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Resumen




La rizosfera de las plantas en ambientes contaminados puede ser una fuente potencial de
bacterias tolerantes y con capacidad de degradar los compuestos fendlicos que al mismo
tiempo exhiban caracteristicas de promotoras del crecimiento vegetal. Este trabajo tuvo
como objetivo obtener bacterias de rizosfera de plantas con la capacidad de crecer en
presencia de clorofenoles como Unica fuente de carbono y caracteristicas de promotoras
del crecimiento vegetal. Para esto, el suelo del Area de Movimiento y Almacenaje de
Productos (MAP) de la Refineria Hermanos Diaz fue caracterizado por parametros fisicos
y quimicos y de ahi se colectaron las plantas que crecian en él, cuidando que sus raices
no fueran dafladas y depositadas en bolsas plasticas para preservarlas. Las
caracteristicas de promotoras de crecimiento vegetal fueron determinadas por técnicas
colorimétricas cualitativas para la deteccion de metabolitos como acidos organicos, acido
indolacético (IAA) y acetoina. Ademas se determiné el potencial para fijar el nitrégeno y
solubilizar el fosfato. Se detecté la tolerancia a compuestos clorofendlicos y se determiné
la capacidad de degradacién al 2,4-D y 2,4-DCF. La caracterizacién fisico y quimico de
los suelos estudiadosreveld que los mismos poseen baja aireacion por el alto contenido
de grasas y aceites (130g.kg™ de suelo) y muy bajo contenido de nitrato (3,82 mg.g™ de
suelo), asi como de fosfato (5,6 x 10°mg.g™ de suelo).Se lograron obtener 63 aislados
bacterianos de las rizosferas de 4 plantas, extraidas de los suelos contaminados
estudiados, de estas el 93,6 % crecieron en medio mineral con 2,4-D y 49,2 % fueron
capaces de crecer en el intermediario de la degradacion del herbicida, 2,4-diclorofenol. El
82,5 % de las bacterias aisladas mostraron caracteristicas de promotoras del crecimiento
vegetal, de las cuales el 15,9 % (9) crecié en los compuestos clorofendlicos ensayados,
mostrando tolerancia a concentraciones de 500 a 1000 mg.L™ para el 2,4-D, en cambio
para el 2,4-DCF sélo toleraron concentraciones de 40, 60 y 80 mg.L™. Las pruebas
bioquimicas mostraron que todas las bacterias seleccionadas son Gram positivas siendo
la mayoria de forma bacilar y proteoliticas. Los 9 aislados rizobacterianos seleccionados
con caracteristicas de promotores de crecimiento vegetal tienen capacidad para degradar
tanto el 2,4-D como el 2,4-DCP, siendo superior en 2,4-D con porcentajes que oscilan
entre 62y 72 %.



Abstract




The rhizosphere of plants in contaminated environments can be a potential source of
bacteria tolerant and able to degrade the phenolic compounds while exhibiting
characteristics of plant growth promoters. This study aimed to obtain bacteria from
rhizosphere of plants with the ability to grow in the presence of chlorophenols as sole
carbon source and characteristics of plant growth promoters. For this, the soil area
Movement and Storage Products (MAP) of the refinery Hermanos Diaz was characterized
by physical and chemical parameters and hence the plants growing in it were collected,
making sure that their roots were not damaged and deposited in plastic bags to preserve
them. The physical and chemical characterization of the soils studied revealed that they
possess low aeration by the high content of fats and oils (130g.kg™ soil) and very low
nitrate (3.82 mg.g™ soil) and phosphate (5.6 x 10-2 mg.g" soil). Tolerance was detected
chlorophenolic compounds degradability and 2,4-D and 2,4-DCF was determined. It
managed to obtain 63 bacterial isolates from the rhizosphere of 4 floors, extracted from
contaminated soils studied, 93.6% of these were grown in mineral medium 2,4-D and
49.2% were able to grow in the intermediate degradation herbicide, 2,4-dichlorophenol.
82.5% of bacteria isolated showed features of plant growth promoters, of which 15.9% (9)
grew up in phenolic compounds tested, showing tolerance at concentrations of 500 to
1000 mg.L™ for the 2,4-D, while for 2,4-DCF only tolerated concentrations of 40, 60 and 80
mg.L™. Biochemical tests showed that all selected Gram positive bacteria are being most
bacillary and photolytic. 9 rhizobacterial selected isolates with characteristics of plant
growth promoters have both the ability to degrade 2,4-D and 2,4-DCP, being higher in 2,4-
D with percentages ranging between 62 and 72%.
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

La proteccion de los cultivos agricolas, y en general el combate de plagas, es muy
antiguo. Hay referencias del uso de agentes quimicos para proteger cultivos que
datan de dos mil afios o mas.

Con el desarrollo extraordinario de la quimica a finales del siglo XIX y principios
del XX, unido a un incremento y generalizacion del conocimiento del efecto de
algunos compuestos quimicos sobre insectos, enfermedades y malezas, se
comenzé a usarlos a gran escala, sin tener en cuenta los efectos secundarios
sobre los trabajadores agricolas, la poblacién consumidora y el medioambiente.

El problema de la contaminacién por plaguicidas es cada vez mas grave tanto por
la cantidad y diversidad como por la resistencia a ellos que adquieren algunas
especies, lo que ocasiona que se requiera cada vez mayor cantidad del plaguicida
para obtener el efecto deseado en las plagas. Sin embargo, la flora y fauna
oriundas es afectada cada vez mas destruyendo la diversidad natural de las
regiones en que se usan. Ademas, pueden ser consumidos por el hombre a través
de plantas y animales (Santoyo F, 2009).

Actualmente se manifiesta una tendencia a favor del ambiente en cuanto a la
reduccion del uso de fertilizantes quimicos y plaguicidas en general, y una mayor
sensibilizacion social sobre el potencial riesgo de su empleo indiscriminado. Esto
ha abierto nuevas perspectivas en el empleo de productos bioldgicos para el
manejo integrado de la agricultura, sobre todo en la protecciébn de cultivos
(biocontrol) y como fertilizantes “amigos” del medioambiente (biofertilizantes).

En tal sentido, diferentes empresas e institutos de investigacion vienen trabajando
en el estudio de los microbios del suelo (microbiota), y en la compleja interaccién
planta-microorganismo. La integracion de técnicas de estudio de la microbiologia
tradicional, junto con metodologias moleculares, incluyendo los avances en las
técnicas de gendmica, contribuira a un mejor conocimiento del funcionamiento de
las comunidades microbianas del suelo con el consiguiente potencial de aplicacion

biotecnoldgica.
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

En estesentido, se ha demostrado la presencia de abundantes géneros:
Pseudomonas, Burkholderia, Azospirillum, Bacillus y Streptomyces en diferentes
condiciones ylocalidades edafoclimaticas, asi como su asociacion con las
gramineas (Hebbar et al., 1998; Picard et al., 2000; Riveset al., 2003).

Se destacan por su alta frecuencia de aparicion en la rizosfera. Pseudomonas
fluorescens y Burkholderia cepacia Entre sus mecanismos de accion se
encuentranel aumento de la toma de agua y nutrientes por laplanta (Gonzalez et
al., 2000), la produccién de reguladoresdel crecimiento vegetal (De Salmone et
al., 2001) y el control biolégico de patdégenos, dado fundamentalmente por la
produccion de sideréforos (Alexander y Zuberer, 1991),la antibiosis y la induccién
de resistencia a la planta (Nandakumar et al., 2001).Diversos autores han
demostrado la produccion de fitohormonas por rizobacterias (Dibut, 2000). Dentro
de ellas el Acido Indol Acético (AIA) es la auxina mas conocida y estudiada,
desempefiando unpapel rector en el crecimiento de los cultivos (Hernandez,
1998).

La biodegradacion o el uso de microorganismos para eliminar xenobioticos y
compuestos organicos persistentes es un proceso amigable con el ecosistema. Es
una tecnologia barata donde los microorganismos son capaces de mineralizar los
compuestos organicos contaminantes usandolos como fuente de nutrientes para si
0 para otros microorganismos asociados. Se conocen muchas bacterias con la
capacidad de degradar compuestos fenodlicos entre ellos Pseudomonas sp. (P.
aeruginosa), Arthrobacter sp .y Bacillus sp (B. cereus) asi como consorcios
bacterianos (lodos activados) y cultivos mixtos (Arora 'y Bae, 2014).

A pesar del hecho de que la degradacion de clorofenoles ha sido investigada
existe un considerable interés en encontrar y conocer bacterias de los lugares
contaminados con la capacidad de degradar compuestos clorofendlicos (Al-Thani
y col, 2007; Veenagayathri y Vasudevan, 2011; Sankaralingam et al, 2013).
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

DISENO TEORICO

Tomando en consideracion todos los elementos anteriormente expuestos, se planted

para el desarrollo de esta tesis de maestria el siguiente disefio tedrico:
Problema Cientifico

¢ Sera posible aislar, partiendo de plantas que crecen en suelo contaminado con
hidrocarburos y compuestos clorofendlicos, rizobacterias que al mismo tiempo sean
capaces de crecer en presencia de clorofenoles como Unica fuente de carbono y
ademas exhiban caracteristicas de promotoras del crecimiento vegetal?

Hipotesis

Es posible encontrar rizobacterias de plantas que crecen en sitios contaminados que
puedan crecer en compuestos clorofendlicos con potencialidad para degradar dichos
compuestos y al mismo tiempo exhiban algunas de las caracteristicas de promotoras

del crecimiento vegetal.
Objetivo general

Obtener bacterias de rizosfera de plantas con la capacidad de crecer en presencia
de clorofenoles como Unica fuente de carbono y caracteristicas de promotoras del

crecimiento vegetal.
Objetivos especificos

1. Realizar la caracterizacion fisico-quimica de suelos impactados con
compuestos clorofendlicos.

2. Aislar rizobacterias de plantas que viven en suelos contaminados con
compuestos clorofendlicos.

3. Seleccionar las rizobacterias con caracteristicas de promotoras del crecimiento
vegetal y a su vez tolerantes a compuestos clorofendlicos.

4. Determinar la capacidad de degradacion de compuestos clorofendlicos de las

rizobacterias seleccionas promotoras del crecimiento vegetal.
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

CAPITULO I. REVISION
BIBLIOGRAFICA
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

I.1 Compuestos clorofendlicos xenobidticos.

El uso de herbicidas ha aumentado en los paises desarrollados o en vias de
desarrollo durante las ultimas décadas. Dentro del mercado mundial de los
plaguicidas, merece resaltar el comercio de los herbicidas, representando 47% del
total, seguido por los insecticidas (25%) y similares (28%) (Short, 2005).

Entre los innumerables herbicidas existentes, el acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) es un ingrediente activo en varias formulaciones y ha sido ampliamente
aplicado para controlar plantas dafinas dicotiledoneas en cultivos de cafia de
azucar y cereales, como millo, trigo, avena, cebada y centeno (Donnelly y
col,1993).

1.1.1 Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)(Figura 1.1) es uno de los herbicidas
fenoxialcandicos méas usados en el mundo (Wilson y col, 2009; Botré y col, 2009) y
mas de 1500 plaguicidas lo contienen como la sustancia activa principal

(Fontmorin y col, 2013).

