las vias metabdlicas y las interacciones entre los miembros del consorcio
para maximizar la eficiencia del proceso de biorremediacion (Liang et al., 2020).

El disefio y laimplementacion de consorcios microbianos, especialmente los sintéticos, representan
una innovadora y poderosa herramienta en las ciencias ambientales, facilitando la degradacion
efectiva de contaminantes y la restauracion de ecosistemas afectados. Estos consorcios no solo
cumplen con los objetivos de degradacion deseada, sino que también son mas robustos y estables
frente a las fluctuaciones ambientales a largo plazo, promoviendo asi la sostenibilidad y la salud
ambiental (Kumar et al., 2017). Esta capacidad de adaptacién y eficiencia hace que los consorcios
microbianos sean especialmente adecuados para enfrentar desafios ambientales complejos, como
la degradacidon de herbicidas y la restauracion de la biodiversidad, destacando su papel crucial en
la gestion ambiental contemporanea y futura (Brenner et al., 2008).

Diversos estudios se han realizado acerca del uso de los consorcios para la biorremediacion en
ambientes marinos, se ha investigado el uso de co-cultivos de B. subtilis y P. aeruginosa para la
reduccion de hidrocarburos de petréleo, compuestos aromaticos volatiles e hidrocarburos de n-
alcanos de bajo y alto peso molecular, llegando a degradar hasta 57.56% de éstos, gracias a la
compatibilidad con los ciclos biogeoquimicos (Ghorbannezhad et al., 2022). Asimismo, las
investigaciones no se limitan en ambientes marinos, también se han estudiado para su uso en
campos agricolas para la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), mediante

la formacidn de consorcios bacterianos sintréficos (Macchi, 2018).
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2.5.3. Estudios en Bacterias Degradadoras de Glifosato y AMPA

Debido a la toxicidad y presion del glifosato, las bacterias han desarrollado de manera natural
diferentes mecanismos de degradacién o tolerancia hacia este herbicida con la finalidad de
metabolizarlo para utilizarlo como energia para su desarrollo, ya sea como fuente de fésforo o
carbono. Por tal, se ha observado como estrategia agroecoldgica el aislamiento y caracterizacion
de bacterias con estas capacidades para la formacion de un consorcio sintético conformado por
inoculantes bacterianos.

Existen numerosos estudios que reportan el aislamiento de bacterias de fuentes ambientales
impactadas con glifosato, donde se ha demostrado que varios aislados tienen la capacidad para
degradar el glifosato, mientras que solo unos cuantos trabajos han evaluado la degradacion de
AMPA. El estudio realizado por Fan et al. (2012), donde se reporté a la cepa B. cereus CB4 como
degradadora de glifosato, reportando una degradacion del 94.47% del herbicida en cinco dias a
condiciones optimas de 35°C y pH 6, observandose una acumulacion de sarcosina en el medio
indicando que la cepa utilizaba a la enzima C-P liasa para realizar su metabolismo.

Rossi et al. (2021) aislaron cinco bacterias de los géneros Ensifer sp. CNII15, Acidovorax sp.
CNI26, Agrobacterium tumefaciens CNI28, Novosphingobium sp. CNI35 y Ochrobactrum
pituitosum CNI52. Todas las cepas excepto Ensifer sp. CNII15 degradaron el 100% de glifosato y
AMPA en un tiempo de entre 125-400 h y 30-120 h, respectivamente. En el caso de la Ensifer sp.
CNII15 que no logr6 degradar el glifosato, si fue capaz de crecer en medio suplementado con el
herbicida. Por otro lado, la cepa degraddé el AMPA en un tiempo aproximado de 200 h. Esto
demuestra que la cepa Ensifer sp. CNII15, presento tolerancia hacia el glifosato puesto que no fue
capaz de metabolizarlo, pero si logré crecimiento.

Manogaran et al. (2017), caracterizaron dos cepas Burkholderia sp. AQ5-12 y AQ5-13, las cuales
toleraron hasta una concentracion de 12 ml/L de Roundup® y 200 ppm de glifosato en grado
analitico. Ademas, se determinaron las condiciones optimas (30°C y pH 6) en las que estas cepas
fueron capaces de degradar hasta un 91% de glifosato (50 ppm) en 12 h, observandose una relacion
directa entre la temperatura y el porcentaje de degradacion puesto que a temperaturas de 20°C la
degradacion disminuy6 a 21.27% y a 40°C hasta 12.6%, esto demuestra que la temperatura es un

factor importante en la capacidad de degradacion del glifosato.
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Massot et al. (2021a) aislaron 24 cepas bacterianas de muestras de suelo provenientes de pastizales
y suelos asociados a la rizosfera. De estas, 16 cepas fueron identificadas mediante el gen ARNr
16S, revelando la presencia de los géneros Ochrobactrum, Pedobacter, Phyllobacterium y varias
especies de Rhizobium. Se evaluaron las cepas de O. haematophilum y Rhizobium sp., encontrando
que en cultivo liquido lograron reducir en un 50% el glifosato, inicialmente presente en una
concentracion de 50 mg/L. En un ensayo de microcosmos con suelo cultivado con Lotus
corniculatus, la concentracion de glifosato fue reducida en un 97.4% por la cepa O.haematophilum
y en un 58.7% Rhizobium sp

Por otro lado, se ha realizado experimentos en columnas verticales que simulan los perfiles del
suelo tomando horizontes de 0-10, 10-20 y 20-30 cm de profundidad, para asi estudiar el
desplazamiento del glifosato y a que niveles se encuentra mas disponible para ser biodegradado
por la microbiota nativa; al mismo tiempo se estudid si la incorporacion de la cepa Ochrobactrum
anthropi GPK 3 aument6 la degradacion de glifosato. Los resultados de la investigacion mostraron
un aumento en la degradacion con la incorporacion de esta cepa, observandose una reduccion del
42% (21 mg/kg de suelo) en el horizonte mas soluble del suelo (0-10 cm) y una degradacién del
14-18% entre las capas 10-20 cm, el resto del glifosato (6-8%) se desplazé a la capa de 20-30 cm
donde la biodegradacion se ve reducida o es ausente (Shushkova et al., 2010).

Los estudios de biodegradacion de glifosato se han enfocado en cepas individuales, por lo que el
estudio en consorcios o0 cultivos mixtos son escasos. Gongora-Echeverria et al. (2020) evaluaron
un consorcio microbiano y como cepas en monocultivo aisladas para degradar cinco plaguicidas
que son usados cominmente en Yucatan, México, con el objetivo de tratar efluentes agricolas en
condiciones reales. De los plaguicidas analizados, el glifosato, la atrazina y el carbofurano se
degradaron en mas del 90% utilizando un consorcio microbiano, siendo P. nitroreducens la mas
abundante. A nivel de monocultivos, Ochrobactrum sp. fue la mejor con respecto a la degradacion
de atrazina y glifosato (Géngora-Echeverria et al., 2020). Hindersah et al. (2021) utilizaron un
consorcio formado por Stenotrophomonas maltophilia MHFENV 20, Bacillus subtilis FX4, B.
subtilis IP18, Lysinibacillus sp. BNPK-15, Staphylococcus sp. InS-021-1, Stenotrophomonas sp.
DIB76BC2 y otras bacterias no cultivables, donde determinaron que la concentracion de C-N-P
afectaron la degradacion de glifosato; asimismo, encontraron que la inoculacién del consorcio en
plantas de maiz creciendo en suelo contaminado con glifosato mejoraron el peso seco y la toma de

Ny P a las 4 semanas.
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Los estudios sobre cepas bacterianas para la degradacion de glifosato y AMPA principalmente se
han enfocado en caracterizar la capacidad de degradacion, por lo que estudios donde se realice la
caracterizacion de los genomas de estas bacterias son relativamente pocos. Genes que codifican
para las enzimas C-P liasa, glifosato oxidorreductasa y glicina oxidasa, en los cuales se hace
secuenciado el genoma completo de las cepas Enterobacter sp. Bisphl y Achromobacter insolitus
KG1, donde se observd la presencia de los cistrones que conforman a la proteina C-P liasa,
existiendo una ligera mutacion en el operdn de la cepa Enterobacter sp. Bisphl puesto que se
encontraba conformado por sélo 8 cistrones en vez de 14 como se ha reportado (Sergey V. et al.,
2020; Massot et al., 2021; Ouafa et al., 2022)

2.5.4. Estudios de Bacterias Degradadoras de Glifosato en México

En México son escasos los estudios donde se han aislado bacterias degradadoras de glifosato o
AMPA y se ha evaluado su capacidad para metabolizar estos contaminantes. Entre las cepas que
se han descrito, Pefialoza-Vazquez et al. (1995) reportaron la capacidad de la cepa Pseudomonas
pseudomallei 22 para degradar el 50% del glifosato inicial (170 mg/L) en un periodo de 40 h, esta
cepa se aislo a partir de 44 cepas en suelo agricola. Asimismo, se ha cuantificado mediante HPLC,
la capacidad de degradacién de cepas del género Microbacterium y Janthinobacterium, reportando
una reduccién del 87% y una tasa volumétrica de eliminacion de 11.25 mg de glifosato/L (Santoyo-
Tepole et al., 2020). Otro estudio realizado en Guasave, Sinaloa, identifico diversas cepas del
género Bacillus sp. en cultivos de papa (Solanum tuberosum L.), maiz (Zea mays) y trigo
(Triticum), donde estas cepas presentaron tolerancia al glifosato, carbofuran, permetrina y
clorpirifés en concentraciones de 200, 5000 y 10,000 ppm. Los resultados indicaron que, a 5000
ppm, 16 de los 24 aislados mostraron tolerancia hacia todos los plaguicidas, y a 10,000 ppm, 11 de
los 24 aislados fueron tolerantes a solo tres de los plaguicidas, ya que no lograron crecer a altas
concentraciones de permetrina (Cota-Alvarez, 2021). Ortiz-Pérez et al. (2019) aislaron y
caracterizaron bacterias de muestras de suelo agricola de Tamaulipas, observando la presencia de
cepas de Bacillus sp., Microbacterium sp. y Bordetella sp. con la capacidad de crecer en presencia
de glifosato a una concentracion de 200 ppm.
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Por otro lado, se ha descrito otra via donde las bacterias pueden reducir los niveles de glifosato que
implica la transformacién de este compuesto a polifosfato intracelular, lo cual se observo en una
cepa de B. cereus, aislada de campos de cultivo de naranja contaminados con glifosato. Se
determind que la bacteria presentd un rendimiento de produccion de polifosfato de 4 mg/L,
describiendo que este microorganismo tiene la capacidad de transformar la mitad de la
concentracion inicial de glifosato en un periodo de 279 h (Acosta-Cortés et al., 2019).

