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Resumen

El uso excesivo de plaguicidas se ha convertido
en una de las principales causas de contaminacion
para los suelos agricolas. Una alternativa
bioldgica para eliminar estos compuestos es la
biodegradacién, una técnica basada en las
propiedades metabdlicas de los microorganismos
para descomponer de forma natural los
contaminantes. Por esta razén, se quiso evaluar la
capacidad de degradacion de las bacterias nativas
Pseudomonas sp, Serratia marcescens y Bacillus
mycoides frente al insecticida carbofurano del
grupo carbamatos, el cual ha sido usado para
controlar plagas en cultivos de papa criolla
Solanum phureja, ubicados en la vereda San
Agustin  municipio de Mutiscua, Norte de
Santander. Los ensayos de degradacion se
realizaron en reactores biologicos y bajo
condiciones controladas, a partir de estos se
efectuaron cinéticas de degradacién y analisis del
crecimiento microbiano. El analito fue evaluado
por la técnica de espectrofotometria UV/Vis a una
longitud de onda de 275nm. Los resultados
obtenidos muestran que en un periodo de quince
dias Bacillus mycoides logra degradar un 56% del
pesticida, Serratia marcescens el 60%, mientras
gue Pseudomonas sp pudo degradar el 73%. La
capacidad de degradacion se debe a que las
bacterias emplearon el carbofurano como fuente
de nutrientes (carbono y/o nitrégeno), adaptando
sus mecanismos genéticos a procesos metabolicos
enzimaticos que por sintesis oxidan, hidrolizan e
hidroxilan el plaguicida ayudando a reducir la
toxicidad del compuesto mediante actividad
cometabolica o por mineralizacion completa.
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Abstract

The excessive use of pesticides has become one
of the main causes of pollution for agricultural
soils. A biological alternative to eliminate these
compounds is biodegradation, a technique based
on the metabolic properties of microorganisms to
naturally break down contaminants. For this
reason, the degradation capacity of native bacteria
Pseudomonas sp, Serratia marcescens and
Bacillus mycoides was evaluate against the
carbofuran insecticide of the carbamates group,
which has been used to control pests in crops of
“criolla potato” solanum phureja, located in the
village of San Agustin municipality of Mutiscua,
Norte de Santander. The degradation tests were
carried out in biological reactors and under
controlled conditions, degradation kinetics and
microbial growth analysis were performed. The
analyte was evaluated by the UV [/ Vis
spectrophotometry technique at a wavelength of
275nm. The obtained results show that in a 15-
day period Bacillus mycoides manages to degrade
56% of the pesticide, Serratia marcescens, 60%,
while Pseudomonas sp. was able to degrade 73%.
Possibly the degradation capacity is due to the
fact that the bacteria used carbofuran as a source
of nutrients (carbon and / or nitrogen), adapting
their genetic mechanisms to enzymatic metabolic
processes that synthesize oxidants, hydrolyze and
hydroxylate the pesticides, helping to reduce the
toxicity of the composed by comet activity or by



complete mineralization.
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1. Introduccion

La produccion agricola es de las
actividades economicas que mayores
afectaciones le genera al medio
ambiente, debido a que los agroquimicos
han convertido los suelos en depdsitos de
desechos toxicos, el uso excesivo de
plaguicidas produce efectos dafinos a los
organismos debido principalmente a la
movilizacién de estos productos a través
del aire, agua y suelo, situacién que
afecta a los ecosistemas, produce
transformacion de microorganismos y
perjudica la salud humana (Narishwar y
Woodward,2013).

Uno de los plaguicidas mas utilizados
para el control de plagas en los cultivos
es el carbamato carbofurano (Sun, Zhu y
Wang, 2012). Dicho compuesto ha sido
utilizado en los cultivos de papa criolla de
la vereda San Agustin en el municipio de
Mutiscua, por ello se requiere Ia
busqueda de alternativas para remediar
esos suelos. La degradacién microbiana,
es una opcion potencial, pues se basa en
la capacidad metabdlica de los
microorganismos  para utilizar los
contaminantes como fuente adicional de
carbono y energia (Rodriguez, 2012).