Este herbicida es un polvo cristalino incoloro, con olor a moho, se le conoce
comunmente como 2,4-D y es un herbicida clorofendlico. El 2,4-D es un herbicida
sistémico que interfiere con las hormonas que regulan el crecimiento de las
plantas. La acumulacién del herbicida ocurre en las regiones meristematicas de
los retofios y las raices; mimetiza el efecto de las auxinas u otras hormonas
reguladoras del crecimiento de las plantas y estimula el crecimiento, rejuvenece
las células viejas y sobreestimula las células jovenes guiando a patrones
anormales de crecimiento y la muerte de la planta (Mullison, 1987). Las plantas
tratadas con 2,4-D muestran tallos, hojas y raices malformadas, lo que demuestra
que el compuesto afecta al metabolismo vegetal a traves de los dafios
ocasionados a la actividad enzimatica, la respiracion y a la division celular (EPA,
1988).

Lidieska Merino Reyes 4
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Cl

Cl

Figura 1. Estructura quimica del &cido 2,4-diclorofenoxiacético.
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Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

1.1.2. 2,4-diclorofenol.

El 2,4-diclorofenol (Figura 1.2) es un intermediario en la fabricacion del 2,4-D y
generalmente el producto inicial de la degradacion de éste (Perkins y col, 1990).
Mientras 2,4-D es facilmente degradado, el 2,4-diclorofenol es més recalcitrante y
toxico que el compuesto original y se ha mostrado su persistencia en el suelo
donde la aplicacion de 2,4-D es frecuente o alta (Short y col, 1991).

Es un sélido blanco a temperatura ambiente, puede ser inodoro o tener un aroma
fendlico, es un compuesto toxico y persistente que puede acumularse afectando a
los ecosistemas y a la salud humana, por lo que es considerado como un
contaminante peligroso y se ha identificado como compuesto prioritario por
organismos de proteccién ambiental (Geminiy col, 2002).

El 2,4 diclorofenol es un producto de la degradacion del acido 2,4-
diclorofenoxiacético pero también puede originarse a partir del metabolismo de
otros compuestos quimicos o puede ser derivado durante la produccion de otros
compuestos. Es un xenobiético que puede descomponerse en acidos de bajo peso
molecular, algunos de sus intermediarios son: 2-clorofenol, fenol, catecol, acido

oxalico y acido férmico (Yen, 2000).
1.1.3. 4-clorofenol.

El 4-clorofenol (figura 1.3) forma parte de la familia de los clorofenoles y representa

un problema de contaminacién para ambientes acuaticos y terrestres.

Es un sélido humedo de color blanco a amarillo cristalino, generalmente se utiliza
para fabricar otras sustancias quimicas y se ha usado como antiséptico local,
esterilizante y como disolvente; ademas se ha utilizado en diversas actividades
industriales y en la industria farmacéutica (Kristiansen y col, 1994; Rogers y
Gerlanch, 1996).

Este compuesto causa dafos a la salud y es citado entre las sustancias peligrosas
declarados por la agencia que regula el transporte de sustancias quimicas y la
Agencia de Proteccion al Medio Ambiente (EPA) (Santoyo F, 2009).

Lidieska Merino Reyes 5
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OH
Cl+ i
Cl
Figura I.2. Estructura quimica del 2,4-diclorofenol.
OH
Cl

Figura 1.3. Estructura quimica del 4-clorofenol.
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degradar compuestos clorofendlicos.

I.2. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).

En respuesta a la necesidad de generar cultivos limpios, con trazas minimas o
nulas de agroquimicos que afecten la salud humana a largo plazo, se ha venido
implementado el uso de los microorganismos benéficos del suelo, que pueden
promover el crecimiento de las plantas y también evitar la infeccion del tejido
vegetal por patdgenos, estos son denominados PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria: rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal). Estos
microorganismos pueden encontrarse en asociaciones simbioticas o de vida libre.
Estos ultimos estan asociados a las particulas del suelo generando interacciones

con las raices de las plantas, en la zona de la rizosfera (Nihorimbere y col., 2011).

Dentro de los mecanismos para la promocion del crecimiento vegetal encontramos
dos tipos, mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos son
aguellos en donde los microorganismos actian sobre la planta. Dentro de estos
encontramos la produccién de promotores de crecimiento vegetal (también

llamados fitohormonas), como auxina, giberelinas y citoquininas.

La produccion de estos metabolitos, también generan una mejor regulacién de
estomas, lo que evita su deterioro el cual estd asociado a depresion del
crecimiento y sintomas de marchitamiento en la planta. Ocasionan también un
desarrollo radical mas ramificado jugando un papelfundamental en la absorcion del
agua y en el mejoramiento de la nutricion al aumentar su acceso a los nutrientes
en el suelo (Rivieros, 2008). Adicionalmente, las PGPR pueden promover el
crecimiento vegetal mejorando la disponibilidad de nutrientes en el suelo mediante
solubilizacion de fosforo, fijacibn de nitrogenos y produccion de
sideroforos(Bobadilla y Rincon, 2008). Igualmente se ha demostrado que las
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rizobacterias ayudan adisminuir la resistencia a la conductividad hidraulica, lo cual

le da a las plantas una mayortolerancia a periodos de sequia (Rivieros, 2008).

Los mecanismos indirectos son aquellos en donde el microorganismo es capaz de
inhibir diferentes patdgenos que interfieren con el desarrollo de la planta.
Fitopatdgenos como hongos y bacterias son neutralizados por diversos
mecanismos, Como competencia por espacio 0 nutrientes, o también produccion
de metabolitos antibidticos, secrecion de diversas enzimas hidroliticas que

degradan la pared celular de los patdgenos (Morgan y col., 2005).

También se ha evidenciado la produccion de sideroforos los cuales se definen
como moléculas pequefias con cadenas laterales y grupos funcionales que les
proporcionan alta afinidad para captar y concentrar iones férricos. Estas moléculas
son producidas tipicamente por bacterias, hongos y plantas monocotiledéneas en
respuesta al estrés por concentraciones limitantes de hierro en el ambiente (Pérez
et al., 2008).

Debido a que la biodisponibilidad de hierro es limitada en el suelo, la produccion
de siderdéforos juega un papel importante la competencia por este recurso, ya que,
en general, los sideroforosproducidos por bacterias tienen una mayor afinidad a
este elemento que los producidos por hongos, limitando asi a posibles patdgenos
(Compant et al., 2005). Otro mecanismo indirecto es el incremento de la capacidad

de respuesta sistémica de la planta frente a los patdgenos (Vessey, 2003).

Aungue los estudios con microorganismos como Pseudomonas fluorescensse
habian basado Uunicamente en la utilizacion de su potencial como biocontrolador
de fitopatdbgenos habitantes del duelo, los esfuerzos ahora comienzan a

concentrarse en la capacidad de los PGPR de promover el desarrollo vegetal,

Lidieska Merino Reyes 7



Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal con capacidad de
degradar compuestos clorofendlicos.

utilizandolos en la obtencion de plantas mas saludables y con mejores
rendimientos de cultivo. También se incluyen en estos estudios microorganismos
como Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, Burkholderia, Bacillus (Dey et al.

2004) y actinomycetes (El-Tarabily y Sivasithamparam, 2006).
I.3. Degradacion microbiana de compuestos clorofendlicos.

Los microorganismos, entre estos las bacterias, son capaces de remover o
degradar residuos contaminantes para permitir su transformacion en sustancias

menos 0 no nocivas o su total eliminacién del ambiente (Walker y col, 2000).

La biorremediacion es un proceso mediante el cual las bacterias degradan o
transforman contaminantes organicos téxicos. Se han aislados microorganismos
que pueden degradar varios contaminantes (nitroaromaticos, cloroaromaticos,
aromaticos policiclicos, bifenilos, bifenilos policlorados y componentes de aceites)
para utilizarlos en la biorremediacién de sitios contaminados (Parales y Haddock,
2004). Sin embargo, algunos de los compuestos xenobidticos, como los
compuestos nitrados y aroméaticos halogenados, pesticidas y explosivos son muy
estables y quimicamente inertes bajo condiciones ambientales. Algunos de estos
compuestos son metabolizados Unicamente en presencia de una fuente de
carbono alterna, ya que de lo contrario son solamente transformados, sin llegar a

mineralizarse (Debarati y col, 2005).

Los procesos naturales que descomponen sustancias téxicas en el medio
ambiente se han convertido en tema de interés, conduciendo al desarrollo de
tecnologias de remediacion como garantia para un ambiente seguro y amigable.
Los procesos involucrados en la biodegradacion de plaguicidas, tales como

hidroxilacion del compuesto aromatico, disociacion, hidrdlisis, dehalogenacion,
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desalquilacion o formacién de un conjugado, han sido muy estudiados en los
altimos afos proporcionando los fundamentos cientificos para la utilizacion
adecuada de los microorganismos en la remediacion de sitios contaminados
(Mulbry y Kearney, 1991; Chaudhry y col, 2002).

Las comunidades microbianas en ecosistemas contaminados tienden a ser
dominadas por aquellos organismos capaces de utilizar y/o tolerar los compuestos
toxicos (Mac Naughton y col, 1999). Como resultado, estas son menos diversas
que aquellos en ecosistemas no contaminados; aunque la diversidad también
puede estar influenciada por la complejidad de la mezcla de compuestos
presentes y por el tiempo que las poblaciones han estado expuestas (Hubert y col,
1999).

La capacidad de los microorganismos para metabolizar a los compuestos
xenobidticos, depende en gran parte de su persistencia en el ambiente y de la
toxicidad de esos contaminantes. Se han estudiado comunidades microbianas y
cepas puras, con el fin de desarrollar sistemas que operan bajo condiciones

aerobias o anaerobias para la degradacion de plaguicidas (Singleton, 1993).
1.3.1. Degradacion de 2,4-D.

La degradacion microbiana es considerada la principal via de descomposicion del
2,4-D. El mecanismo de degradaciéon mas importante involucra la remocion de la
cadena lateral de acido acético involucrando a la alfa-cetoglutaratodioxigenasa
para dar lugar al 2,4-diclorofenol liberando glioxilato. Posteriormente ocurre la
ruptura del compuesto aromatico produciendo acidos alifaticos como el succinico y

entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ghassemiy col,1981).
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Otra de las vias de degradacion puede ser activando una dehalogenasa para
formar el acido 4-clorofenoxiacético, el cual se transforma en 4-clorofenol, que al
formar el 4-clorocatecol puede ser degradado tanto por la via orto como por la via
para y dar lugar a intermediarios que entran al ciclo de Kreb (Pieper y col, 2005;
Young E, 2011; Arora y Bae, 2014)

Se han aislado muchas bacterias capaces de degradar el 2,4-D, entre las que se
encuentran Pseudomonas, Alcaligenes y Arthrobacter. Sin embargo, en muchos
casos, la mineralizacion es baja 0 no ha sido medida. La posibilidad de un
tratamiento bioldgico basado en cepas puras de bacterias permanece siendo
limitada, y la remocion del 2,4-D ha sido estudiada con consorcios de bacterias,
aisladas de muestras de suelo o de lodos activados de plantas de tratamiento de

aguas residuales (Fontmorin y col, 2013).

Existen numerosos estudios sobre la degradacion de xenobiéticos, entre ellos los
plaguicidas como el 2,4-D, donde se ha utilizado una gran diversidad filogenética
de bacterias, por lo que no resultaria extrafio que existiera una gran diversidad
genética y bioquimica en las rutas usadas para la degradacion del 2,4-D, es decir
que las distintas rutas metabodlicas pueden llegar a desarrollarse de manera

independiente unas de otras.

Cuba emplea el herbicida 2,4-D (como éster iso-octilico o sales aminas) como el
herbicida de eleccion para tratar la contaminacion con plantas invasoras como las
dicotiledoneas de hojas anchas, en los cultivos de cafia de azucar, tanto en la
etapa pre-emergente como en la post-emergente antes del cierre de campo, asi

como antes de efectuar el corte de la misma para facilitar el mismo.
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I.4. Interacciéon planta-microorganismos para la degradacion de compuestos
xenobioticos.