En nuestro grupo de trabajo se logré el aislamiento de 43 cepas a partir de enriquecimiento de
glifosato, incluyendo los géneros de Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas, Pantoea, Klebsiella y
Serratia aisladas de sitios agricolas contaminados con glifosato, siendo estas cepas capaces de
crecer a concentraciones de glifosato hasta 15,000 ppm (mg/L). Asimismo, también se aislaron 21
cepas pertenecientes a los géneros Bacillus, Leclercia, Cronobacter, Cupriavidus, Enterobacter,
Stenotrophomonas y Lysinibacillus, las cuales se aislaron a partir de enriquecimientos
suplementados con AMPA en concentraciones de hasta 500 ppm (Figueroa-Iriarte, 2023; Valdés-
Machado, 2023, datos no publicados).
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3. HIPOTESIS

Las cepas bacterianas en estudio (Pseudomonas putida CRA-04, Priestia megaterium FA-
05, Cronobacter sakazakii FA-08, Stenotrophomonas maltophilia CRA-10 y Pantoea dispersa F-
22) muestran capacidad de degradar el glifosato y el AMPA en condiciones in vitro y en

microcosmos de suelo, asociado con la presencia de los genes de degradacion como phn, gox y
thiO.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el potencial biorremediador de cepas bacterianas aisladas de suelo agricola de Sinaloa,
mediante la caracterizacion gendmica y funcional de las cepas y de su capacidad para degradar
glifosato y AMPA.

4.2. Objetivos Especificos

1. Identificar los genes asociados a las vias de degradacion de glifosato y AMPA, asi como evaluar
la presencia de genes de resistencia a antibidticos, degradacion de otros agroquimicos y
asociados a propiedades promotoras de crecimiento en los genomas de las bacterias
degradadoras de glifosato y AMPA.

2. Evaluar la degradacion de glifosato y AMPA en las cepas bacterianas degradadoras en
condiciones de monocultivo y cultivos mixtos.

3. Evaluar la degradacion de glifosato y AMPA en las cepas bacterianas en un modelo de
microcosmos de suelo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de Cepas y Condiciones de Cultivo

Las bacterias utilizadas en este estudio fueron aisladas de suelos agricolas de Fundacion Produce
Sinaloa (FPS, cepas que su nombre inicia con F) y un Agricola en Costa Rica (CR, cepas que su
nombre inicia con C), las cuales se caracterizaron a nivel bioquimico e identificaron por
secuenciacion del gen ARNr 16S en estudios previos del grupo de trabajo (Figueroa-Iriarte, 2023;
Valdés-Machado, 2023, datos no publicados). Las cepas que se seleccionaron para este estudio
fueron obtenidas de enriquecimientos de glifosato para la cepa Pantoea dispersa F-22, mientras
que las demas cepas se obtuvieron de enriquecimientos con AMPA y se identificaron como Priestia
megaterium, Cronobacter sakazakii, Stenotrophomonas maltophilia y Pseudomonas putida con las
codificaciones FA-05, FA-08, CRA-10 y CRA-04, respectivamente.

La reactivacion de las cepas a partir de criopreservados en glicerol al 20% y almacenados a -80°C
se realiz6 en medio LB Miller sélido suplementado con una concentracion final de 1 g/L (1000
partes por millén, o ppm) de glifosato, excepto para P. megaterium que se activé en LB Miller
suplementado a una concentracion final de 100 mg/L (100 ppm) de AMPA, y colocados en
incubacion a 28°C por 24 h. Para los cultivos liquidos, se sembro a partir de colonia en medio
liguido LB Miller suplementado con glifosato o AMPA segln corresponda. Para los ensayos de
cinéticas de crecimiento se utilizo6 el medio MSM2 segun Manogaran et al. (2017) con
modificaciones (preparacion de 1 L): 100 mL de 1 M Tris-HCI buffer (pH 7.2), glucosa (10 g/L),
NaCl (0.5 g/L), KCI (0.5 g/L), MgSO4-7H20 (0.2 g/L), (NH4)2SO4 (2 g/L), y CaCl, (0.01 g/L). Para
los ensayos de degradacion de glifosato o AMPA en cultivo liquido, como suplemento se le
adiciono 1 mL de una solucion de tiamina/biotina (40 mg/50 mg en 100 mL) por cada 1 L de medio
MSM2. El glifosato y el AMPA se suplementaron en el medio MSM2 como fuente de fésforo. El
glifosato que se utilizé fue de grado comercial marca FAENA® FORTE 360, que contiene 363 g
del compuesto activo sal de potasio de N-(fosfometil)-glicina; en el caso del AMPA se utiliz6 grado
reactivo de la marca Sigma y se prepard una solucion de trabajo de 50 mg/mL de AMPA, El

glifosato comercial y la solucion de 50 mg/ml de AMPA se esterilizaron por filtracion con un
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acrodisco estéril de acetato de celulosa de 0.2 micras y se almacenaron a 4°C y -20°C,

respectivamente.

5.2. Extraccion de ADN Gendmico

La extraccion de ADN gendmico se realizd siguiendo el método de Wilson et al. (2001) con
pequefias modificaciones. Se inocularon 5 ml de medio de cultivo con las cepas FA-05, FA-08, F-
22, CRA-10 y CRA-04 y se incubaron a 28°C a 150 rpm por 24 h. Del cultivo fresco se tomaron
alicuotas de 1.5 mL, se centrifugaron durante 5 minutos a 10000 rpm y se desecho el sobrenadante.
La pastilla bacteriana se resuspendi6 en 562 pL de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM
EDTA) pipeteando varias veces, se agregaron 5 pulL de lisozima (25 mg/mL) y se incub6 por 1 h a
37°C en un termomezclador (Thermomixer, Eppendorf). Después de la incubacidn, se afiadieron
30 pL de SDS al 10% (Sigma-Aldrich, EUA), se homogenizé la muestra en un vortex (Scientific
Industries) y se adicionaron 3 pL de proteinasa K (20 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) para
posteriormente incubar por 1 h a 37 °C en el termomezclador. Terminada la incubacién, se
anadieron 100 pL de NaCl 5 M y se mezclo por inversion. Una vez mezclada la muestra se
adicionaron 80 pL de una solucion 10% CTAB en 0.7 M de NaCl, se mezcl¢ utilizando el vortex
y se incub6 por 10 minutos a 65°C en el termomezclador. Finalizada la incubacion, se agregd un
volumen aproximado entre 0.7 a 0.8 mL de cloroformo:alcohol isoamilico (proporcion 24:1 (v/v))
en el termomezclador, se homogenizo6 la muestra en agitador vortex y se centrifug6 a 13,000 rpm
por 10 minutos a 15°C. Terminada la centrifugacion, se transfirio la fase acuosa a un microtubo
nuevo de 1.5 mL, se le adicionaron 2 pL. de RNAsa (4 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) y se incubd
a 37°C por 30 minutos en un termomezclador. Terminada la incubacion se repitio el proceso de
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (proporcion 24:1 (v/v) en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Una vez recuperada la fase acuosa, el ADN se precipité con dos
volimenes de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, EUA) y 1/10 de volumen de Acetato de sodio 3 M
pH 5.2 y se incubd a -20°C por 24 h. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 13,000 rpm por 10
minutos, se descarto el sobrenadante con ayuda de micropipeta, se adiciond 1 mL de etanol al 70%,

se mezcld por inversion y se centrifugo a 13,000 rpm por 5 minutos. Terminada la centrifugacion,
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el sobrenadante se removié cuidadosamente y el ADN se dejo secar a temperatura ambiente por 10
minutos. E1 ADN se resuspendid en 100 uL. de agua destilada estéril en el caso de las muestras que
se enviaron a CINVESTAV (Irapuato, México), o en 50 uL de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0
y 1 mM EDTA) para aquellas muestras enviadas a PlasmidSaurus (Oregon, E.U.A). La integridad
del ADN se verificd por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X con las condiciones
de corrida de 70 V, 250 mA por 60 minutos. Por otro lado, la concentracién y la pureza del ADN
gendmico se midid por espectrofotometria (Qiaport, Qiagen) considerando como 6ptimos los
valores de pureza de la relacion de absorbancia a 260 nm/280 nm entre 1.8-2.0 y de 260 nm/230

nm entre 2.0-2.2.

5.3. Secuenciacion y Ensamble de los Genomas Bacterianos

Para la secuenciacion, se enviaron 3 ug del ADN gendémico extraido de las cepas: P. megaterium
FA-05, C. sakazakii FA-08, P. dispersa F-22 y S. maltophilia CRA-10 por servicio al Laboratorio
de Servicios Genomicos en LANGEBIO, CINVESTAV, utilizando el sistema Illumina MiSeq en
un formato de 2 x 300 nt. Las lecturas crudas obtenidas se visualizaron con la herramienta FastQC
para evaluar la calidad. Posteriormente, su utilizé la herramienta Trimmomatic para eliminar
adaptadores con la funcion llluminaclip, también se utilizé la siguiente configuracion de calidad
MINLEN: 20, SLIDINGWINDOW: 4:30, LEADING: 3y TRAILING: 3, para garantizar lecturas
de alta calidad. Las lecturas filtradas se ensamblaron como genoma de novo utilizando SPAdes
(Prjibelski et al., 2020), a5-miseq (Coli et al., 2015) y Unicycler (Wick et al., 2017).