Esta investigacion busca evaluar la
capacidad de tres bacterias nativas, para
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degradar el carbofurano en el suelo
problema.

2. Metodologia

2.1 Muestreo y andlisis de suelos
El muestreo se realizé en la Vereda San
Agustin del Municipio de Mutiscua,
ubicada a 07°18’03”N y 72°44'49"0 a
una altitud de 2800 msnm; dicho lugar se
eligio por ser reconocido como productor
de papa criolla. Se seleccionaron tres
parcelas experimentales con diferentes
tiempos de siembra y fumigacion con
carbofurano, la cuarta o parcela control
consistid en una zona sin antecedentes
de siembras. El muestreo se realizd
teniendo en cuenta las indicaciones
mencionadas en la guia del laboratorio de
suelos del Instituto Geografico Agustin
Codazzi [IGAC] (2015). Las muestras
fueron transportadas al laboratorio, en
donde se procesaron de manera
individual; tamizaje, homogenizado vy
cuarteo, posteriormente se realizd el
analisis (tabla 1).

Tabla 1. Andlisis fisicoquimicos realizados en
suelos

Analisis Método
Fisicoquimico

pH Electrométrico
Humedad Gravimétrico
Fosforo Bray II modificado
Materia organica Walkley y Black

2.2 Aislamiento e identificacion
de microorganismos

La preparacion de indculos se realizd

diluyendo 11 g de suelo en 99 mL de



solucién salina estéril al 0,85%. A partir
de dicha suspensidon se realizaron
diluciones seriadas y posteriormente las
siembras en placa, usando como medio
de cultivo agar nutritivo preparado en
extracto de suelo. Las cajas se incubaron
a 25°C durante 24 horas, y se procedid a
la identificacion de colonias crecidas,
realizando siembras por aislamiento. La
evaluacion microscopica se hizo por
tincion de Gram y en la morfologia
macroscopica se tuvo en cuenta la
pigmentacion, tipo de borde y tamafio de
la colonia. Para obtener colonias puras se
realizaron siembras en medios selectivos.
La identificacion por pruebas bioquimicas
se realizd por la técnica de bateria
convencional (Fernandez, Garcia, Saenz,
y Valdezate, 2010).

2.3 Ensayos de crecimiento y

degradacion bacteriana

Cada bacteria fue sembrada
masivamente por triplicado en agar
nutritivo a 25°C durante 24 horas. A
continuacion, la biomasa microbiana fue
resuspendida en un medio de sales
minerales y se llevd nuevamente a
incubacion, después de 72 horas dicha
biomasa fue recuperada mediante
centrifugacion a 6.000 rpm durante 5
minutos para el posterior ajuste de la
concentracion por espectrofotometria a
una densidad dptica de 0.500 + 0.005 a
600nm (Castellanos et al., 2013).

Los biorreactores se prepararon en
Erlenmeyer que contenian 500 mL de
medio minimo mineral, carbofurano a
una concentracion 100 ppm y la bacteria
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a una concentracion final de 1x10°
UFC/mL. Los ensayos se realizaron por
triplicado mas el control. Posteriormente
se incubaron a 25°C, con agitacién de 90
rpm, totalmente cubiertos de la luz
(Mendoza et al, 2011). Diariamente
durante quince dias se tomaron muestras
de 5 mL, las cuales se sometieron a
centrifugacion a 15,000 rpm durante 30
minutos, para separar el paquete celular
del sobrenadante. La cuantificacién del
crecimiento bacteriano se realizd por el
método de conteo en placa (Ortiz-Carrillo
et al., 2016).

Para determinar la degradacién por cada
una de las bacterias, el sobrenadante fue
analizado por espectrofotometria Uv-Vis
a una longitud de onda de 275nm. Todas
las determinaciones se realizaron por
triplicado (Mendoza et al., 2011).

2.4 Andlisis estadistico

Los datos de crecimiento y degradacién
fueron analizados en el software Origine
2017, version de prueba. Se
establecieron los promedios y desviacion
estandar para cada ensayo.