Los primeros estudios de la degradacion de los compuestos por la rizosfera se
enfocaron principalmente en los plaguicidas. Estos estudios sugirieron que las
plantas se protegen de estos compuestos por las bacterias que lo degradan (Kala,
2014). Algunas técnicas de fitorremediacion basadas en la interaccion entre las
plantas y sus microorganismos asociados han sido propuestas como métodos
baratos, eco-amigables para limpiar los suelos contaminados. La fitorremediacion
asistida por microorganismos parece ser particularmente efectiva para
contaminantes organicos incluyendo algunos compuestos organicos persistentes

como es el lindano (Alvarez y col, 2012).

Investigaciones en las transformaciones microbianas en la rizosfera se han
realizado principalmente con agroquimicos, como son los pesticidas y los
fertilizantes. Las investigaciones han descrito la capacidad para la mineralizacion
de varios plaguicidas por las comunidades microbianas que habitan la rizosfera,
las cuales son mayores cuando la comparan con las comunidades microbianas de

un suelo no vegetal (Anderson y col, 1995).

Algunos estudios realizados han referido la degradacion de compuestos como el
butaclor en el suelo de rizosfera del trigo inoculado con una comunidad microbiana
(Dwivedi y col, 2010). Muchas bacterias degradadoras de plaguicidas se conocen
que tienen la capacidad adicional de producir acido indolacético, sideréforos y
otros factores promotores del crecimiento vegetal, lo cual hace que sean mas
beneficiosas para la aplicacion en suelos contaminados con la consiguiente

biorremediacion y el potencial de promover el crecimiento vegetal.
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Recientes estudios mostraron la mineralizacion de los compuestos organoclorados
en la interfaceraiz-suelo. Este efecto de la rizosfera es atribuido generalmente a la
liberacion de exudados por la raiz de la planta. Exudado que contiene compuestos
solubles e insolubles en agua y volétiles que incluyen azucares, aminoacidos,
compuestos organicos, nucledtidos, compuestos fendlicos, flavononas y ciertas

enzimas.

Al ser este exudado una mezcla compleja de sustratos, no solo proveen un habitat
rico en nutrientes para las bacterias degradadoras de contaminantes, sino que
ademas pueden potencialmente incrementar la biodegradacion en diversas
formas: ellas pueden facilitar la transformacidon co-metabdlica de los
contaminantes con estructura similar, inducir enzimas catabdlicas involucradas en
el proceso de degradacion y/o incrementar la biodisponibilidad del contaminante
p.e con produccion de &acido citrico. En este contexto la estimulacion de los
microorganismos degradadores de organoclorados por medio de los exudados de
las plantas se convierte en una estrategia util para la remediacion de ambientes

contaminados (Alvarez y col, 2012).

Algunos investigadores utilizan microorganismos con capacidad reconocida de
degradar compuestos toxicos (p.e. Pseudomonas sp.), conociendo ademas que
son rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y han utilizado ambas
capacidades para lograr la degradacion de la atrazina en campos sembrados con
maiz, observando diminucién de la contaminacion con el compuesto al mismo

tiempo de mejor desarrollo del cultivo (Chegini y col, 2015).
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CAPITULO II. Parte
Experimental
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Esta investigacion se realizé en el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CEBI), perteneciente a la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente,

en el periodo de Mayo del 2015 a Mayo 2016.
[I.1 Materiales y Métodos.
[1.1.1. Origen y toma de las muestras.

Las muestras de suelos contaminados proceden del Area Movimiento y
Almacenaje de Productos (MAP) de la Refineria Hermanos Diaz localizada en el
area costera de Santiago de Cuba. La toma de muestras se realizé entre las 9:00
y 11:00 am, aplicando la técnica de cuarteo (Alexeiev, V. N. 1978), siendo la
extraccion a una profundidad de5.0cm. Las muestras se homogenizaron en un
tamiz 0,42 mm. (OGAWA SEIKI CO. LTD. Japon).

I1.1.2 Caracterizacion de los suelos.

El analisis granulométrico del area de estudio correspondié al referido en Napoles
y col (2015) La determinacién de los sélidos totales, totales fijos y totales volatiles
asi como el ensayo de aireacién se realizaron segun Jackson (1979). El pH,

contenido de nitrégeno y fésforo, segun APHA (2005).
[1.1.2.1 Ensayo rapido de aireacion de suelos.

Para realizar el ensayo se dobl6 un papel de filtro a lo largo de sus diametros y se
colocaron dos muestras de suelo (punta de una espatula) en los extremos
opuestos del papel. Se afiadieron dos gotas de HCI ¢(x/Z*)=0,1 N (Quinsa. Unién
Quimica. Cuba) a cada una de las muestras y una gota de la disolucion de
Tiocianato de potasio (KCNS) (Merck. Alemania) y otra de Hexacianoferrato (ll)

de potasio (K3Fe(CN)e) (Merck. Alemania) en las zonas humedas. La aparicién de
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coloraciéon roja con KCNS indica la presencia de hierro férrico. La aparicion de

color azul con K3zFe(CN)g, indica la presencia de hierro ferroso.
[1.1.2.2 Determinacion de la capacidad de campo.

Una cantidad de tierra conocida, secada previamente al05°C(Estufa Laborgerate,
Berlin),se dispuso sobre un embudo con papel de filtro para impedir el paso de la
tierra(el peso del papel de filtro se tuvo en cuenta).Se reg6 el sistema con agua
destilada hasta quedar completamente empapado. Cuando ceso el goteo de agua
por el embudo se peso el conjunto del papel con la tierra hiumeda. Descontando
de este valor el peso de la tierra seca y el peso del papel de filtro(realizando todo

el proceso sin tierra)se obtuvo el peso del agua que retiene la muestra de tierra.

La capacidad de campo en porcentaje se obtuvo al dividir el peso de agua retenida
entre la cantidad de tierra seca dispuesta por 100.

11.1.2.3 Determinacion de solidos totales, fijos y volatiles y contenido de humedad.

Se peso la capsula vacia en balanza analitica (Sartorius BP121S) y se le afiadié
1g de tierra, tomando este valor. Se coloco la muestra en la estufa a 105°C por 1
hora para eliminar el contenido de agua, hasta peso constante. Se enfri6 en

desecadora y se peso, anotando el valor, luego se determiné los sélidos totales.

Se coloco la muestra en la mufla (Selecta. Madein E.E.C.) a 550°C durante 1 hora
hasta peso constante para eliminarla materia organica y determinar los soélidos

totales fijos.

Los calculos se realizan segun las siguientes formulas:
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Soélidos totales

(Ps(105°C)
Pmuestra

%ST = x 100 Ecuacion 1.1

Solidos totales fijos

Ps(550°C))

0 _
HSTF = Ps(105°C)

* 100 Ecuacion 11.2

Soélidos volatiles

(Ps(105°C)—Ps(550°C))

0 — .,
%SV P3(105°0) * 100 Ecuacion 11.3
Contenido de humedad

% humedad = 100 — %ST Ecuacion 11.4

Donde: Ps (105°C) es el peso seco de la muestra en la estufa (g), Ps (550°C) es el
residuo de la muestra en la mufla (g), P muestra es el peso inicial de la muestra de

tierra ()
11.1.2.4 Determinacion del pH del suelo.

La determinacién se realiz6 pesando 10 ¢ de suelo para luego verterlosen un
matraz de 50 mL. Se afiadieron 25 mL de agua destilada y se agit6 de 20 a 30
minutos a intervalos regulares, luego se midi6 el pH de la suspensién acuosa.
(pHmetro Consort C561).
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[1.1.2.5 Determinacién de Aceites y Grasas.

El contenido de Aceites y Grasas se determind mediante extraccion en equipo
de destilacion Soxhlet con diclorometano. Este método consiste en extraer los
hidrocarburos contenidos en el suelo mediante la accién de un solvente organico
volétil que es reflujado a través de la muestra varias veces durante un tiempo
determinado. El solvente es evaporado y posteriormente condensado en un
refrigerante, se le hace pasar por la muestra y se le regresa al origen para ser

nuevamente evaporado.
11.1.2.6 Determinacién de nitratos.

La determinacibn de nitrbgeno como nitrato se hizo por el método
espectrofotométrico UV (Espéctrofotdmetro Pharmacial kb—-Ultrospeciii) (A=220
nm). En caso de que exista materia organica en la muestras se lee a 220 nmy 275
nm, lo que permite que se realice la correccion de las lecturas. En el analisis se

utiliza CuSQOg4. 5H,0 (5:1000) (BDH AnalaR. Inglaterra como solucion extractora.
[1.1.2.7 Determinacion de fosfato.

Se determin6é empleando el método espectrofotométrico por formacién de un
complejo coloreado heteropoliacido molibdofosférico conocido como azul de
molibdeno, formado con el reactivo molibdato de amonio en medio neutro, el cual
presenta un maximo de absorcion a 590 nm. La estabilidad del complejo se
alcanza a partir de los 30 minutos. En el analisis se utiliza H,SO,C(x/Z*)=0.002 N

(Quinsa. Unién Quimica. Cuba) como solucién extractora.
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[I.2. Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias a partir de plantas que
crecen en suelos contaminados con compuestos clorofendlicos.

Se colectaron ejemplares de plantas que crecian en el Area Movimiento y
Almacenaje de Productos (MAP) de la Refineria Hermanos Diaz dentro de un area
de 56 m? Parte de los ejemplares extraidos se destinaron para la identificacion
botanica de las plantas mientras que otros fueron llevados al laboratorio para el
aislamiento de las bacterias. Las plantas fueron extraidas con la tierra que las
rodeaba tratando de tomar toda la raiz sin que esta sufriera afectacion (a una

profundidad de 0-20 cm) y depositada en bolsas plasticas para su traslado.

Las plantas fueron sacudidas ligeramente para limpiarles el exceso de tierra. En
condiciones de esterilidad las raices fueron cortadas e inmediatamente sellados
los cortes con parafina para prevenir contaminacion con bacterias endofiticas. Se
pesd 1g de raices que fue depositado en frascos con 10 mL de agua destilada
estéril. Los frascos fueron llevados a un sonicador para obtener en la solucién las
rizobacterias. Las condiciones del sonicador fueron dos intervalos de 2 min con
120 seg de pulso cada uno con un total de 4 min para cada muestra, mantenida en

un bafio de hielo. Se dej6 reposar unos minutos.

Se tom6 1mL de la suspension y se realizaron diluciones seriadas del mismo
utilizando como diluente la soluciéon de MgS0O4.7 H,O, 10mM. Se inocularon 10 uL
de cada dilucion y de la suspension en placas con agar nutriente. Las placas
fueron incubadas de 24-40 h a 30 °C. Las colonias se seleccionaron tomando en
cuenta diferencias en la morfologia de las mismas. Las colonias separadas fueron
sembradas sucesivamente en otras placas con agar nutriente para su purificacion.

Las bacterias aisladas fueron llevadas a tubos con cufias de agar nutriente a 4°C.
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[1.2.1. Determinacion de caracteristicas bioquimicas y morfologicas de los aislados
de rizobacterias.

Para conocer caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de cada aislado se
desarrollaron varias pruebas como: tincion de Gram segun lo descrito por Bergeys,
(1994);

II.3.Determinacidn de la capacidad de las rizobacterias aisladas de crecer en
medio mineral con clorofenoles como Unica fuente de carbono.