En el caso de las cepas P. megaterium FA-05 y P. putida CRA-04, se enviaron 20 uL. de ADN
gendmico a una concentracion de 50 ng/pL, el cual previamente se cuantificé en un equipo Qubit
(Invitrogen), a Plasmidsaurus para el servicio de secuenciacion utilizando secuenciacion hibrida de
lecturas largas con la tecnologia de Oxford Nanopore y lecturas cortas de Illumina 2 x 150 nt. El
genoma de la cepa de P. putida CRA-04 se obtuvo de acuerdo con el flujo de trabajo de ensamble
realizado por Plasmidsaurus. En el caso de P. megaterium FA-05 se utilizaron las secuencias largas
obtenidas por la tecnologia de Nanopore y las lecturas filtradas 2 x 300 nt de Illumina previamente

filtradas. Con estas lecturas se realizd un ensamble de novo utilizando la herramienta Unicycler
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(Wick et al., 2017) para realizar un ensamble hibrido. La calidad de los ensambles de los genomas
de las 5 cepas se evalué con QUAST (Mikheenko et al., 2018), y dependiendo de la cepa se

selecciond el mejor ensamble de acuerdo con los parametros de calidad.

5.4. Anotacion de Genomas

Los contigs resultantes de todos los ensambles se anotaron con Bakta (Schwengers et al., 2021),
RAST (Aziz et al., 2008), KEGG (Kenehisa, 2000; Kenehisa, 2019; Kenehisa et al., 2023) y por
comparacion con BLAST en el NCBI. Para identificar los genes relacionados con factores de
virulencia y genes de resistencia a antibiéticos se utilizaron las bases de datos Virulence Factor
Database (VFDB, http://www.mgc.ac.cn/VFs/), ResFinder 4.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2021) y CARD
(Alcock et al., 2023). Por otro lado, se realizd una busqueda en las bases de datos de NCBI (NCBI,

1998) y EMBL (Kanz, 2004) de las secuencias de genes asociados a las vias de degradacion de
glifosato reportadas (phn, gox, thiO y goW), vias alternas posibles de degradacion (phn A, B, W, X,
Y y Z) y genes relacionados con la tolerancia hacia glifosato (aroA, gat y glpA) (Cuadro 2). Con
estas secuencias se realiz6 una basqueda por comparacién con el programa ABRicate (Seeman,
2020) en el genoma de las cepas de estudio para identificar la presencia de genes relacionados con
la degradacion de agroquimicos. Para la identificacion de genes asociados a propiedades
promotoras se utiliz la herramienta ABRicate (Cuadro 3) (Seeman, 2020) y la base de datos
Bacterial antiSMASH (Medema et al., 2011).
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Cuadro 2. Genes codificantes de enzimas relacionadas a la degradacion o tolerancia de glifosato
AMPA.

Gen Enzima No. De accesion
glpA Fosfonotransferasa X74325
aroA EPSPS clase Il WP 151325495.1
gat HV803536.1
gat FW569108.1
gat Glifosato N-acetiltransferasa FW569678.1
gatN FW505478.1
thiO Glicina oxidasa AEW04802.1
gox Glifosato oxidorreductasa ACZ58378.1
gow Glicina oxidasa homologa OM867748
phnAB 2-aminoetil fosfatasa L49465.1
phnWX1X> Fosfonoacetato hidrolasa AJ437001.1
phn (C-P) C-P liasa LR883000.1

Cuadro 3. Genes codificantes de propiedades promotoras de crecimiento en plantas. AlA, &cido
indolacético.

Propiedad promotora Gen No. De accesién
Sintesis de AIA iaaM u04358
iaaH
Sintesis de AIA iaaC AY608698
Sintesis de AIA Ipdc AB052841
Sintesis de AIA atrA AY850387
atrB
atrC
Nodulacion nodB 0OP297401
Metabolismo de nitrogeno nifB M13688
frxA
Nitrificacion nifH HQ398104
Nitrificacion nif (K,E,N, X, W,Z,V,S) AF119361
Metabolismo de nitrégeno ferr (A,By )
Nitrificacion nif J,H,D, K, T,Y,E, N, X, U, KC989924
Enterobacter sp. R4-368 S,V,W,Z M, F,L,A B, Q)
Sideroforos lucA/lucC CP045814
Surfactina SrfAA OM830959
Surfactina srfA2
Enterobactina entB MH818545
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5.5. Determinacion de UFC/mL

Se determiné la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC)/mL a una densidad Optica
(DO) a 600 nm de 1.5 en los cultivos de las cepas en estudio para determinar la cantidad de indculo
inicial en los ensayos de degradacion de glifosato y AMPA. Para ello, las cepas se inocularon en
20 mL de medio LB Miller y se incubaron a una temperatura de 28°C durante 24 h con una
agitacion de 200 rpm. Posteriormente, el cultivo fresco se centrifugd a 6,000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4°C, se descartd el sobrenadante para obtener la pastilla bacteriana.
Esta se lavo con 15 mL de solucién salina al 0.8% NaCl dos veces, centrifugando en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. El cultivo lavado se ajustd a una DO600 de 1.5 y se
realizaron diluciones seriadas desde 10" hasta 10"°, donde se plaquearon 100 pL de las diluciones
108 ,10°y 10'° en medio LB Miller por triplicado. Las cajas se dejaron a 28°C por 48 h y se
contaron las colonias resultantes, considerando para el conteo aquellas cajas entre 30 y 300

colonias, y se realizo el calculo de las UFC/mL con la siguiente férmula (Ramirez et al., 2017):

UFC/mL = (# colonias * factor de dilucion) / mL de muestra sembrada

5.6. Ensayo de Degradacion de Glifosato en Cultivo in vitro.

Los ensayos de degradacion de glifosato se realizaron en dos partes: ensayo de degradacién
utilizando las cepas FPS, y otro ensayo con las cepas CR. Para el ensayo con las cepas FPS, las
cepas FA-08 y F-22 se crecieron en 25 ml de medio LB Miller suplementado con 30 mg/L de
glifosato y la cepa FA-05 en 25 ml de medio LB Miller suplementado a una concentracion de 30
mg/L de AMPA, incubandose a 28°C por 24 h a 200 rpm. Los cultivos frescos se transfirieron a
tubos conicos de 50 mL y se centrifugaron a 6,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se
desechd y se realizaron 3 lavados con 15 ml de solucion salina al 0.8% NaCl, donde cada lavado
se realizé resuspendiendo el boton celular en un vortex (Scientific Industries), se centrifugo a 6000
rpm por 10 minutos a 4°C y se elimino el sobrenadante en cada lavado. Finalmente, la pastilla
bacteriana lavada se resuspendié en solucion salina al 0.8% esteril y se ajusté a una DO600 de 1.5
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(1013 UFC/mL), utilizando la solucion salina como blanco. Como tratamientos, los monocultivos
se realizaron para las cepas FA-08, F-22 y FA-05, mientras que los cultivos mixtos fueron dos
mezclas: F-22 + FA-08, y F-22 + FA-05. Para la inoculacion de los monocultivos se agregaron 1
ml del cultivo ajustado de la cepa y 1 mL de solucion salina al 0.8% NaCl, mientras que para los
cultivos mixtos se agregaron 1 ml del cultivo ajustado de cada cepa, todo esto en 50 mL de medio
MSM2 contenido en matraces de 250 mL de polipropileno y suplementado con glifosato a una
concentracion final de 30 mg/L y con biotina/tiamina como se describi6 en la seccion 5.1.

Para el ensayo con las cepas CR, las cepas CRA-04 y CRA-10 se crecieron en 25 ml de medio
MSM2 liquido suplementado con 30 mg/L de glifosato, incubados a 28°C por 24 h a 200 rpm. La
preparacion del indculo lavado y ajustado sigui6 el mismo protocolo descrito para las cepas FPS.
Como tratamientos, se consideraron las cepas CRA-04 y CRA-10 como monocultivo, y para el
cultivo mixto se consideré una mezcla de las dos cepas. La inoculacion de este ensayo siguié las
mismas especificaciones descritas previamente para las cepas FPS.

De todos los cultivos una vez inoculados se tom6 1 mL de cada tratamiento para determinar la
DO600 inicial y 1 mL de muestra para la determinacion de glifosato y AMPA en el tiempo cero
(TO). La muestra de cultivo para la cuantificacion se centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C,
se transfirio el sobrenadante a un microtubo nuevo de 1.5 mL y se almacend a -20°C protegido de
la luz con aluminio hasta su analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS-MS) en el Laboratorio de Plaguicidas.
Posteriormente, los cultivos se incubaron en un agitador orbital a 28°C por 6 dias a 200 rpm, se
determin6 la DO600 y se tomaron muestras para la cuantificacion a los 3 y 6 dias de cultivo como
se describio previamente para el TO. El experimento se llevé a cabo como un disefio de dos factores
completamente al azar con tres réplicas por tratamiento, tomando como factor el tiempo (T0, T3y
T6) y el cultivo bacteriano (monocultivo y cultivos mixtos) y se realizé una comparacion de medias

utilizando las pruebas de Tukey (P < 0.05) en el programa Minitab 19.

5.7. Ensayo de Degradacién de AMPA en Cultivo in vitro.

Las 5 cepas bacterianas en estudio se sembraron en 25 mL de medio LB Miller liquido
suplementado con AMPA a una concentracion final de 30 mg/L y se incubaron a 28°C por 24 h a
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200 rpm. EI cultivo fresco se centrifugd en un tubo cénico de 50 mL a 6,000 rpm por 5 minutos a
4°C. El sobrenadante se desechd y se realizaron 3 lavados con 20 mL de solucién salina al 0.8%
NaCl, donde en cada lavado se resuspendio el boton celular en un vortex (Scientific Industries), se
centrifugd a 6000 rpm 5 minutos a 4°C y se elimino el sobrenadante. La pastilla bacteriana lavada
se resuspendid en solucion salina al 0.8% NaCl y se ajusté a una DO600 nm de 1.5 utilizando la
solucidn salina como blanco. Para este ensayo, los tratamientos consistieron en monocultivos de
cada una de las 5 cepas. Para ello, se inocul6 1 mL del cultivo lavado y ajustado en 50 mL de medio
MSM2 contenido en matraces de 250 mL de polipropileno y suplementado con AMPA a una
concentracion final de 30 mg/L y con biotina/tiamina como se describid en la seccion 5.1.