3. Resultados

El andlisis del suelo (tabla 2) permitid
identificar bajas temperaturas, este
factor ambiental presenta marcada
influencia  sobre las  actividades
microbianas pudiendo traer desventajas.
Los pH determinados en las parcelas
experimentales se consideran
moderadamente acidos y se encuentra
dentro de los rangos ideales para el
cultivo de papa criolla. En cuanto a la
humedad se encontré variaciéon, sin
embargo, son rangos éptimos para que



las bacterias realicen sus reacciones
metabdlicas celulares.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos determinados en
las muestras de suelo
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marcescens logro degradar u"rim56% y
Bacillus mycoide el 53% del xenobidtico
durante 15 dias.

100 ~

=Bacilo micoyde

g
Pardmetro | Parcela | Parcela | Parcela | Parcela 2 [ Feudomona sp
o ] erratia marcesces
1 2 3 4 g ® -
Temperatura 15 17 20 18 5
°C _a;g) 604
pH 4,83 4,90 5,27 6,00 :§
Humedad % | 3567 | 3500 | 3067 | 37,33 g
Fésforo 1596 | 2313 | 68,00 | 34,00 8 Ll
ppm . . . . . . .
Materia 55,78 70,94 28,85 50,44 0 2 4 & & 10 12
organica pia
Carbono 32,36 41,15 16,74 | 29,26 Figura. 1. Biodegradacion de carbofurano por parte
organico de las bacterias.

El analisis de morfologias bacterianas y
las pruebas bioquimicas permitieron
determinar la presencia del bacilo Gram
positivo Bacillus mycoide y dentro de las
bacterias con morfologia de bacilos Gram
negativos, se encontrd a Serratia
marcescensy Pseudomonas sp.

Los resultados de los ensayos de
degradacién (figura 1) indican que las
tres bacterias empleadas presentan
potencial de degradacion del
carbofurano, siendo Pseudomonas sp. la
mas efectiva al remover el 70% del
plaguicida, mientras que Serratia

El crecimiento de cada una de las
bacterias durante el proceso de
degradacién del carbofurano (figura 2),
indica que durante los primeros siete dias
Bacillus mycoide incrementd su ndmero
de células, y al relacionar con la
degradacién, se observa que durante
esos dias hubo mayor rendimiento.
Pseudomonas sp. crecio hasta el décimo
dia, durante el tiempo restante la
biomasa disminuyd, pero el proceso de
degradacién continuo, Serratia
marcescens alcanz6 su maxima cantidad
de UFC/mL durante los primeros cuatro
dias, y fue durante ese tiempo que



degrado mayor cantidad del xenobidtico.
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Figura. 2. Crecimiento bacteriano durante el proceso
de degradacion del carbofurano.

Por lo tanto, se puede decir que los
microorganismos empleados durante
esta investigacién al habitar en un
ambiente contaminado por xenobidticos
han evolucionado y adquirido la
capacidad de degradar el carbofurano y
utilizandolo como fuente de carbono y
nitrdgeno  (Ortiz et al., 2013).
Recientemente  investigaciones  han
demostrado que la clave del metabolismo
microbiano de los compuestos
xenobioticos es la proteina activa o las
enzimas de los  microorganismos
aplicados, lo que acelera
significativamente la reaccion metabdlica
(Fan et al., 2012).

Se ha encontrado que las enzimas
hidrolasas e hidroxilasas son
responsables de la degradacion del
pesticida carbofurano, el cual puede ser
transformado en el medio ambiente (Yan
et al., 2007); ademas se han descrito las
rutas de degradacién a través de las
cuales se generan compuestos menos
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o
tédxicos o perjudiciales para el medio
ambiente (Ortiz et al., 2013).

Conclusiones

Las bacterias nativas presentan la
capacidad de degradar el carbofurano,
siendo Pseudomona sp. la mas eficiente
con un 70% de remocién del compuesto
en 15 dias, por lo que estos
microorganismos podrian ser usados en
futuros proyectos de biorremediacion /in
Situ.
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