Los experimentos fueron realizados utilizando compuestos clorofenélicos grado
reactivo: 2,4-diclorofenol (SIGMA-ALDRICH), Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) (SIGMA-ALDRICH).

11.3.1.Procedimiento.

Para seleccionar los aislados bacterianos capaces de crecer en presencia de
clorofenoles como Unica fuente de carbono se utiliz6 un medio mineral libre de
cloro (MMS), consistente en Buffer fosfato 20mM (KH,PO4, Na;HPOy4, pH 7,2), 0,5
g.L™! de (NH4)-SO. y 0,2 g.L de MgS0..7H,O en agua destilada suplementado
con 10 mL de una solucién de elementos trazas con composicién (en mg.L™) de:
Ca(NO3); .4H,0, 600; FeSO, .7H,0, 200; MnSO, .4H,0, 20; CuSO, .5H,0, 40;
ZnS0,4.7H,0, 20; H3BO3, 3; NaMo00,4.2H,0, 4 y acidificada con 1 mL de &cido
sulftrico concentrado por litro (Krockel y col, 1987). Al medio se le adicion6 1,5

g.L™ de agar, el indicador bromotimol azul (0,04 gL™) asi como 2,4-D (0,2 gL™).

Los aislados que fueron capaces de crecer y mostrar un cambio de color en la
colonia o el medio de azul a amarillo fueron tomados como positivas (Lin y col,
2008).
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Las bacterias seleccionadas anteriormente fueron sembradas en 2,4-D y 2,4-DCP
como unica fuente de carbono para ver su capacidad de crecer. Para ello las
bacterias fueron inoculadas en placas con medio MMS suplementado con 2,4-D y
2,4-DCP (ambos a 0,02 gL™) e incubadas a 30 °C hasta 5 dias para evaluar el
crecimiento. Se emplearon como controles placas de los medios que no fueron

inoculados. Los ensayos fueron realizados por duplicado.

Las bacterias que fueron capaces de crecer en presencia de clorofenoles fueron
seleccionadas observando la capacidad de crecer en uno o todos los compuestos
ensayados. Este crecimiento fue tomado como criterio de capacidad de degradar

los compuestos clorofendlicos ensayados (Ahemad y Saghir, 2011).

Il.4.Determinacién de caracteristicas de promotoras de crecimiento vegetal
en las rizobacterias aisladas.

La capacidad de las bacterias aisladas para promover el crecimiento vegetal fue
determinada atendiendo a varias propiedades como: capacidad para producir
acidos organicos, la auxina acido indolacético (IAA) y acetoina. Ademas se

determind el potencial para fijar el nitrégeno y solubilizar el fosfato.
[1.4.1 Medios de cultivos.

Medio-ST (medio Sacarosa-triptona para determinar la produccién de &cidos
organicos) se compuso de (g.L™): Sacarosa (20), Triptona (5), solucién de
elementos trazas (SET) (10 mL). La solucién SET estuvo compuesta por (mg por
litro): Na;Mo004.2H,0O (20), H3BO3; (200), CuS0,5H,O (20), FeCI3 (100),
MnCl,.4H,0 (20), ZnCl; (280) (Cunningham y Kuiack, 1992).

Medio NBRIP (medio National Botanical Research Institute’s Phosphate, para

determinar la capacidad solubilizadora de fosfato) se compuso de (g.L™): Glucosa
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(10), Caz(POy). (5), MgCl,.6H,0O (5), MgSO, 7H,0 (0,25), KCI (0,2), (NH4),SO,
(0,1), agar (15) (Nautiyal C, 1999).

Medio Voges-Proskauer (medio para determinar la produccién de acetoina) se
compuso de (g.L™): Peptona (7), Glucosa (5), KH,PO, (5), pH 7,0 +0,2.

I1.4.2 Procedimiento.

La capacidad de las bacterias aisladas para promover el crecimiento vegetal fue
evaluada atendiendo a varias propiedades como: capacidad para producir acidos
organicos, la auxina &cido indolacético (IAA) y acetoina. Ademas se determiné el

potencial para fijar el nitrégeno y solubilizar el fosfato.

La produccién de acidos organicos se evalué acorde al método colorimétrico de
(Cunningham y Kuiack 1992), adicionando el indicador Alizarina roja al 0,1 %
luego de inocular las bacterias en medio sacarosa-triptona (ST). El indicador

cambia de rosa al amarillo por la acumulacion de los &cidos organicos en el medio.

La produccion de &cido indolacético (IAA) se evalué mediante el ensayo de
Salkowski (adaptado de Patten y Glick, 2002). Esta produccion se ensayé
inoculando las bacterias en medio rico suplementado con 0,5 g.L™ de triptéfano.
Después de la incubacién se afiadié 1 mL del reactivo de Salkowski. La positividad
del ensayo se observo mediante el cambio de amarillo a rosa producto de la union
de las moléculas de IAA al hierro del reactivo (Gordon y Weber, 1951).

Las cepas que utilizan la via del butilenglicol para producir acetoina, fueron
detectadas, inoculando las mismas en medio Voges-Proskauer. Luego de 48 h de
incubacion se indujo una respuesta colorimétrica acorde a (Romick y Fleming

1998), para observar las colonias positivas mediante la cual la acetoina producida
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se transforma en di-acetil dando una coloracion rosa-rojiza al combinarse con a-
naftol y KOH.

La capacidad de fijar el nitrégeno fue ensayada por el método descrito por Xie y
col (2006). Las bacterias fueron cultivadas en medio N con bromotimol azul como
indicador del cambio de pH ocurrido. EI medio fue preparado con y sin NH,CI
como fuente de nitrdgeno mineral e incubado 336 h a 30 °C. Se evalu6 el cambio
de color. Solo las bacterias que poseen la enzima nitrogenasa, que catalizan la
reduccion del nitrégeno atmosférico a amonio, provocan el cambio de color en el

medio sin NH4CI.

El ensayo para detectar las bacterias que solubilizan el fosfato fue desarrollado
acorde a (Nautiyal C 1999). Las cepas crecidas en un medio rico, fueron
inoculadas en placas con medio NBRIP que contiene el fosfato en una forma
insoluble (Caz(PO4)2) e incubadas a 28 °C por 12 dias. Se evalud el halo (zona de
solubilizacion) alrededor de las colonias reportando su diametro en cm. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.

II.5. Determinacion de la tolerancia compuestos clorofendlicos de las
rizobacterias aisladas.

Los aislados rizobacterianos obtenidos; se determiné la tolerancia frente a
compuestos clorofendlicos como el 2,4-D y el 2,4-DCP por el método de dilucién
en placa de agar segun; las diluciones estuvieron en un intervalo de 10" a 10® mL
! Se inocularon 25 pL de los aislados rizobacterianos extraidos y luego
sembrados en placas con agar nutriente incubandose durante 24 horas durante
cinco dias; controlando la viabilidad de los cultivos y el efecto bactericida del

compuesto. La mayor concentracion de estos compuestos que soporten el
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crecimiento de los aislados rizobacterianos se defini6 como el Nivel de Tolerancia
Maxima (NTM).

[1.5.1.Adaptacion del aislado bacteriano.

Los aislados bacterianos ensayados fueron inoculados en estria de agar nutriente
con é&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2,4 diclorofenol (2,4 -DCP)
respectivamente a 0,08 g.L™. Se incubaron de 24-48 horas a 33 °C. El crecimiento
fue recogido con medio mineral salino libre de cloro (MMS), lavado y resuspendido
en igual medio hasta alcanzar una concentracion de entre 1-2 Mc Farland (1-
6x108 cel/mL). (http://www.dalynn.com/dyn/ck_assets/files/tech/TM53.pdf).

Posteriormente se afiadieron 2 mL de la suspensién anterior en 50 mL de MMS,
incubandose en agitacion durante 24-48 horas. Transcurrido el tiempo fueron
centrifugados y resuspendidos los pellet celulares en medio MMS hasta alcanzar

la concentracion de partida.

I1.6. Capacidad degradadora de los aislados rizobacterianos ante el 2,4-D y
2,4-DCP.

11.6.1 Degradacién de los compuestos organoclorados.

En erlenmeyers con 100 mL de Medio Mineral Salino libre de cloro segun Kréckel
y Focht, (1987), se afiadi6 2,4-DCP (0,02 g.L™) y 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D);
a los frascos se les afiadi6 1 mL del in6culo adaptado (1-6x108 cel/mL) y se
llevaron a incubacién en agitacién, a temperatura 30°C. El muestreo se realiz6 a
intervalos regulares de 24 horas. Cada variante fue ensayada por triplicado. Se

utilizaron controles para evaluar la degradacion abiética de los compuestos.

11.6.2. Determinacion del porcentaje de degradacion.
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La remocion del compuesto aromatico en muestras fue monitoreada con un
espectrofotometro (Ray Leigh UV-2601) a través de la lectura del espectro UVvis.
Previo a la realizacion de la lectura espectrofotométrica a un intervalo de
longitudes de onda de 200-700 nm, las muestras y controles fueron filtradas para
eliminar las células o particulas en suspension, procedimiento realizado a los

diferentes tiempos de incubacion.

La longitud de onda de trabajo se selecciond del barrido espectral realizado en el
intervalo de 200 y 700 nm. Las curvas fueron preparadas a partir de estandares en
el intervalo de 0,02-0,1 mg.L™ para los compuestos bajo estudio. El porcentaje de

degradacion se calculé segun la ecuacion I1.5.

. ¢;i—C L.
% Degradacion = %*100 Ecuacion 1.5

l

Donde: Ci es la concentracion inicial de fenoles y Cf es la concentracion final.
[1.6.3. Determinacion de fenoles totales.

La concentracion de fenoles fue medida mediante el método colorimétrico de la 4-
aminoantipirina basado en el procedimiento descrito en el Standard Methods for
the Determination of Water and Wastewater (APHA, 2005) modificado por (Farrell
y Quilty 1999).

Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 10 min y el sobrenadante
resultante fue diluido para ajustar la concentracion dentro del rango de la curva de
calibracion. Los patrones estuvieron en el rango de 1-9 mgL™ de 2,4-D y 2,4-DCP
en agua destilada. Se depositaron en tubos de ensayo de 25 mL, 10 mL de
muestra, patron o blanco y se les adicion6 0,25 mL de NH40OH 0,5N; luego con
buffer fosfato potasio, se ajusto el pH a 7,8+ 0,1 unidades (pH 6,8). Se afadieron
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100 pL de una solucién de 4-aminoantipirina al 2 % homogenizando la mezcla,
para la posterior adicion de 100 pL de solucién de ferricianuro de potasio al 8%
homogenizando la mezcla, la cual fue incubada durante 15 min a temperatura
ambiente. La densidad oOptica de lectura fue 500 nm y la concentracion se calcul6

segun la ecuacion de la recta de los estandares.
I1.7. Determinacion del crecimiento bacteriana por el método directo Viables.

El crecimiento microbiano se determiné por conteo de viables, preparando una
serie de diluciones hasta 10 segun el crecimiento microbiano y se sembré por
diseminacién por duplicado en placas con agar nutriente con 0.0lmL de la
solucién escogida. Se incubd 24 horas y se leyé la cantidad de colonias crecidas.
Se calculé la unidad formadora de colonias por mL (UFC/mL) de la

muestratomada, graficando Log UFC/mL vs el tiempo (h) (Madigan y Col, 2000).
[1.8. Anédlisis estadistico.