Todos los cultivos una vez inoculados, se tomo6 1 mL de cada tratamiento para determinar la DO600
inicial y 1 mL de muestra para la determinacion de AMPA en el tiempo cero (TO). La muestra de
cultivo para la cuantificacion se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se transfirio el
sobrenadante a un microtubo nuevo de 1.5 mL y se almaceno a -20°C protegido de la luz con
aluminio hasta su andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS-MS) en el Laboratorio de Plaguicidas.
Posteriormente, los cultivos se incubaron en un agitador orbital a 28°C por 6 dias a 200 rpm, se
determin6 la DO600 y se tomaron muestras para cuantificacion a los 3 'y 6 dias de cultivo como se
describid previamente para el TO. El experimento se llevo a cabo como un disefio de dos factores
completamente al azar con tres réplicas por tratamiento, tomando como factor el tiempo (T0, T3y
T6) y el cultivo bacteriano (monocultivos) y se realizé una comparacion de medias utilizando las

pruebas de Tukey (P < 0.05) en el programa Minitab 19.

5.8. Ensayos de Degradacion de Glifosato en un Modelo de Microcosmos de Suelo

Para realizar el ensayo de microcosmos se colectaron de 3 kg de suelo a una profundidad de hasta
30 cm en una zona agricola libre de glifosato localizada en los alrededores de Culiacancito, que se
colocaron en una bolsa de pléastico, se trasladaron al laboratorio BIMOGEN y se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta el montaje del ensayo. La muestra de suelo se limpio de rocas y restos

vegetales, y se dejé secando a la luz solar. La muestra de suelo seca se triturd6 mecanicamente con
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ayuda de un martillo y se tamizé para lograr un tamafio de particula <2 mm. Una vez tamizado el
suelo, se tomé una muestra de 5 g de suelo tamizado para realizar la cuantificacion de glifosato y
AMPA por UPLC-MS/MS y 1 kg para determinar materia organica por servicioen MASTERLAB.
Para el montaje del microcosmos, se agregaron 15 g del suelo seco a 48 tubos conicos de 50 mL.
Estos tubos con suelo se esterilizaron por autoclave por 40 minutos a 121°C, y se dejaron a
temperatura ambiente. Esto proceso de esterilizacion se realizo por dos veces para garantizar la
esterilidad del suelo. Por otro lado, para este ensayo se seleccionaron solamente las cepas F-22,
CRA-04 y CRA-10, las cuales se sembraron en 50 mL de medio LB Miller suplementado con 1
g/L de glifosato, se incubaron a 28°C a 200 rpm por 24 h. EI cultivo fresco se centrifug6 a 6,000
rpm por 10 minutos para obtener la pastilla bacteriana, la cual se lavo tres veces con 15 mL de
solucion salina 0.8% y se ajusto la DO600 en 1.0.

Para la preparacion del suelo, a cada tubo con suelo estéril se le agregaron 11 mL de agua destilada
estéril con glifosato (el agua se suplement6 a una concentracién final de 75 mg/L de glifosato) y
se homogenizo en un vortex (Scientific Industries) hasta obtener una mezcla homogénea de suelo.
Los tratamientos se enlistan en el Cuadro 5 y se realizaron por triplicado. Para la inoculacién, a
cada uno de los tubos se les adicionaron 1.5 ml del inoculo bacteriano y 1.5 mL de solucidn salina
al 0.8% NaCl para los monocultivos y 1.5 ml de cada cepa para los cultivos mixtos. La
concentracion teorica de los cultivos inoculados fue de 30 mg/L de glifosato debido al volumen
afiadido del suelo y los in6culos. La humedad relativa fue de aproximadamente de 80%, la cual se

calcul6 utilizando la férmula:

(Peso suelo hidratado—Peso suelo seco)

% humedad relativa = * 100

Peso suelo seco

Cuadro 4. Disefo experimental de los tratamientos para el ensayo de microcosmos de suelo

Trat. # Especificacion In6culo Total de
microcosmos
1 Control (suelo + glifosato) 3 mL solucion salina 15
2 suelo + glifosato + F-22 15mLF-22+15mL 15
solucién salina
3 suelo + glifosato + CRA-04 y 1.5mL CRA-04 + 1.5 mL 15
CRA-10 CRA-10
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Los microcosmos se mantuvieron a 28°C en oscuridad por 60 dias en una cdmara bioclimatica
(Thermo Scientific™) y se adiciond6 medio MSM2 estéril una vez por semana para mantener la
humedad relativa. Para la cuantificacion de glifosato y AMPA, de cada tratamiento se tomaron 3
muestras de manera aleatoria a los 0, 15, 30, 45y 60 dias. El experimento se llevé a cabo como un
disefio de dos factores completamente al azar con tres réplicas por tratamiento, tomando como
factor el tiempo (TO, T3y T6) y el cultivo bacteriano (control, monocultivo o cultivo mixto) y se
realiz6 una comparacion de medias utilizando las pruebas de Tukey (P < 0.05) en el programa
Minitab19. Las muestras se almacenaron a -20°C en oscuridad hasta su analisis en el laboratorio
de Plaguicidas en CIAD.

5.9. Cuantificacién de Glifosato y AMPA por UPLC-MS/MS

La cuantificacion de las muestras de medio MSM2, se llevd a cabo siguiendo la metodologia
PARA-PLA-006 “Determinacion de glifosato, dcido aminometilfosfonico (AMPA) y glufosinato
en agua mediante la derivatizacion con FMOC-CI y cromatografia de liquidos masas/masas
(UPLC-MS/MS)”. Las muestras descongeladas se homogenizaron con un vortex y se diluyeron en
buffer de fosfatos (KH2PO4/Na2B4O7 0.1 M pH 9) en una relacion de 1:200 (v/v). Una vez diluida
la muestra, se le agregd de 1 mL de FMOC-CI en acetonitrilo (1 mg/mL) en una relacion 1:1 (v/v),
se homogenizé por vortex y se mantuvo en bafio seco a 60°C por 1 h, agitdndose en vortex cada 15
minutos. Posteriormente, la reaccién de derivatizacion se detuvo con 130 pL de &cido fosférico al
2% y se agregaron 5 mL de CHCI> para extraer el glifosato derivatizado, las fases se separaron
mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos. Se recuperd la fase acuosa y se filtr6 a
través de un acrodisco de jeringa de nylon de 0.22 um (ThermoFisher), recuperando la solucién
filtrada en un vial de cristal de 2 mL con tapa preperforada. La solucidn recuperada se inyecto en
el sistema UPLC-ESI-MS/MS, compuesto por un cromatografo liquido de alto rendimiento
(UPLC) (Acquity, Waters) y un espectrémetro de masas en tandem con sonda ESI (Xevo TQS).
Las condiciones del UPLC-MS/MS fueron las siguientes: modo de ionizacion, ESI (+); voltaje del
capilar, 3.21 kV; temperatura de desolvatacion, 400°C; flujo del gas de desolvatacion, 650 L/h;
temperatura de la fuente, 150°C; flujo del gas del cono, 300 L/h; flujo del gas de colision, 0.15
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mL/min. Las muestras se inyectaron automaticamente a través de un sistema Sample Manager-
FTN Acquity de Waters a un UPLC Acquity con columna Acquity UPLC BEH Phenyl 1.7 um, 2.1
X 100 mm, en un volumen de 10 pL. Se utiliz6 como fase movil A formiato de amino 5mM, pH
3.0 y como fase modvil B Acetonitrilo + 0.1% de acido férmico a manera de gradiente. La
identificacion y cuantificacion se llevo a cabo utilizando la sonda ESI en un espectrofotometro de
masas Xevo TQ-S de Waters y se analizé en el programa MassLynx™. La determinacién de la
concentracion final de los analitos se realizé mediante el calculo de area bajo la curva. La curva de
calibracion se realiz6 con un blanco y un estandar (mezcla de glifosato (Accustandard Inc.), AMPA
(Sigma-Aldrich™) y glufosinato (Sigma-Aldrich™) a una concentracion de 50 ppb (Leon-Medina,
2023).

Para la determinacién de glifosato en las muestras de microcosmos se disolvio 1 g de suelo huimedo
en 15 mL de buffer de fosfatos (KH2PO4/Na2B4O7 0.1 M pH 9), esta solucion se sometio a
sonicacion por 30 minutos para extraer todo el glifosato y AMPA presente en el suelo y se
centrifugd a 6,400 rpm por 10 minutos para obtener el sobrenadante. Una vez obtenido el
sobrenadante se siguid la misma metodologia descrita anteriormente para los cultivos. A diferencia
del andlisis de las muestras de medios de cultivo, la curva de calibracion de suelos se realizé con
un blanco y dos estandares a una concentracion de 500 y 1000 ppb (mezcla equivalente de glifosato
(Accustandard Inc.), AMPA (Sigma-Aldrich) y glufosinato) (Ledn-Medina, 2023).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Ensamble de Genomas

El ensamble de los genomas de las cepas P. megaterium FA-05 y P. putida CRA-04 presentaron
una calidad final de genoma cerrado, con un tamarfio de cromosoma de 5,346,303 pb (%GC=37.88)
y 5,914,547 pb (%GC=61.7), respectivamente (Figura 5A y 5B, Cuadro 5). Para el caso de la cepa
P. megaterium FA-05, se encontraron tres plasmidos: pFA-05_1 (124,067 pb), pFA-05_2 (30,162
pb) y pFA-05_3 (6,347 pb) (Figura 6A), presentando porcentajes de cobertura e identidad con otros
genomas reportados en la base de datos de NCBI. El plasmido pFA-05_1 presentd un 38% de
cobertura y 90.84% de identidad con un plasmido sin nombre reportado en la cepa P. megaterium
H2 (NZ_CP071484); el plasmido pFA-05_2 present6é un alto porcentaje de cobertura (100%) e
identidad (88.56%) con el plasmido pl CACC119 de la cepa P. megaterium CACC119
(NZ_CP140266); por ultimo, el plasmido pFA-05_3 mostr6 una cobertura del 57% y una identidad
de 93.02% con el plasmido p8 de la cepa P. megaterium 2020WEIHUA _L (NZ_CP059465).