Los datos experimentales se sometieron a tratamiento estadistico, empleando el
programa STATGRAPHICS Centurion XV. Célculo de la media y desviacion
estandar de los parametros microbiolégicos a partir de los valores obtenidos en
cada medicién de las muestras (por duplicado), tanto para crecimiento microbiano
como para degradacién de hidrocarburos.
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Se ha demostrado que las rizobacterias tienen la capacidad de producir
metabolitos de interés agricola, Estos microorganismos juegan un papel
importante en el crecimiento y la aptitud ecolégica de su anfitrion. Una
comprension de los principios basicos de la ecologia microbiana de la rizosfera,

incluyendo la funcion y la diversidad de microorganismos que residen en ella.
[Il.1 Caracterizacion fisica- quimica del suelo.

La salud del suelo se define como la continua capacidad de funcionar como un
sistema vital, para mantener la productividad biol6gica, promover la calidad del
agua y del aire y mantener la salud de plantas, animales y seres humanos (Karlen
y col, 1997). La incorporacion de sustancias contaminantes en los suelos tiene

como consecuencia el deterioro de sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

La muestra de suelo se tomé a 5,0 cm de profundidad y se tamiz6 hasta 0,42 mm
para eliminar las piedras y fracciones mas gruesas de la tierra. La muestra exhibia
un fuerte olor a hidrocarburos, aspecto lodoso y compacto debido a la cantidad de
petréleo presente. Se estima que mas del 90% de la carga total de hidrocarburos
del suelo se encuentra en la capa superficial (15 cm), donde la mayoria de estos

compuestos se acumula. (Gomez y col, 2008).

De acuerdo al analisis granulométrico realizado por Napoles y col. (2015), el suelo
del area de estudio estad compuesto por un 76,7 % de arena; 6,9 % de grava y

16,4 % de arcilla, por lo cual se considera como un suelo arenoso.

I11.1.1 Aireacioén de los suelos.

Posiblemente el efecto mas importante de la pobre aireacion del suelo sobre los
procesos microbiolégicos es la disminucion del coeficiente de oxidacion de la
materia organica. Los organismos aerobios son incapaces de sobrevivir en

ausencia de oxigeno. Por ejemplo, las bacterias responsables de la oxidacién de
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los elementos de nitrégeno (nitrificantes) y azufre son casi inactivas en suelos
poco aireados. Solo los organismos anaerobios y facultativos se desarrollan bajo

condiciones de pobre aireacion.

La utilizacion de enzimas oxigenasas es clave en la degradacion de
contaminantes organico por lo que la disponibilidad de oxigeno molecular es un
factor limitante. Ademas la aireacion del suelo va a favorecer la degradacion de los
contaminantes por dos vias, debido a la volatilizacion, facilitando la migracion de la
fase volatil de los contaminantes, y debido a la biodegradacion, ya que al
incrementar la oxigenacion del suelo se van a estimular la actividad bacteriana
(Prakash y col, 2005).

El ensayo de aireacion de suelos detecté una baja oxigenacion en la muestra ya
que se observé prueba positiva para hierro ferroso (Fe?") y férrico (Fe**) (Fig. I11.1).
Ademas se observo que la tierra tiene una tonalidad parda muy intensa, estos

matices oscuros predominan si hay insuficiencia de oxigeno de aire.

Si bien por el contenido de arena presente en los suelos del area de estudio era
de esperar una buena oxigenacion de los mismos, el ensayo evidencié un déficit
de oxigeno que esta estrechamente relacionado con la presencia de petréleo en el
sitio, situacion que dificulta la circulacion de aire y medio acuoso edéfico. (De
Almeida y col, 2010).
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Figura lll.1. Resultado del ensayo de aireacion de suelos.
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[11.1.2. Capacidad de campo.

La humedad del suelo es fundamental para la evolucion y desarrollo de los
microorganismos presentes en él ya que favorece el transporte de los nutrientes y
oxigeno a través de las membranas celulares, ademas de ser vital para la
actividad enzimatica. La capacidad de campo es una medida del contenido de
agua que es capaz de retener el suelo, es el agua contenida en el suelo luego del

drenaje.

Los microorganismos requieren condiciones minimas de humedad para su
crecimiento pero un exceso de humedad inhibird el crecimiento bacteriano al
reducir la concentracion de oxigeno en el suelo y favorecer la lixiviacion de sales y
otros compuestos (Maroto y Rogel, 2005). El porcentaje 6ptimo de humedad del
suelo para los tratamientos de biorremediacion aerdbica se encuentra entre un 10
y un 20 % y los valores éptimos de capacidad de campo oscilan entre el 50 y el
80% segun Prakash y col (2005).

Los resultados del ensayo indican que el suelo posee un 24,76 % * 0,93 de
capacidad de campo (Tabla Ill.1) y un 3, 93 % de humedad. Este valor de
capacidad de campo dista del 6ptimo para los tratamientos de biorremediacion
aerdbica; la textura de este suelo, de tipo arenoso, determina una alta
permeabilidad y un bajo nivel de retencién de agua. Si comparamos este resultado
con el obtenido por Napoles y col (2015) (9,68%) se aprecia que el valor de
capacidad de campo fue mayor. Se considera que este suelo pueda tener una
mayor cantidad de hidrocarburos que actda como un impermeabilizante sellando

los poros entre los granos de arena propios del suelo.
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Tabla lll.1. Resultados de la caracterizacion de la muestra de suelo.

Muestra de suelo

Capacidad de campo (%)

24,76 + 0,93

Solidos totales (%)

96,07 + 0,17

Solidos totales fijos (%)

79,18 £ 0,23

Sélidos volatiles (%)

20,81 £ 0,23

pH (Unidades)

7,23 0,07

Aceites y grasas (g.kg™ de suelo)

130,00

Nitrato (mg.g™* de suelo)

3,82

Fosfato (mg.g™ de suelo)

Lidieska Merino Reyes
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[11.1.3 Sélidos y aceites y grasas extraibles.

La cantidad de aceites y grasas extraibles en los estudios de biodegradacion
corresponde a la cantidad de hidrocarburos que se extrae con diclorometano. La
extraccion Soxhlet es uno de los recursos mas empleados en los analisis de HTP
y compuestos que derivan del petroleo. Es un procedimiento para la extraccion de
compuestos organicos no volatiles y semivolatiles de sélidos, como suelos, lodos y
residuos. Este método asegura el contacto intimo de la matriz de la muestra con el
solvente de extraccion. La extraccion de hidrocarburos del petréleo por Soxhlet

provee fracciones de Cg a Csg referido por Pons y col (2011).

El porcentaje de aceites y grasas extraido de la muestra de suelo fue de 130 g.kg™
de suelo (Tabla Ill.1), lo que corresponde al porcentaje de hidrocarburos de la

muestra.

En estudios sobre la relacion de rasgos hidromorficos, mineralogia, y actividad
biolégica de suelos tropicales como variables de impacto en la acumulacion de
hidrocarburos, se ha mencionado que los suelos arenosos presentan condiciones
oxidantes generadas por los poros de conduccién, que favorecen la degradacién
de hidrocarburos y hacen que las concentraciones sean bajas. Por esta razon la
concentracion de hidrocarburos en estos suelos, deberia ser baja, situacion que
de no observarse puede atribuirse a la antigiiedad del derrame, la composiciéon
del crudo presente, y la posible presencia de compuestos con alto peso molecular

(alquilarométicos y alcanos ramificados) segun Pons y col (2011).

En cuanto al fendmeno de ageingo envejecimiento de la contaminacién, Adetutu
et al. (2013) refieren que la tasa de biodegradacion de los hidrocarburos puede
verse afectada por la edad de la contaminacion ya que con el tiempo disminuye la
fraccion libre de los hidrocarburos disponible para la degradacion por parte de la
microbiota del suelo. Este efecto se produce por una serie de fendbmenos como

son: la adsorcion a la materia particulada del suelo, absorcion a la materia
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organica del suelo, a la baja difusividad de los compuestos, principalmente desde
los microporos, o a la formacion de uniones covalentes con la materia orgénica e

inorganica del suelo.

Durante el tratamiento a 105 °C para la determinacion de los sdlidos totales se
volatilizan parafinas, isoparafinas y naftenos de bajo peso molecular con
temperatura de ebullicion entre 20 y 150 °C desapareciendo el olor a
hidrocarburos. El contenido de sdlidos totales fue de 96, 07 % +0,17. La fraccion

inorganica, expresada por los sdlidos totales fijos, fue de un 79,18 % +0,23.

A su vez el contenido de sdlidos volatiles, que se compone fundamentalmente de
hidrocarburos, fue de 20,81 % +0,23. (Tabla Ill.1). Napoles y col, 2015, muestran
resultados similares de solidos totales (96,3 %) para un suelo procedente de la
misma zona de estudio, sin embargo muestra valores mayores en los sélidos fijos
(93 %) y por lo tanto menores en los solidos volatiles (7%) lo que podria sugerir,
entre otros escenarios, la existencia de un incremento considerable en el aporte

de contaminantes en la zona recientemente.
111.1.3 pH.

Al analizar los valores de pH se puede apreciar que en el suelo estan presentes
iones que aportan caracteristicas basicas (COs*, HCOs otros), ya que todos son
superiores a 7 (7,23+0,07) (Tabla Ill.1). El crecimiento de la mayor parte de los
microorganismos es maximo dentro de un intervalo de pH situado entre 6 y 8. Asi
mismo el pH también afecta directamente en la solubilidad del fésforo y en el
transporte de metales pesados en el suelo. La acidificacién o la reduccion del pH
en el suelo se puede realizar adicionando azufre o compuestos del azufre. (Maroto
Arroyo y Quesada, 2002). El pH disminuye a medida que decrece la relacion
agua:suelo y puede variar también con cambios de la concentracion de COyy con

el proceso de nitrificacion del suelo.
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[11.1.6 Contenido de nitrato y fosfato en los suelos.

El contenido de nitrato es muy bajo, 3,82 mg.g’ de suelo mientras que el de
fosfato es de 5,6 x 10°mg.g™* de suelo (Tabla Ill.1). Esto indica que no existe una
concentracion suficiente de nutrientes en los suelos para que la poblacidon
microbiana pueda asimilar y degradar los contaminantes siendo necesaria, en el
caso de una posible biorremediacion, la bioestimulacioncon nutrientes.
Comparando estos resultados con Napoles y col. (2015) se observa que el
contenido de nitrato es practicamente el mismo (3,5 mg.g™* de suelo), sin embargo
el contenido de fosfato de este estudio es mayor que el reportado por estos
autores (4 x 10™mg.g* de suelo). El suelo objeto de anélisis estd sometido
continuamente a aportes de contaminantes de residuos industriales, seria

necesario estudiar a qué se deberia el aporte de fosfato al suelo.

Frecuentemente los suelos impactados con hidrocarburos y otrosxenobidticos
estan deprimidos en fuentes nitrogenadas y fosfatadas. La relacion optima C/N/P
es 100/10/1. El metabolismo microbiano requiere fuente de carbono, nitrégeno y
fésforo fundamentalmente. La fuente de carbono puede ser el hidrocarburo al
aportar el carbono necesario para producir compuestos celulares y biomasa. El
nitrégeno interviene en la sintesis de aminoacidos y enzimas, y el fésforo actia en
la formacién de los compuestos energéticos celulares que se utilizan en los

procesos de sintesis y degradacion segun Napoles y col. (2015).

1.2 Aislamiento y catacterizacion de rizobacterias a partir de plantas que
viven en suelos contaminados.

Se muestre6 en areas de una refineria donde la literatura muestra que los suelos
cercanos se encuentran contaminados no solo con petroleo sino con compuestos
fendlicos de diverso tipo que se forman durante el proceso de refinacién o que
acompafan al crudo. En el lugar muestreado se encontré abundancia de plantas,

generalmente herbaceas y pocos ejemplares de tipo arbustivo. Se observaron
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cuatro tipos distintivos y tres de ellos con gran cantidad de ejemplares. Se tomaron
muestras de estos ejemplares y se trasladaron al laboratorio (Figura I11.2).

Las plantas fueron identificadas en el Centro Oriental de Ecosistemas y
Biodiversidad (BIOECO). Los ejemplares recogidos tuvieron dos representantes
de la Familia Cyperaceae: Cyperus rotundus L (planta 1) y Scleria sp (planta 2) y
un representante de la Familia Poaceae: Cynodon dactylon (L) (planta 3). Todas

son de la Clase Monocotyledonea. Anexo IIl.1.

Se tomaron también ejemplares representantes de la Familia Fabaceae, especie

Cassia sp. (planta 4) perteneciente a la Clase Magnoliopsida.

Las raices de tres de las plantas fueron fibrosas, caracteristicas de las raices de
las monocotiledoneas. Para obtenerlas se rechazo la parte mas cercana al tallo y

superficie del suelo utilizando el resto de la raiz.

La cuarta planta perteneciente a las Magnoliopsida tenia la raiz pivotante con
raices secundarias, caracteristica de las plantas dicotiledonéas. Para obtener la
muestra de estas se rechazé la parte cercana al tallo y superficie del suelo,
tomandose las raices secundarias y la raiz principal para la obtencion de las
bacterias.

Se realiz6 el conteo de bacterias de la solucion obtenida luego de la sonicacion de
las raices de las plantas muestreadas. Se observd en todas las soluciones una
elevada concentraciéon de colonias, siendo mayores para las especies Scleria sp y
Cassia sp (plantas 2 y 4 respectivamente) (Tabla 111.2). Los aislados bacterianos
fueron extraidos del rizoplano de la raiz (segun Nihorimbere y col, 2011),

resultados inferiores a los reportados en la literatura de rizosferas consultadas.
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Reino: Plantae

Division: Angiosperma
Clase: Monocotyledoneas
Familia: Cyperaceae
NC:Scleriasp.

Reino: Plantae

Divisidn: Angiosperma
Clase: Monocotyledoneas
Familia: Cyperaceae

NC: Cyperusrotundus L

T S

Planta 3

Reino: Plantae
Division: Angiosperma
Clase: Magnoliopsida
P2 Familia: Fabaceae
Género: Cassia sp.

Reino: Plantae
Division: Angiosperma
Clase: Monocotyledoneas
Familia: Poaceae

NC: Cynodondactylon(L.)

Figura I11.2. Plantas muestreadas crecidas en medio ambiente contaminado.
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La rizosfera es la zona del suelo més cercana a las raices de las plantas, donde
se alberga consorcios de microorganismos capaces también de degradar

plaguicidas y provee un habitat para un amplio rango de microorganismos.

El nimero bacteriano en la rizosfera frecuentemente excede los 10° células por
gramo de peso seco del suelo, aproximadamente de 10-100 veces mayor que en
el suelo no cultivable. Esto es debido a la presencia de nutrientes como: azucares,
aminoacidos, acidos organicos y otras pequefias moléculas que se encuentran en
los exudados de las raices de las plantas que pueden constituir un tercio del

carbono que es fijado por las mismas (Karthikeyan y col, 2004).

El procedimiento de aislamiento de rizobacterias condujo a la obtencion de un total
de 63 aislados bacterianos, los cuales fueron conservados en cufias de agar

nutriente a 4°C para usos posteriores.

[11.2.1 Capacidad de las rizobacterias de crecer en medio mineral con clorofenoles

como Unica fuente de carbono.

Para determinar la habilidad de crecer en diferentes compuestos clorofendlicos y
elegir las de mejor comportamiento ante todos los compuestos ensayados, se
realiz6 un screening utilizando &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a 0,2 g.L™,
asi como 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) (a 0,02 g.L™). De los 63 aislados de rizosfera
ensayados, el 94 % (59 cepas) fueron capaces de crecer en 2,4-D, lo que sugiere

gue pueden degradar este compuesto para utilizarlo como fuente de carbono.
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Tabla Ill.2. Conteo bacteriano de las soluciones obtenidas de las plantas crecidas

en ambientes contaminados.

Planta

Concentracion bacteriana
(UFC/g de raices)

Cyperus torundus

2,6x10%

Scleria sp

5,0x10°

Cynodon dactylon

2,0x10°

‘ Cassia sp 1,0x10’ \
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Los compuestos fendlicos son exudados por las raices de las plantas. Los
microorganismos capaces de usar estos compuestos como fuente de carbono,
frecuentemente tienen las enzimas que pueden co-metabolizar contaminantes con
similar estructura (Chaudhry y col, 2005). Muchos de los cuales como naringina,
miricetina, catequina y otros, son liberados por las raices de ciertas plantas y se
ha demostrado que apoyan el crecimiento,ejemplo son las bacterias degradadoras

de bifenilos policlorados (PCB) (Donnelly y col, 1994).

Algunos autores también han demostrado que el exudado de otros compuestos
como los terpenos (e.j. a-pineno, a-terpineno entre otros) pueden actuar sobre la
actividad de la enzima bifenil dioxigenasa en las bacterias degradadoras de PCB

activandola o inhibiéndola(Singer y col, 2003).

Los resultados obtenidos mostraron que el 94 % de las bacterias aisladas de la
rizosfera de plantas crecidas en ambiente contaminado con compuestos fendlicos,
tienen la capacidad de crecer en clorofenoles como Unica fuente de carbono, lo
cual pudiera explicarse por enzimas existentes, y/o a que la planta por si misma,
pueda también colaborar con la degradacion de estos compuestos, aportando
intermediarios que puedan por cometabolismo coadyuvar a la residencia en sus
raices en una microflora especifica para la degradacién de los compuestos toxicos

presentes en el habitat donde viven.

La literatura plantea que existen dos rutas por la cual puede ser degradado el 2,4-
D (Anexo 111.2). La primera ruta (Anexo lll.2a) involucra a la alfa-cetoglutarato
dioxigenasa para dar lugar al 2,4-diclorofenol; mientras que la otra ruta (Anexo
[11.1b) comienza activando una dehalogenasa para formar el 4-clorofenoxiacetato,
el cual se transforma en 4-clorofenol (Young E, 2011; Arora y Bae, 2014, Pieper y
col, 2005). Lo anterior indica la necesidad de explorar si las bacterias que sean
capaces de crecer en 2,4-D, a su vez crecen Yy utlizan alguno de los dos

intermediarios principales de estas rutas, el 2,4-diclorofenol y el 4-clorofenol.
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En el presente trabajo, se utilizaron ambos compuestos en medio mineral sin otra
fuente de carbono para evaluar la capacidad de todos los aislados de crecer y por

tanto utilizar estos compuestos como nutrientes.

Los resultados mostraron que 71 % (45)de las bacterias fueron capaces de crecer
en 4-clorofenol o 2,4-diclorofenol, de ellas 49 % (31) pudieron crecer en ambos
compuestos, indicando que pudoser activadas ambas vias metabdlicas. Santoyo
(2009) encontr6é que la Burkholderia sp., estudiada en su trabajo, desarrollaba las
dos rutas metabdlicas propuestas por la literatura; tanto la del 4-CF como la del

2,4-diclorofenol cuando evalué la degradacion del 2,4-D.

El otro 22 % de las bacterias solo pudo crecer en alguno de estos compuestos, lo
qgue indica que solo poseen o0 pueden activar una de las rutas metabdlicas de

degradacionreferenciadas.

El nUmero y tipo de bacterias que se encuentran en diferentes suelos puede estar
influenciada por las condiciones del mismo, incluyendo la temperatura, humedad y
presencia de compuestos inorganicos (sales) y organicos, asi como por el nimero

y el tipo de planta que crece en el mismo.

Los resultados evidencian que Scleria sp y Cynodon dactylon (plantas 2 y 3) son
las que mas aportaron en aislados rizobacterianos con capacidad de utilizar los
clorofenoles en sentido general, aunque para el caso del 4-clorofenol no se
apreciaron diferencias entre las plantas 2, 3 y 4 respecto a la planta 1 (Figura
[11.3). Lo encontrado coincide con lo planteado por Haichar y col (2008), al aportar
evidencias de que las especies de plantas preparan a la comunidad bacteriana del
suelo y que sus exudados seleccionan a las bacterias que conviven en sus raices

a partir de la comunidad del suelo en su totalidad.
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Figura II.3. Porcentaje de aislados bacterianos capaces de crecer en clorofenoles
como Unica fuente de carbono por cada planta muestreada.
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La actividad microbiana en la vecindad inmediata de la raiz ofrece un ambiente
favorable para el co-metabolismo de los compuestos quimicos unidos al suelo y

recalcitrantes.

La transformaciones microbianas a veces son guiadas por la necesidad de reducir
la toxicidad de estos compuestos, pero pueden sufrir una reduccion en la energia
necesaria para desarrollar estos procesos. Esta actividad puede ser ayudada por
los compuestos energéticos que proporcionan los exudados de la raiz y que
pueden hacer mas eficiente la degradacion de los compuestos realcitrantes
(Chaudhry y col, 2005).

Lo anterior justifica el interés y el auge alcanzado en las investigaciones
desarrolladas sobre la interrelacion planta-microrganismos, lo que propicia el

incremento de la biodegradaciéon de compuestos toxicos.

La mayoria de los estudios de rizobacterias se han concentrado en la diversidad
de éstas (en numero de bacterias y géneros) y generalmente a especies de
cultivos puntuales, como lo refiere el trabajo de Wom-Il y col (2011). Por otro lado
se ha hecho mucho énfasis en los estudios de rizobacterias provenientes de
suelos contaminados con metales pesados (e.j.cadmio) y su capacidad de
tolerarlos (Melo y col, 2011; Croes y col, 2013).

A pesar que existen trabajos publicados sobre la capacidad de degradar
compuestos organicos peligrosos por las rizobacterias aisladas de cultivos
importantes econémicamente desde 1995 (Anderson y col, 1995; Marihal y col,
2009; Dwivedi ycol, 2010 y Chegini y col, 2015), Ahemad y Sahir (2011)
plantearon que los datos que relacionan esta diversidad con el estudio de los
niveles de tolerancia a los plaguicidas, son pocos, cuestion que limita el uso
especifico de estos en los procesos de biorremediacidon; sugiriendo dar

continuacion en esta area de investigacion.
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[ll.2.1.Caracteristicas de promotoras de crecimiento vegetal de la rizobacterias
aisladas.

Los microorganismos de rizosfera establecen relaciones no patogénicas con sus
hospedadores que pueden incrementar su crecimiento y la resistencia a estrés
bidtico o abidtico. Algunos microorganismos proporcionan nutrientes directamente,
como nitrégeno o fésforo, otros, los ponen en condiciones de ser utilizados,
también los hay que producen sustancias promotoras del crecimiento
(fitohormonas), etc. En base a estas propiedades, se les ha atribuido, en su
conjunto, el acronimo PGPR (del inglés, rizobacterias que promueven el
crecimiento vegetal). Aunque la mayoria de las interacciones positivas mas
importantes ocurren a nivel de raiz no hay que olvidar otras partes de la planta,
como la filosfera, donde la abundancia de microorganismos es manifiesta
(Gamalero and Glick, 2011).