Por otro lado, las cepas C. sakazakii FA-08, S. maltophilia CRA-10y P. dispersa F-22 presentaron
una calidad final de ensamble de tipo draft (borrador) con tamafios de 4,293,294 pb (%GC=57.03),
4,320,704 pb (%GC=66.57) y 4,036,063 pb (%GC=57.67), respectivamente (Cuadro 5). Asi
mismo, se detecto la presencia de plasmidos en las cepas C. sakazakii FA-08 y P. dispersa F-22,
los plasmidos se nombraron pFA-08 (49,138 pb) y pF-22 (692,292 pb), respectivamente (Figura
6C). El plasmido pFA-08 mostrd una alta identidad (84.50%) y cobertura (82%) con el plasmido
CSK29544 3p de la cepa C. sakazakii ATCC29544 (Hoeflinger y Miller, 2017). El plasmido pF-
22, que present6 un tamafio considerable, se encontré que comparte un alto porcentaje de identidad
(98.16%) y cobertura (92%) con el plasmido pJL.02bL de la cepa P. dispersa JL.02bL
(NZ_CP107574), confirmando que el contig corresponde a un megaplasmido anteriormente

reportado en este género bacteriano.
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Cuadro 5. Caracteristicas gendmicas y pardmetros del ensamble de genoma de las cepas en
estudio.

Caracteristicas | P. megaterium P. putida C. sakazakii | S. maltophilia P. dispersa
a
Cepa FA-05 CRA-04 FA-08 CRA-10 F-22
Calidad final Genoma Genoma Draft Draft Draft
cerrado cerrado
Lecturas crudas 277,641 - 1,137,793 1,725,238 923,499
(LANGEBIO)/
13,708
(Nanopore)
Lecturas 252,019 - 1,040,189 1,525,366 836,425
filtradas (LANGEBIO)
Plataformas de IHlumina 2 x IHlumina 2 x Illumina 2 x Illumina 2 x Ilumina 2 x
secuenciacion 300 pb 150 pb + 300 pb 300 pb 300 pb
(LANGEBIO) Nanopore (LANGEBIO) | (LANGEBIO) | (LANGEBIO)
+ Nanopore (PlasmidSau
rus)
Ensamblador UNICYCLER Servicio UNICYCLER | UNICYCLER | UNICYCLER
v0.5.0 PlasmidSaur v0.5.0 v0.5.0 v0.5.0
us
Anotacion Bakta v1.8.1 Bakta v1.8.1 Annotation Bakta v1.8.1 Annotation
Genome Genome
Pipeline Pipeline (AGP)
(AGP)
N50 (pb) 5,346,304 rNG50(65,0 984,210 634,410 692,292
98)
Cromosoma 5,346,304 5,914,547 4,290,548 4,320,704 4,128,803
(pb)
Plasmidos 124,067 pb - 49,138 pb - 692,292
(pFA-05_1) (pFA-08) (pF-22)
30,162 pb
(pFA-05_2)
6,387 pb
(pFA-05_3)
Contigs (No., 4 1 29 38 30
pb)
Longitud total 5,506,920 3,318,311 4,290,548 4,438,969 4,821,095
(pb)
Contenido de 38 61.7 57.03 66.57 57.5
GC (%)
Cobertura 15x 102x 86X 161.9x 81.3x
CDS 5581 5281 3970 4002 4388
Pseudogenes 27 11 35 12 37
(total)
ARNr 43 22 5 3 8
ARNt 131 76 72 71 69
ARNmMt 1 1 1 1 1
CRISPR 0 0 3 0 2
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Figura 5. Representacion grafica del cromosoma circular cerrado de las cepas A) P. megaterium
(FA-05), y B) P. putida (CRA-04). Los genomas no estan representados a escala.
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Figura 6. Representacion grafica de los plasmidos identificados en las cepas bacterianas. A)
Plasmidos de P. megaterium (FA-05), B) Plasmido C. sakazakii (FA-08) y C) Plasmido Pantoea
dispersa (F-22). Los plasmidos no estan representados a escala.
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6.2. Anotacion de Genomas

6.2.1. Genes Asociados a la Degradacion de Glifosato y AMPA

La caracterizacion de los genomas de las cinco cepas consistio en la bldsqueda de los genes
involucrados en las vias de degradacion de glifosato y AMPA para relacionar dicha caracteristica
gendmica con la capacidad de las bacterias para degradar estos compuestos. Sin embargo, en la
mayoria de las cepas no fue posible encontrar el operén phn completo, sino que se encontraron los
genes phn dispersos en el cromosoma, a excepcidn de la cepa P. dispersa F-22 donde se encontro
el operon completo. En la cepa C. sakazakii FA-08 se encontr6 solamente el cistron phnH, el cual
es una subunidad del complejo C-P liasa permitiendo el ensamble del complejo (Jochimsen et al.,
2011). En la cepa S. maltophilia CRA-10 se detectaron dos cistrones pertenecientes al operén phn,
aunque se encontraron en posiciones distantes en el genoma, donde el gen phnD (STENO_003131)
se encontro en la posicion 334,234...335,088, y el phnP (BIKONL_15655) en la posicion
5,796,735...5,796,735. Estos dos genes al pertenecer a un operdn deberian encontrarse juntos en
una localizacion gendmica, no obstante, se ha reportado la presencia de genes phn en distintas
localizaciones en genomas de Rhizobium sp. (Massot et al., 2021b). Por otro lado, en la cepa P.
putida CRA-04 se identificaron méas cistrones del operén phn, pero solo aquellos genes
relacionados al transporte de fosfatos (Lee-Bazaldua, 2019), como phnEl (BIKONL_000310),
phnE2 (BIKONL_000311), phnC (BIKONL_000312), y phnD (BIKONL_000313). En el caso de
la cepa P. dispersa F-22 se identificaron 14 cistrones que componen al operén (phnC-P), indicando
que, de acuerdo con sus caracteristicas gendmicos, esta bacteria tiene un mayor potencial para
degradar tanto glifosato como AMPA, ya que se ha observado a cepas que poseen estos mismos
cistrones como O. haematophilum P6BS con la capacidad de degradar hasta un 97% del glifosato
inicial (50 mg/L); asimismo se ha demostrado que variaciones en la cantidad o posicion de los
cistrones no afectan la actividad catalitica de las cepas mientras se conserven los genes
phnFGHIJKL como es el caso de las bacterias Phyllobacterium sp., Rhizobium sp. que mostraron
ser capaces de metabolizar hasta un 65.8% de glifosato inicial (60 mg/kg) (Massot et al., 2021a).

Solo en dos de las cinco cepas (P. megaterium FA-05 y P. putida CRA-04) se encontro la presencia
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del gen thiO, el cual codifica una glicina oxidasa y se ha relacionado con la degradacion de glifosato
a AMPA (Hernandez-Guijarro et al., 2021). Esto podria sugerir que la glicina oxidasa podria
degradar glifosato, aunque se ha reportado que esta via no es tan comun para la degradacion de
dicho compuesto en bacterias, ya que esta enzima presenta una baja tasa de degradacion de
glifosato debido a que la afinidad que tiene la enzima por este sustrato es menor que la descrita
para la enzima glifosato oxidorreductasa (GOX); asimismo, en caso de que existiera degradacion
de glifosato, el AMPA se acumularia como producto ya que las bacterias que presentan este gen
no tienen la capacidad para degradarlo (Hernandez-Guijarro et al., 2021).

En cuanto a los genes relacionados a posibles vias alternas de degradacién y mecanismos de
tolerancia, en la cepa P.putida CRA-04 se encontraron los genes phnWX, (BIKONL_003024 y
BIKONL_003023) y en la cepa S.maltophilia CRA-10 los genes phnAB (STENO 001078 y
STENO _002751), estos genes se han encontrado en otras cepas como E. coli, P. fluorescens 23F
y A. insolitus Kg19 (Kulakova et al., 2001; McSorley et al., 2012; Sergey et al., 2020) y se ha
demostrado la capacidad de las enzimas que codifican para la degradacion de organofosforados,
postulando su posible relacién con la degradacién del glifosato ya que esta clasificado como
organofosforado (Hui, Yanmei, et al., 2018). Por otro lado, en la cepa C. sakazakii FA-08 se
encontré la presencia del gen aroA (CRONO_02345), relacionado con la tolerancia a altas
concentraciones de glifosato, esto podria indicar que la bacteria tiene la posibilidad de crecer en
altas concentraciones de este herbicida sin degradarlo ya que no fue posible localizar genes

relacionados a su degradacion (Liu y Cao, 2018).
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Cuadro 6. Genes relacionados a degradacion y tolerancia de glifosato o AMPA encontrados en las
cepas.

Cepa Genes Enzima Mecanismo
Sistemas de
phn transporte ABC
P. putida (E1E2CD) (ATP-Binding Transporte de fosfatos
CRA-04 Cassette)
phnWX; 2-fo§fonoacetll Metabolismo de organofosforados
hidrolasa
- phnAB 2-aminoetil fosfatasa Metabolismo de organofosforados
S. maltophilia Sisternas de
CRA-10 phnD y phnP Transporte de fosfatos
transporte
P. megaterium . - . Degradacion de glifosato, ruptura
EA-05 thiO Glicina oxidasa enlace C-N
C. sakazakii phnH Cistrén C-P liasa Degradacion de glifosato y AMPA,

ruptura enlace C-P

FA-08 aroA EPSPS clase Il Tolerancia al glifosato
P. dispersa F- i b Degradacion de glifosato y AMPA,
22 phn (C-P) C-P liasa ruptura enlace C-P

6.2.2. Genes de Virulencia y de Resistencia a Antibidticos

Se detectaron genes relacionados a la resistencia a diversos antibioticos utilizando la base de datos
CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (Cuadro 7). Entre los genes asociados a
resistencia a antibidticos, entre los mas comunes detectados en la mayoria de las cepas se
encuentran genes que confieren resistencia a fluorogquinolonas y tetraciclina, a excepcién de P.
megaterium FA-05. Asimismo, se detectd la presencia de diversas bombas de flujo, las cuales estan
relacionadas con la resistencia a cefalosporinas, rifamicina, macrdélidos y antibioticos glicosilados
(Alekshuny Levy, 1997; Alcock et al., 2023). En el caso de la busqueda de genes de virulencia en
las bases de datos VFDB (Chen, 2004) y RAST (Aziz et al., 2008), no se detectd ningun gen de
este tipo en los genomas. La presencia de todos estos genes de resistencia a antibiéticos podria
asociarse a que son ampliamente utilizados para la prevencion y tratamiento de infecciones
bacterianas en la industria agricola, por lo que la liberacion continua de estas sustancias promueve
la propagacion de bacterias (BRA) y genes resistentes a antibioticos (GRA) en diferentes

compartimientos ambientales como el agua, suelo y la atmosfera (Awad et al., 2014; Zhu et al.,

61




2019; Yang et al., 2021).
En el sistema de suelo-planta existe una variedad de fuentes de resistencia a antibioticos, como el

estiércol utilizado para incrementar la fertilidad del suelo y promover el crecimiento de los cultivos

(Chang et al., 2015; Wang et al., 2022); sin embargo, el estiércol de ganado a menudo contiene

residuos de antibioticos, esto tiene como resultado la diseminacién de BRA (Guo et al., 2018).