Los mecanismos por los que los PGPR manifiestan su actividad, son varios y no
del todo completamente conocidos. Ligada a la promocion del crecimiento aparece
la produccion de hormonas: auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno, etc. En
relacion con la proteccion frente a patdgenos, puede detectarse antagonismos,
produccion de antibidticos, liberacion de enzimas como chitinasas y glucanasas,
gue actuan sobre la pared de los hongos o cubiertas de los insectos, etc., ademas
de la induccién de una resistencia sistémica, de toda la planta, a virus, bacterias y
hongos. Y més directamente relacionadas con la nutricion, la fijacion de nitrégeno,
la solubilizacion de fosfato y otros nutrientes, la movilizacion de los mismos, etc.
(Glick, 2012).

La promocion del crecimiento y desarrollo de las bacterias por medio de bacterias
asociadas puede ocurrir por mecanismos directos e indirectos (Bonfante and
Anca, 2009; Glick B, 2012). Los directos influyen en facilitar la adquisicién de
recursos como son los nutrientes, entre los se encuentran el nitrégeno, hierro y

fosforo.
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También puede ser modulando los niveles de fitohormonas. Dentro de los
mecanismos indirectos se encuentran la produccion de antibiéticos y enzimas
liticas, produccion de etileno o induciendo la resistencia sistémica (Bonfante and
Anca, 2009; Glick B, 2012).

En este trabajo, para dar seguimiento a esto, fueron seleccionadas las pruebas:
produccion de &cidos orgénicos y la capacidad de solubilizar el fosfato como
mecanismos directos, asi como produccidbn de acetoina como mecanismo

indirecto.

Los ensayos realizados mostraron que la aparicion de las caracteristicas de
promotoras del crecimiento vegetal evaluadas difiri6 en las 4 plantas
seleccionadas, indicando que la especie vegetal influye en la colonizacién y
aparicion de estas especies, a pesar de haber sido recogidas del mismo ambiente
(Tablas 111.3, 1ll.4, 111.5 y 111.6). Se observd, ademds, que la caracteristica menos
frecuente de encontrar fue la produccion de acetoina, y la méas frecuente la
capacidad de producir acidos organicos, al obtener solo 5 aislados productores de

la primera y 45 bacterias productoras de acidos organicos.

La figura Ill.4, muestra los porcentajes de aislados obtenidos con algunas de las
caracteristicas de promotoras de crecimiento vegetal, destacandose la planta
Scleria sp. (planta 2) con un 72% de aislados con caracteristicas de producir
acidos organicos y 56% de aislados capaces de solubilizar fosfato; por su parte,
Cyperus rotundus (planta 1) s6lo aporté un 5% de aislados con caracteristicas de
producir acetoina, 63% de aislados con capacidad de producir &cidos organicos y
58% de aislados capaces de solubilizar fosfatos. Sin embargo, el 100% de los
asilados obtenidos de la planta 3 (Cynodon dactylum) dieron positivo a los

ensayos de solubilizacién de fosfatos.
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Tabla I11.3. Propiedades de promotores de crecimiento vegetal de los aislados de
Cyperus rotundus.

Aislados

Produccién
Acetoina

Producciéon de
acidos organicos

Solubilizacion de fosfato
(halo en cm)

40

+

0,1

41

42

+

0,3

43

44

45

0,1

46

+|+ ]

47

0,5

48

+

0,1

49

50

0,4

51

0,1

52

0,1

53

0,1

54

0,1

55

56

++ [+ [+ +]

57

58
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Tabla 1ll.4. Propiedades de promotores de crecimiento vegetal de los aislados

deScleria sp.

Aislados

Produccién
Acetoina

Produccion de
acidos organicos

Solubilizacion de
fosfato (halo en cm)

59

60

61

62

1,2

63

0,4

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75
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Tabla III.5. Propiedades de promotores de crecimiento vegetal de los aislados de
Cynodon dactylon.

Aislados

Produccién
Acetoina

Produccion de
acidos organicos

Solubilizacion de
fosfato (halo en cm)

76

+

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

[+ || F |+ [+ |+]+]+
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Tabla I1l.6. Propiedades de promotores de crecimiento vegetal de los aislados de

Cassia sp.
Aislados | Produccién Produccién de Solubilizacién de
Acetoina acidos organicos fosfato (halo en cm)
90 - + -
91 - + 0,3
92 - + -
93 + + 0,4
94 - + -
95 - - 1,2
96 - - -
97 - - 0,7
98 - - -
99 - - -
100 - + 0,3
101 - - -
102 - + 0,7
100
100 - HmPlantal
90 Planta 2
80 1 72 ¥ Planta 3
70 1 M Planta 4

Porcentaje de las caracteristicas

fenotipicas

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

Produccién Produccion
acetoina acidos organicos

solubilizacién de

fosfato

Leyenda: Planta 1 (Cyperus rotundus), planta 2 (Scleria sp), planta 3 (Cynodon dactylon), planta 4

(Cassia sp).

Figura lll.4. Porcentaje de los aislados bacterianos mostrando las caracteristicas
de promotoras de crecimiento vegetal por cada planta muestreada.
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Varios autores han mostrado que las caracteristicas de promover el crecimiento
vegetal es tipico de bacterias que crecen en las raices de las plantas o en la zona
de la rizosfera; explicando ademas que se desarrolla una interaccion entre la
planta y las bacterias que la rodean, donde las bacterias se benefician de muchos
compuestos que la planta exuda y a la vez, las plantas también se benefician de
los productos bacterianos excretados, asi como de compuestos parcialmente
metabolizados que se vuelven asequibles para ellas (Bonfante y Anca, 2009;
Nihorimbere y col, 2011; Glick B, 2012).

Los resultados obtenidos en la determinacion de las caracteristicas de promotoras
del crecimiento vegetal permitieron apreciar que C. rotundus y Cassia sp fueron
las que menos aportaron en aislados con estas caracteristicas, mientras que

Cynodon dactylon fue la que mas aporto.

De manera general, todas las plantas aportaron en bacterias solubilizadoras de
fosfatos pero de la planta C. dactylon se aislé la mejor solubilizadora con un halo
de 2,9 cm (aislado 84), seguida por Scleria sp con dos aislados con halos de 1,2
(aislado 62) y 1,7 cm (aislado 72) (Tabla 111.4, 111.5 y 111.6).

En la agricutura el fésforo es el segundo nutriente luego del nitrégeno en términos
de requerimientos cuantitativos para los cultivos. Este se encuentra en el suelo,
plantas y microorganismos en ambas formas organica e inorganica, pero solo una
pequefia parte esta disponible para las plantas debido a su fijaciébn quimica y su

baja solubilizacion.

En los suelos de la rizosfera esudiada, el contenido de nitrato es muy bajo, 3,82
mg.g” de suelo mientras que el de fosfato es de 5,6 x 10% mg.g* de suelo,
resultado que indica que no tiene concentracion suficiente de nutrientes para que
la poblacion microbiana pueda asimilar y degradar los contaminantes

clorofendlicos presentes en los suelos estudiados [epigrafe 111.1.6]. El suelo objeto
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de andlisis esta sometido continuamente a aportes de contaminantes de residuos
industriales, pero no se tiene claridad sobre la fuente de aporte de fosfato
(Obed,2015).

La deficiencia en fésforo es la mayor limitacion para la produccion agricola y bajo
ciertas condiciones los microorganismos ofrecen un sistema de rescate biologico
capaz de solubilizar las formas insolubles de fésforo y hacerlo disponible para las
plantas (Sindhu y col, 2010).

Tipicamente, la solubilizacion del fésforo inorganico ocurre a consecuencia de
acidos organicos de bajo peso molecular como el acido citrico y glucoénico, los

cuales son sintetizados por bacterias del suelo (Glick, 2012).

Se conocen otros acidos organicos producidos por las bacterias como son oxalico,
maldnico, lactico, malico, 2-cetoglucénico, y otros (Paredes y Espinosa, 2010). No
obstante la cantidad de acidos orgénicos producidos, la solubilizacién del fosfato
es mas relacionada con la produccion de los &cidos citrico, glucénico y 2-ceto-
gluconico que con los otros, de ahi que aunque en el trabajo presentado se
encuentre un gran numero de bacterias productoras de acidos organicos, no
necesariamente esta caracteristica estd estrictamente relacionada con la

solubilizacién del fosfato.

Se ha planteado en la literatura que la solubilizacién de fosfato es el resultado de
la acidificacion del espacio periplasmico, debido a la oxidacién directa de la

glucosa para formar los acidos organicos (Paredes y Espinosa, 2010).

Por el contrario, otros autores ya habian planteado que los acidos organicos
producidos por las bacterias solubilizadoras no son determinantes en la
solubilizacion y que el unico factor determinante es la concentracion de iones

hidronios originados, que se producen en la respiracion o en la asimilacion de
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iones amonio (NH4") (Ilmer y Schinner, 1995), lo cual altera el pH del medio, lo
suficiente, para movilizar minerales del suelo. En este trabajo se evaluaron las
capacidades de producir acidos organicos y solubilizar el fésforo insoluble.
Algunos agentes biocontroladores inducen un cambio sostenido en las plantas e
incrementan su tolerancia a la infeccion contra patégenos bacterianos y flngicos,
un fenébmeno conocido como Resistencia Sistémica Inducida. Varias rizobacterias
patogenas tienen la habilidad de inducir este estado de resistencia en las plantas.
Kloeper y col (2004) estudiaron este mecanismo en un Bacillus spp promotor del
crecimiento vegetal, encontrando que la bacteria desperto la resistencia sistémica
inducida en Arabidopsis mediante la produccion de 2,3-butanodiol. Otra molécula
que al igual que el 2,3-butanodiol induce esta resistencia es su derivado, la 3-
hidroxibutanona, mas conocida como acetoina (Young y col, 2011). En este
trabajo se encontraron 5 aislados capaces de producir acetoina.

Se seleccionaron entonces 31 bacterias para posteriormente realizar ensayos de
tolerancia y degradacion a compuestos clorofendlicos, como el 4-clorofenol, 2,4-
diclorofenol y 2,4-D. Basado en esta evaluacion fueron seleccionados las bacterias
que presentaban las tres caracteristicas seguidas de las que presentaban dos.

De las 31 bacterias encontradas y que crecieron en ambos tipos de clorofenoles
ensayados, se observaron las de crecimiento mas abundante, seleccionando de
ellas las que ademas coincidieron con las mejores promotoras de crecimiento
vegetal. Atendiendo a esto, se seleccionaron 10 aislados que reunian ambas
capacidades. Estas cepas se resembraron en una mayor concentracién de 4-
clorofenol (0,08 g.L ™) y 2,4-diclorofenol (0,06 g.L™).

Todas las bacterias fueron capaces de crecer pero ocho de ellas mostraron mejor
crecimiento (Tabla I11.7).

Las bacterias fueron trasladadas a cufias con igual medio y conservadas a 4°C

para posterior evaluacion de la degradacion.
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compuestos clorofendlicos.

Tabla I11.7. Capacidad de crecer en compuestos clorofendlicosl a diferentes
concentraciones como Unica fuente de carbono.

2,4-DCF
(0,06 g.L ™)
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+
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++ ++ + +
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++ ++

Leyenda: + poco crecimiento, ++ buen crecimiento, +++exhuberante crecimiento.
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Bacterias que fueron capaces de reunir ambas caracteristicas buscadas
(crecimiento en presencia de plaguicidas y compuestos fendlicos y propiedades de
promotoras de crecimiento vegetal) han sido descritas por varios autores (Marihal
y col, 2009; Chaudry y col, 2005 entre otros) siendo los compuestos mas
referenciados el 2,4-D, pentaclorofenol, triclorofenol y 4-clorofenol, pero no se han
encontrado hasta el momento referencias sobre la degradacion de 2,4-diclorofenol
por rizobacterias. No obstante, Ahemad y Saghir (2011) referenciaron la tolerancia
a fungicidas y herbicidas en cuya estructura quimica estaban el 4-clorofenol y 2,4-

diclorofenol.