La prevalencia de BRA y GRA en el sistema planta-suelo se atribuye a la presion selectiva de

residuos de antibidticos resultado de la aplicacion de estiércol, lodo de aguas residuales y al riego

con agua residual regenerada. Ademas, la transferencia horizontal de genes y los cambios

dinamicos de las comunidades bacterianas han jugado un rol critico en la diseminacién de

resistencia a antibidticos en suelo y plantas (Xiao et al., 2023)

Cuadro 7. Genes de resistencia a antibioticos presentes en las cepas. AMR, resistencia

antimicrobiana.

Cepa Gen Familia amr Resistencia adquirida Referencia
Fosfomicina thiol . Khabthani et al.,
FosBx1 Fosfomicina
Priestia transferasa 2021
. ) Bomba de flujo Agentes desinfectantes y .
m?git%g);m gacG-J (SMR) antisépticos Heir et al., 1999
Belll Clase A Bc beta- Cefalosporinas y Torkar y
lactamasa carbapenémicos Bedeni¢, 2018
acEdeltal Bomba de flujo Agentes desinfectantes y Kazama et al.,
g (MES) antisépticos 1999
" Antibioticos Chen et al.,
aadA2 ANT (37) aminoglucdsidos 2007
Bomba de flujo . Reyes et al.,
msbA (ABC) Nitroimidazol 2006
Fluoroguinolonas,
. cefalosporinas,
acrA Bomba de flujo carbapenémicos, Poole, 2004
(RND) L L
Cronobacter tetraciclina, rifamicina,
sakazakii (FA- fenicol
08) CSA-1 (I:SA beta- Cefalosporinas ARO:3006869
actamasa
Porina bacteriana
con permeabilidad i Alekshuny
marA reducida a Monobactamicos Levy, 1997
betalactamicos
Macrélidos, Srinivasan
Bomba de flujo aminoglucésidos, . y
KpnF-E . i Rajamohan,
(SMR) cefalosporinas, tetraciclina y 2013
rifamicina
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Macrolidos, s
. Nishino y
fluoroquinolonas, .
H-NS . - Yamaguchi,
cefalosporinas, tetraciclina,
' 2004
cefamicina
. Lomovskaya et
emrR-B Fluoroguinolonas al., 1995
Bomba de flujo T . Pessi et al.,
rsmA (RND) Diaminopiridininas y fenicol 2001
Bomba de flujo . Nishino et al.,
CRP (RND) Macroélidos 2008
Pjtei%io(ngg]ﬁ adeE Bomba de flujo Fluoroguinolonas y Coyne et al.,
P 04) (RND) tetraciclinas 2010
Bomba de flujo Aminoglucésidos, .
Stenotrophom smeR (RND) cefalosporinas y cefamicina Lietal., 2002
onas AAC (6"-lak AAC (69 Aminoglucésidos Tada et al., 2014
maltophilia APH (9)-Ic APH (9) Aminoglucdsidos Shi et al., 2022
(CRA-10) adeE Bomba de flujo Fluoroguinolonas y Coyne et al.,
(RND) tetraciclinas 2010
Bomba de flujo . Nishino et al.,
CRP (RND) Macroélidos 2008
Resistencia . Marquez et al.,
sull sulfamida Sulfamida 2008
adeE Bomba de flujo Fluoroquinolonas y Coyne et al.,
(RND) tetraciclinas 2010
Pantoea emrR-B Bomba de flujo Fluoroguinolonas Lomovskaya et
. (SMR) al., 1995
dispersa (F- - -
22) rsmA Bomba de flujo Diaminopiridininas y fenicol Pessi etal.,
(RND) 2001
Bomba de flujo ammgcrlzlc!g:izos Srinivasan y
KpnF-E (SMR) Y D Rajamohan,
cefalosporinas, tetraciclina,
A 2013
rifamicina
Ecol EFTu_ Resistencia -
PLV elfamicina Elfamicina Zeefetal., 1994

6.2.3. Genes de Degradacion a Otros Plaguicidas y Propiedades Promotoras de Crecimiento

en Plantas

La busqueda de genes relacionados a la degradacion de otros plaguicidas en las bacterias en estudio
revel6 que no poseen en su genoma genes reportados a esta funcién. Por otro lado, se encontro la

presencia de diversos genes relacionados a propiedades promotoras de crecimiento mediante el uso
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de ABRIicate, Bacterial antiSMASH y RAST. En las bacterias P. putida CRA-04, S. maltophilia
CRA-10 y C. sakazakii FA-08, se encontraron los genes narK, narG, narH, narJ y narl,
involucrados en la sintesis de las subunidades alfa, beta y gama de la enzima nitrato reductasa o
nitrito oxidorreductasa (Hamada y Soliman, 2023), enzimas involucradas en el proceso de
nitrificacion especificamente en la reaccion de oxidacion del nitrito a nitrato (Blasco et al., 1990).
Asimismo, fue posible encontrar en la cepa P. dispersa F-22 los genes napA, napB y napC,
involucrados en la sintesis de estas subunidades en una enzima nitrato reductasa homologa.

El nitrato es el principal compuesto que utilizan las plantas como fuente de nitrégeno, siendo un
nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento ya que es componente en &cidos nucleicos,
aminoacidos, la clorofila, entre otras (O’Brien, 2016). Asimismo, el nitrato funciona como una
molécula sefializadora involucrada en la modulacion de la expresion de los genes involucrados en
el crecimiento de la planta, en la arquitectura del sistema de raices (RSA) (Vidal y Gutiérrez, 2008),
desarrollo de las hojas (Rahayu, 2005) y la floracion (Castro Marin et al., 2011). Por otro lado, en
la cepa P. megaterium FA-05 se encontraron los genes norD y norQ, que codifican las subunidades
de la enzima 6xido nitrico reductasa, involucrada en la reduccion de o6xido nitrico (NO) a 6xido
nitroso (N20), paso clave del proceso de desnitrificacion en suelos, puesto que el 6xido nitrico es
toxico (Kahle et al., 2023). Estudios previos en el grupo mostraron que todas las cepas, excepto P.
putida CRA-04, fueron positivas para la prueba bioquimica de reduccion de nitratos (Figueroa-
Iriarte, 2023; datos no publicados), indicando que presentan genes que contribuyen con el ciclo del
nitrégeno en el ecosistema.

De igual forma, se encontr6 la presencia de clusters relacionados a la sintesis de diferentes
moléculas de siderdforos, como es el caso de la enterobactina en P. dispersa y C. sakazakii, la
frederiksanibactina en P. dispersa, la Aerobactina en C. sakazakii y la 2,3-dihidroxibenzilserina en
S. maltophilia. Estos sider6foros son comunmente reportados en cepas de B. cereus, B. subtilis y
Yersenia fredeeriksenii y permiten la biodisponibilidad de iones férricos contribuyendo a la
asimilacion de estos iones en las plantas y favoreciendo su desarrollo debido a que el hierro es un
componente importante para la realizacion de la fotosintesis en plantas (Guzman-Mellado, 2022;
Stow et al., 2021; Timofeeva et al., 2022). La presencia de estos sideréforos también es crucial
para la vida de las bacterias ya que estas necesitan la presencia de iones metalicos para su desarrollo
(Butler et al., 2023). En la cepa de P. megaterium FA-05 solamente se encontraron clusters
relacionados a la produccion de biosurfactantes (surfactina) de acuerdo con anti-SMASH, esto
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concuerda con el estudio realizado por Stancu (2020), donde determind la capacidad de la cepa P.
megaterium IBBpo17 para producir biosurfactantes en medio suplementado con un hidrocarburo (n-
alcano n-hexadecano). Los biosurfactantes se caracterizan por reducir la tension superficial del
aguay producir micelas que emulsionan a los hidrocarburos para solubilizarlos permitiendo que se
encuentren méas disponibles para su degradacion (Sriram, 2020). Estos compuestos son altamente
utilizados para la biorremediacion de suelos contaminados debido a su rapida biodegradacion y

baja toxicidad, ademas que favorecen a la accesibilidad de nutrientes (De la Rosa Cruz et al., 2014).

6.3. Determinacion de UFC/mL

La determinacion de UFC/mL se realiz6 con la finalidad de determinar la cantidad de in6culo
bacteriano que se utiliz6 para evaluar la degradacion de glifosato y AMPA in vitro. Como se
observa en el Cuadro 8, la cantidad de UFC/mL a una DO600 fue homogénea segun la dilucion
teniendo valores que oscilaron entre 2x102-2.7x10* UFC/mL calculado para la dilucion 107,
mientras que para la dilucion x1071° se obtuvo un rango de 1.53x10%-2.5x10'® UFC/mL. De estos
resultados, se considerd la mayor dilucion por lo que la concentracion de las cepas a una DO600
de 1.5 fue aproximadamente de 103 UFC/mL.

Cuadro 8. Resultados de la cuantificacién de UFC/mL a una DO600 de 1.5 de las cepas en estudio.

Réplica Colonias Concentracion
Cepa bacteriana Dilucién romedio bacteriana
RI | R2 | R3 | P UEC/mI
> disoerea .22 109 264 | 250 | 237 250 2 5x1022
- dIsp 100 170 | 139 | 150 153 1.53x10%
. 10° 265 | 245 | 312 274 2 74x1022
P. megaterium FA-05 100 206 | 213 | 210 210 2 1x1053
. 10° 211 | 190 | 200 200 2x10%2
P. putida CRA-04 1010 120 | 165 | 227 171 1.7x10%
N 10° 217 | 203 | 254 225 2.25x1012
S. maltophilia CRA-10 100 237 | 249 | 186 224 2 24x105
- 10° 230 | 250 | 255 245 2 45x1012
C. sakazakii FA-08 1010 240 | 261 | 247 250 2 5x1053

R1, R2, R3, corresponden a los conteos de colonias realizados en las réplicas.
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6.4. Degradacion de Glifosato en Cultivo in vitro

6.4.1 Degradacion en Cepas Aisladas en Costa Rica (CR)

La degradacion de glifosato se evaluo en las cepas P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-10 que

fueron aisladas de la localidad de Costa Rica (CR) como monocultivos y en cultivo mixto. En las

cepas P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-10 en monocultivo y cultivo mixto se evalu6 el

crecimiento bacteriano monitoreado por la DO600 y la cuantificacién de la concentracion del

glifosato presente en el medio MSMZ2, a los tres y seis dias. Como resultado se observo un aumento

en el crecimiento en todos los tratamientos a partir del tercer dia, siendo mayor en CRA-04 y el

consorcio, mientras que en CRA-10 fue més bajo. No obstante, al dia 6 de crecimiento se observo

que CRA-04 y el consorcio bajaron su ritmo de crecimiento, mientras que CRA-10 crecié en mayor

proporcion, aungue no logro las DO600 finales de los otros tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Cinética de crecimiento durante la degradacion de glifosato, monitoreado por la densidad
oOptica a 600 nm (DO600) en los tratamientos con las cepas CR. Las barras representan el error

estandar
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Por otro lado, los ensayos de cuantificacion de glifosato mostraron que, de los tratamientos
evaluados, solo el consorcio conformado por P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-10 fueron
significativos (p < 0.05) con una reduccion de un 17% del glifosato inicial (aproximadamente 30
mg/L), mientras que en las cepas como monocultivos no se detectd degradacion a pesar de que
todos los tratamientos mostraron crecimiento. Asimismo, el control mostré una ligera disminucion
en la cantidad de glifosato inicial, aunque esta disminucién no fue significativa, lo cual indica que
la degradacion abiotica de glifosato en el experimento no fue significativa. De manera similar, en
algunos tratamientos hubo un aumento de glifosato en el dia 3 y 6 de cultivo, sin embargo, no
fueron cambios significativos por lo que puede asumirse que son parte de la variabilidad del
experimento y el método de cuantificacion.

Por otro lado, los resultados de la cuantificacion de AMPA residual fueron muy variables y, en
particular, en todos los tratamientos en el tiempo cero se detectaron concentraciones minimas de
AMPA (entre 0.0564 y 0.1416 mg/L), lo cual puede explicarse como AMPA residual posiblemente
en el material o el cultivo lavado, éste Gltimo, aunque se lavod pudieron quedar algunas trazas de
preindculo utilizado para el ensayo. En la cepa P. putida CRA-04 se observd una disminucién
significativa en cuanto al AMPA residual (Figura 8B), lo cual sugiere que si bien la bacteria no
tiene la capacidad de degradar glifosato puede tolerarlo, y ademas podria utilizar el AMPA residual
para crecer (Amoros et al., 2007) ya que presenté un aumento en la densidad dptica a partir de los
tres dias, mismos en los que el AMPA residual comenz6 a reducir su concentracion en el medio
(Figura 7).

Estos resultados difieren a lo reportado por Nourouzi et al. (2011) donde se evalu6 la degradacion
de glifosato en otra cepa de S. maltophilia, misma que demostrd ser capaz de degradar hasta un
94% de glifosato como fuente de carbono y un 2% del AMPA producto del metabolismo como
fuente de fdsforo, es posible que la cepa este utilizando otros compuestos presentes en el
Roundup® como las sales de isopropilamina para complementar su metabolismo ya que son fuente
de carbono y nitrdgeno ya que si se observé un aumento en la densidad éptica (Amoroés et al.,
2007). Asimismo, para P. putida también existen reportes donde se ha demostrado su capacidad
para degradar glifosato (Esikova et al., 2023).
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Figura 8. Determinacion de la concentracién residual de A) glifosato, y B) AMPA, en las cepas
aisladas de Costa Rica (CR), en cultivos con 30 mg/L de glifosato inicial a los 0, 3y 6 dias. Las
barras representan el error estandar. Los tratamientos con asterisco.

Considerando que solo el consorcio degrado significativamente el glifosato, esto puede sugerir que

las cepas CRA-04 y CRA-10 interaccionaron de manera sinérgica la degradacion. Estos resultados
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también sugieren que las cepas en monocultivo, si bien no degradaron el glifosato, son capaces de
tolerarlo, el cual es un mecanismo descrito en la literatura donde se ha reportado que cepas como
B. licheniformis tienen la capacidad de acetilar el glifosato por la enzima glifosato N-
acetiltransferasa impidiendo que este pueda inhibir a la enzima EPSPS (Siehl et al., 2007), asi como
también existen cepas como Pantoea G-1 que presentan al gen aroA que codifica para enzimas
EPSPS mutantes (Liu y Cao, 2018).

A pesar de que los datos de cuantificacion indicaron que en el consorcio existe sinergia por parte
de las capas, no fue posible encontrar una relacién entre la presencia de los principales genes
reportados para la degradacion de glifosato y su capacidad para degradar glifosato en consorcios,
ya que en ambos genomas no se encontraron todos los cistrones que componen a la fraccion
catalitica del operén phn. Estos podria sugerir que estas bacterias utilizan otro mecanismo para
degradar dicho compuesto, puesto que se observd la presencia de los genes phnX2
(BIKONL_003023) y phnW (BIKONL_003024) en la cepa P. putida CRA-04, los cuales codifican
para la enzima 2-fosfonoacetiladehido hidrolasa, la cual se ha reportado esta relacionada con la
degradacion de fosfonatos (Martinez et al., 2010) y se ha ligado su posible participacion en el
metabolismo del glifosato (Chen et al., 2022), asi como también los genes phnA (STENO_001078)
y phnB (STENO_002751) en la cepa S. maltophilia CRA-10 implicados en la sintesis de la proteina
fosfonoacetato hidrolasa (Kulakova et al., 2001), la cual también se ha mencionado que podria
participar en la degradacion (McSorley et al., 2012; Chen et al., 2022), por esta razon se hipotetiza
que ante esta condicion de consorcio es posible las bacterias pudiesen estar utilizando estas vias o

alguna adn no descrita.

6.4.2 Degradacion en Cepas Aisladas en Fundacion Produce Sinaloa (FPS)

La cuantificacion de la concentracion de glifosato y AMPA residual para las cepas aisladas en
Fundacién Produce Sinaloa (FPS), se realizé a diferencia de las cepas anteriores solo al inicio y
después de seis dias de cultivo, aunque el crecimiento monitoreado por DO600 si se realizé a dia
0, 3y 6. EI monitoreo del crecimiento mostro que todos los tratamientos, con excepcion de la cepa

P. megaterium FA-05, presentaron crecimiento exponencial a los 3 dias, mientras que a los 6 dias
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ya no hubo crecimiento e incluso los monocultivos de P. dispersa F-22 y C. sakazakii FA-08
redujeron su crecimiento (figura 9). En el caso de la cepa P. megaterium FA-05 a los 3 dias hubo
una ligera reduccion en la DO600 indicando que no hubo crecimiento, sin embargo, a los 6 dias
alcanzé densidades similares a los demas tratamientos. Lo anterior podria explicarse gque esta cepa
requirié un mayor tiempo para adaptarse a las condiciones de cultivo presentando una fase lag los

primeros 3 dias (Olawale et al., 2011).
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Figura 9. Cinética de crecimiento durante la degradacion de glifosato, monitoreado por la densidad
Optica a 600 nm (DO600) en los tratamientos con las cepas FPS. Las barras representan error

estandar.

Por otro lado, la cuantificacion de glifosato revel6 que solo la cepa P. dispersa F-22 degradé hasta
un 24% de glifosato como fuente de fosforo, partiendo de una concentracion inicial de 27.559 +
0.0232 mg/L (figura 10A), lo cual fue significativo (p < 0.05). En el caso del AMPA, la cepa P.
dispersa F-22 también fue capaz de degradar AMPA residual ya sea en monocultivo como en
cultivo mixto siendo estadisticamente significativa (p < 0.05), a pesar de que en el control si hubo
un aumento significativo de AMPA residual (figura 10B). Estos resultados podrian relacionarse
con la presencia en su genoma de los 14 cistrones que conforman al operén completo phn, el cual

esta involucrado en la degradacién de glifosato a sarcosina (Kishore y Jacob, 1987) y de AMPA a
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metilamina; a la fecha aiin no se ha reportado esta capacidad degradadora de glifosato en cepas de
esta especie, aunque si existen estudios del uso de P. dispersa para la degradacion de hidrocarburos
aromaticos, donde se determind su capacidad para metabolizar hasta un 55% de estos compuestos
en seis dias (Lai et al., 2024).

En contraste, se observé que las cepas P. megaterium FA-05 y C. sakazakii FA-08 no degradaron
glifosato en monocultivos ya que no se observaron diferencias significativas en la concentracion
de glifosato en TO y T6. Asimismo, el control sin in6culo no presentd una reduccion significativa
de glifosato indicando que no hubo degradacion abidtica en dichas condiciones (Figura 9A). En el
caso del AMPA residual, la cepa P. megaterium FA-05 mostrdé un aumento significativo en esta
concentracion determinando que tampoco es capaz de degradar el AMPA en esta condicion; es
posible que la falta de degradacion por parte de P. megaterium FA-05 esté relacionada con el
tiempo de exposicion ya que se ha reportado en otros estudios que cepas de la misma especie
lograron degradar el 70% del glifosato en dos meses, esto podria significar que la bacteria necesita
de un tiempo de aclimatacion para metabolizar este compuesto (Mousa et al., 2022). Asimismo, la
presencia del gen thiO que codifica una glicina oxidasa se ha reportado que es menos eficiente en
la degradacion de glifosato (Pollegioni et al., 2011).

Por otro lado, la cepa C. sakazakii FA-08, no presentd una reduccion significativa en el AMPA
residual, aungue si se observo un aumento en la DO600 (Figura 10), esto puede estar relacionado
con el gen aroA localizado en su genoma, puesto que se ha reportado que codifica para una enzima
EPSPS tolerante al glifosato, permitiéndole a estas bacterias crecer en altas concentraciones de
dicho herbicida (Liu y Cao, 2018).

Del mismo modo se evalu6 la capacidad degradadora de estas tres cepas en consorcios para
determinar la existencia de interacciones sinergistas que les permitiera aumentar el porcentaje de
glifosato metabolizado como se observo en las cepas CR; sin embargo, en ambos consorcios no se
presentd una disminucién significativa del glifosato aunque si del AMPA residual indicando que
es posible que las cepas de P. megaterium FA-05 y C. sakazakii FA-08 estén ejerciendo un efecto
antagonista hacia la cepa P. dispersa F-22 y en sus respectivos consorcios en cuanto a la
degradacion de glifosato pero no de AMPA (Figura 9A), ya que el AMPA residual mostré una
reduccidn significativas entre los tiempos TO y T6 (p < 0.05), mostrando que ambos consorcios

tienen la capacidad de metabolizar este compuesto en esta condicion.
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Figura 10. Determinacién de la concentracion residual de A) glifosato, y B) AMPA, en las cepas
aisladas de Fundacién Produce Sinaloa (FPS), en cultivos con 30 mg/L de glifosato inicial a los 0
y 6 dias. Las barras representan el error estandar. Los tratamientos significativamente diferentes
estan representados con un asterisco (p < 0.05).

6.5. Degradacion de AMPA en Cultivo in vitro

La degradacion de AMPA se evalu6 a diferencia del glifosato solo en monocultivos con la finalidad
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de determinar la capacidad de las cepas en estudio para degradar dicho metabolito. La ANOVA'y
la prueba de Tukey mostraron diferencias significativas en la degradacién de AMPA entre las cepas
(p < 0.05). Las bacterias que mostraron esta capacidad fueron P. dispersa F-22 y S. maltophilia
CRA-10 degradando casi en su totalidad el AMPA a los 6 dias, redujeron la concentracion de este
compuesto en un 86.41% y 77.66%, respectivamente (Figura 11). Esto se esperaba para la cepa P.
dispersa F-22 ya que posee todos los cistrones pertenecientes al operdn phn, que codifica para la
enzima C-P liasa, reportada para la degradacion de AMPA en metilamina y fosfato (Jacob et al.,
1988). Por otro lado, este comportamiento no se esperaba en la cepa S. maltophilia CRA-10 debido
a que no fue posible identificar en su genoma genes relacionados a la C-P liasa del operon phn,
aunque si se identificaron los genes phnD y phnP asociados al transporte, hipotetizando que es
posible que existan otros mecanismos relacionados a la degradacion de este compuesto que alin no
se conocen.

Por otro lado, el crecimiento bacteriano monitoreado por la DO600 indic6 que todas las cepas
fueron capaces de crecer en el medio, excepto la cepa C. sakazakii FA-08 (Figura 12). Lo anterior
indica que las cepas P. putida CRA-04 y P. megaterium FA-05 son tolerantes al AMPA, mientras
que C. sakazakii FA-08 es sensible al AMPA ya que no crecié y no redujo la concentracion de
AMPA. En el caso de la cepa P. putida CRA-04, donde se observo una disminucion significativa
del AMPA residual en ensayos de glifosato, no logré degradar el AMPA en estos ensayos a una
concentracion de 24.429 + 2.289 mg/L (Figura 11), posiblemente sugiriendo que altas
concentraciones de este compuesto pueden inhibir la degradacion de concentraciones residuales de
AMPA. A la fecha, no hay reportes de cepas que sean tolerantes al AMPA, y por tal, no se conocen

los mecanismos que confieren resistencia a este compuesto.
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6.6. Ensayo de Degradacion de Glifosato en Microcosmos de Suelo

El ensayo de microcosmos de suelo se llevo a cabo con la finalidad de determinar la capacidad de
la cepa P. dispersa F-22 y el consorcio conformado por P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-
10 para degradar glifosato en condiciones controladas. El suelo utilizado fue de naturaleza arcillosa
y limosa, con altas concentraciones de iones de calcio, magnesio y sodio, asi mismo cabe destacar
la presencia de trazas de glifosato (0.00676 mg/kg) y AMPA (0.01480 mg/kg). Los resultados de
la cuantificacion de glifosato en el suelo mostraron que la cantidad inicial de glifosato fue la
esperada entre 25 a 30 mg/L al inicio del experimento en todos los tratamientos. Sin embargo, el
control constituido por suelo sin inéculo mostrd la menor concentracion de glifosato a partir de los
15 dias de incubacion manteniéndose a los 30 y 45 dias en comparacion con los tratamientos de la

cepa P. dispersa F-22 y el consorcio, los cuales presentaron valores mayores (Figura 13).
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Figura 13. Concentracion de glifosato residual (mg/L) en microcosmos de suelo utilizando la cepa

P. dispersa F-22 y el consorcio conformado por P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-10 a los
0, 15, 30y 45 dias. Las barras representan el error estandar.

El analisis de ANOVA vy la prueba de comparacion de medias Tukey revelaron que no existen
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diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05), no obstante, si se observo una tendencia
por parte del control de disminuir ain mas la concentracion de glifosato. Esto difiere de lo reportado
por Bastidas-Bastidas et al. (2023), donde determind que un consorcio conformado por las cepas
P. megaterium FA-05, Enterobacter sp. CRG-10, Erwinia sp. F-16, C. sakazakii FA-08 y P.
aeruginosa CRA-07 presentaron la capacidad para degradar glifosato, ya que de una concentracién
inicial de 30.33 mg/kg de glifosato se alcanz6 una concentracion final de 3.942 mg/Kg a los 78
dias, mientas que el control (degradacion abidtica) se mantuvo sin disminuir significativamente.
De aqui, se sugiere que existio una deficiencia en la esterilizacion del suelo y es necesario repetir

el experimento para determinar la capacidad de degradacion de estas cepas.
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7. CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas estudiadas mostraron diferentes comportamientos al estar expuestas
al glifosato, donde a través de los ensayos de degradacion de glifosato y monitoreo de la DO600,
se encontrd que las cepas P. megaterium FA-05, C. sakazakii FA-08, P. putida CRA-04 y S.
maltophilia CRA-10 mostraron ser tolerantes al glifosato.

La cepa P. dispersa F-22 presentd el mejor potencial para ser utilizada como inoculante bacteriano,
asi como el consorcio formado por las cepas P. putida CRA-04 y S. maltophilia CRA-10, ya que
en estas conformaciones se logré demostrar la capacidad metabdlica para degradar el glifosato.
En el caso del AMPA, se encontrd que solo las cepas P. dispersa F-22 y S. maltophilia CRA-10
fueron capaces de metabolizar este compuesto en un 86.41% y 77.66%, respectivamente; no
obstante, para el AMPA residual de estos ensayos se observé que la cepa P. putida CRA-04 y los
consorcios FA-05 x F-22 y FA-08 x F-22, también pudieron metabolizarlo.

Genomicamente, se encontrd el operén phn completo en la cepa P. dispersa F-22, asi como los
cistrones phnE1E2CD, phnD-phnP y phnH del mismo operon en las cepas P.putida CRA-04,
S.maltophilia CRA-10 y C.sakazakii FA-08, respectivamente, también se mostro la presencia de
otros genes de degradacion como el gen thiO en la cepa P.megaterium FA-05 y genes de posibles
vias alternas (phnYX2 y phnAB). Por otro lado, también se demostrd la tolerancia de la cepa
C.sakazakii FA-08 hacia el glifosato ya que en su genoma poseia el gen aroA ademas de no
presentar la capacidad de metabolizar este compuesto pero si de crecer en su presencia. Asimismo,
se identificaron algunos genes asociados a propiedades promotoras del crecimiento en plantas, las
cuales son caracteristicas adicionales deseables en un inoculante.

Los resultados obtenidos en los experimentos divergen en parte de la hipotesis planteada, debido a
gue aunque si se mostro una mayor degradacion por parte de la cepa P.dispersa F-22 que contenia
al operon completo phn, esto no fue similar para la cepa P.megaterium FA-05 que presento el gen
thiO, otro de los genes reportados para la degradacion de glifosato. Por otra parte, la cepa
S.maltophilia CRA-10, no presentd ninguno de los genes esperados pero si demostrd la capacidad
para degradar AMPA, esto puede estar relacionado con la existencia de otras rutas ain no

reportadas que pueden demostrar otras vias en las que las cepas metabolizan este compuesto.
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8. RECOMENDACIONES

Dados los resultados obtenidos, se recomienda que las cepas 0 consorcios que resultaron
significativos en la degradacion de glifosato o AMPA sean objeto para el analisis transcriptdmico
con la finalidad de determinar los cambios transcripcionales que ocurren de manera global en la
bacteria e identificar otras vias que pudieran estar involucradas en la degradacion del glifosato y
AMPA. Asimismo, se recomienda la repeticion de los ensayos de suelo, ya sea en microcosmos de
suelo estéril o en macetas, para demostrar que las cepas candidatas logran reducir las
concentraciones de glifosato y AMPA en condiciones ambientales relevantes. Por Gltimo, resulta
conveniente evaluar experimentalmente las propiedades promotoras de crecimiento en plantas
identificadas en los genomas de las cepas, para determinar si éstas presentan estas caracteristicas

beneficiosas adicionales para la generacion de inoculantes bacterianos.
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