[11.2.2. Caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de los aislados de rizosfera y

promotoras de crecimiento vegetal.

La microflora de la rizosfera incluye bacterias, hongos, nematodos, protozoos,
algas y algunos microartropodos. De los microorganismos de suelo, el 98% no
pueden ser cultivados. Su identificacion, caracterizacion y descripcion de su papel
son particularmente dificiles. Recientemente las técnicas que analizan las
moléculas de ADN y ARNr de muestras del suelo han revelado la enorme

diversidad microbiana que habita en la rizosfera.

Muchos estudios sugieren que las Proteobacterias y las Actinobacterias
conforman las poblaciones dominantes (>1%), usualmente mucho mas)
encontradas en las rizosferas de diversas especies de plantas. Estos grupos
contienen muchos miembros “cultivables” por eso son los mas estudiados en la
rizosfera y por tanto contienen la mayoria de los organismos investigados
(Nihorimbere y col, 2011).

A partir de otros estudios realizados se ha publicado que las bacterias rizosféricas

son predominantementes gram-negativas.

Se realizaron pruebas bioquimicas que permitieron plantear que las rizobacterias

seleccionadas son todas Gram positivas, aerobias, la mayoria con forma bacilar
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(6) y al menos tres mostraron presencia de esporas. Son todas proteoliticas y con
capacidad de no solo reducir el nitrato a nitrito, sino que algunas pueden reducir

este Ultimo segun se comprobd (Tabla I11.8).

La prevalencia de éstas, se ha especulado se deba a sus habilidades para utilizar
eficientemente los sustratos de crecimiento disponibles en la rizosfera y hacer
frente mejor a los ambientes toxicos debido a la presencia de enzimas
detoxificadoras. Ejemplos hay descritos en la literatura de especies identificadas
en la rizosfera como son Pseudomonas, Arthrobacter, Nocardia, Streptomyces,
Penicilium y Trichoderma (Chaudhry y col, 2005). Weyens y col (2013),
describieron en su trabajo que al aislar bacterias de las rizosfera de dos clones de

sauce encontraron que los generos predominantes eran Bacillus y Paenibacillus.

Morgan y col, asi como Bonfante y col exhiben en sus trabajos que los grupos
bacterianos dominantes en la rizosfera son Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus,
los cuales a su vez son las promotoras de crecimiento vegetal mas comunmente
estudiadas y referidos en multiples trabajos como degradadores de compuestos
fendlicos (Morgan y col, 2005; Bonfante y Anca,2009; El-Sayed y col, 2009;
Santacruz y col, 2005; Santoyo F, 2009).

En este estudio, aunque las pruebas ensayadas no son suficientes para designar
un género de pertenencia de estas bacterias, se observaron caracteristicas que
conducen a una presunta identificcion como bacterias pertenecientes al género

Bacillus sp.
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Tabla Ill. 8. Caracteristicas fisiologicas de los aislados seleccionados.

Aislados 56 (62 |69 |72 |79 |81 |84 |88 |100 | 102
Gram + + + |+ |+ |+ [+ |+ |+ +
Forma b c nd /b |b |c |b [b |b B
Produccion esporas nd {nd |nd |+ |nd|nd|nd |+ |nd |+
HidrdlisisCaseina + + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ +
Degradacién de almidén + + + [+ |- + |- + |- +
Licuefaccién de gelatina + - S T T O I R -
NOsz a NO, + + + |+ |+ |+ |- + |+ +
Acido de Glucosa | + + + [+ [+ |+ |+ |+ |+ +
Manitol | - - - - + |+ |+ |+ |- -
Xilosa - + - - + |- - + |- +
Crecimiento en | 2% + + + [+ [+ |+ |+ |+ |+ +
NaCl 5% + + + |+ [+ [+ [+ [+ |+ [+
Crecimiento en Citrato - + + |- + |+ |+ |+ |- +
Produccion de lecitinasa - + - - - - - - - -
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[11.3. Tolerancia de los aislados seleccionados a compuestos clorofendlicos.

La tolerancia de una bacteria a un compuesto muestra la capacidad que tiene para
sobrevivir en presencia de este hasta una concentracion determinada, es decir, el
agente ensayado se comporta como bacteriostatico, sin afectar la viabilidad,
aunque si el crecimiento, mientras que a concentraciones superiores puede

comportarse como bactericida o bacteriolitico (Madigan y Parker, 2000).

En el presente estudio se determind la tolerancia al 2,4-D y 2,4-diclorofenol para las
9 aisladosrizobacterianos selecionados. Para esto se ensayaron 9 concentraciones
de los compuestos objeto de estudios que oscilaban entre 20 y 1000 mg.L™ (tabla
111.9). Se obtuvo que en 2,4-D sélo el 55,6 % de los aislados toleraron 300 mg.L™, el
100% la concentracién de 500 y 1000mg.L™. Sin embargo con el 2,4-diclorofenol,
todos los aisldos toleraron concentraciones de 20, 60 y 80 mg.L™, con un 100 % de

tolerancia.

Los resultados alcanzados evidencian que el 2,4-diclorofenol resulta ser mas toxico
que el 2,4-D, resultados que coiniden con los obtenidos por otros autores. (Ahemad,
M. and Saghir, 2011) Todavia no esta totalmente claro como estas bacterias toleran
estas concentraciones, aunque el mecanismo de toxicidad referido en la literatura
para los clorofenoles es la entrada a la célula y la reactividad con las biomoléculas
celulares de los radicales fenoxi formados, a que pueden producir peroxidacion de
los lipidos de la membrana, dafios a la membrana del reticulo endoplasmaético y el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa con el transporte de electrones en la
cadena respiratoria, con lo cual la respiracion se detiene y el microorganismo

muere.

Teniendo en cuenta lo anterior, los primeros mecanismos que pone en juego la
bacteria es cambiar el comportamiento de la membrana para aumentar la rigidez de

esta y disminuir su permeabilidad.
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Tabla 111.9. Tolerancia de aislados de rizobacterias a compuestos clorofendlicos.

Concentraciones ensayadas | No. Cepas tolerantes (%)
(mg.L™ 2,4-D 2,4-DCP
20 - 9(100)
40 - -
60 - 9(100)
80 : 9 (100)
100 5(55,6) ;
300 - -
500 9(100) i
800 - -
1000 9 (100)- i
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Existen evidencias de cambios en el indice de insaturacion de los &cidos grasos en
los fosfolipidos de la membrana (Dercovéa y col, 2004), aumento en la saturacion de
la membrana mediante incremento de los acidos grasos saturados o isomerizando

los acidos grasos de la forma cis a la trans (Murinova y Dercova, 2014).

Otro mecanismo que actia, es el depodsito en vesiculas de membranas que
después puede expulsar estos compuestos al exterior celular para las Gram
negativas y produccion de proteinas de estrés con funcion protectora ademas de la

capacidad de esporular para las Gram positivas (Gren y col, 2012).

La literatura ha mostrado la tolerancia asociada a la capacidad de observar
crecimiento, en los diferentes compuestos clorofendlicos, de varias bacterias como
son: Bacillus cereus hasta 90 mg.L™" de 2,4-diclorofenol (Matafonova y col, 2006,
Matafonova y col, 2007); dos aislados de Bacillus sp. hasta 300 mg.L™" de 2-
clorofenol (Al-Thani y col, 2007), Arthrobacter chlorophenolicus A6 hasta 300 mg.L™
de 4-clorofenol, B. cereus y Paenibacillus sp., entre 100-500 mg.L™ de fenol (Singh
y col, 2009), asi como Pseudomonas sp hasta 500 g.L™* de fenol (Banerjee y
Ghoshal, 2010). Lo anterior ejemplifica la relacibn que puede existir entre la
complejidad de la estructura del compuesto y la capacidad de crecer en su

presencia.

En estudios similares, las bacterias Gram negativas también han demostrado
resistencia a otros pesticidas. Por ejemplo, las concentraciones méaximas de
tolerantes diferentes plaguicidas organofosforados para ambas cepas resistentes de
especies de Pseudomonas y Flavobacterium aisladas de sitios contaminados fueron
(250; 4000 y 8000) mgL™, respectivamente (Nazarian y Mousawi, 2005 ). Del mismo
modo, Rhizobium sp especifico para garbanzo han tolerado hasta 2000 pg mL™
Juneja y Dogra (1978). Por otra parte, Boldt y Jacobsen (1998) también informaron

de una variacion en las MTLS de cepas de Pseudomonas.
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Entre los herbicidas, metilsulfuron fue mas téxico en comparacion con otros
herbicidas y de toxicidad fue: metilsulfuron > clorsulfurén>metil-tifenilsulfurén. Esto
indica que la variacion en la tolerancia frente a los pesticidas para promotoras de
crecimiento probablemente podria ser debido al hecho de que las rizobacterias
adoptan diferentes estrategias para superar los efectos toxicos de los pesticidas y
estos mecanismos incluyen: biodegradacion (Yang y Lee, 2008) y la hidrolisis

enzimatica (Dumas et al, 1989) de los pesticidas.

Los compuestos fendlicos tienen la habilidad de interrumpir las funciones de la
membrana, produciendo la muerte celular (Lin y col, 2008). Su principal modo de
accion es el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, aspecto en el cual
también incide el grado de cloracion, siendo este efecto mayor para los policlorados
como el 2,4 diclofenol (Haggblom y Valo, 1995). También se ha mostrado que el
crecimiento microbiano y la degradacion de estos compuestos se dificulta por la

toxicidad del sustrato cuando aumenta su concentracion (Kargi y Eker, 2005).

Los mecanismos de resistencia a toxicos han sido estudiados en detalles para los
antibiéticos y se piensa que la resistencia a compuestos organicos y solventes sea
por mecanismos similares (Pandey y col, 2009). Varios autores sugieren que esta
resistencia esta basada en cambios morfoldgicos vy fisioldgicos. La toxicidad de los
compuestos organicos se debe a su acumulacion dentro de la membrana celular. El
primer mecanismo desarrollado seria incrementar la rigidez de la membrana y

disminuir su permeabilidad quimica.

Otro mecanismo puede ser expulsar el toxico por medio de bombas dependientes
de energia (transporte activo), cuyo objetivo es mantener la concentracion del
compuesto dentro de niveles subtéxicos para la especie (Pandey y col, 2009;
Ramos y col, 2002; Chavez y col, 2006). Cualquiera de los mecanismos
mencionados pudiera explicar tolerancia encontrada en los aislados rizobacterianos

estudiados para el 2,4-D.
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Los compuestos fendlicos tienen la habilidad de interrumpir las funciones de la
membrana, produciendo la muerte celular (Lin y col, 2008). Su principal modo de
accion es el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, aspecto en el cual
también incide el grado de cloracion, siendo este efecto menor para monoclorados
como el 2-clorofenol y el 4-clorofenol, respecto a los policlorados como el
pentaclorofenol, 2,4-DCF y el 2,4-D (Haggblom y Valo, 1995). También se ha
mostrado que el crecimiento microbiano y la degradacion de los compuestos
fendlicos se dificulta por la toxicidad del sustrato cuando aumenta su concentracion
(Kargi y Eker, 2005).

[ll.4. Degradacién de compuestos clorofendlicos por las rizobacterias
seleccionas promotoras del crecimiento vegetal.

Kwon y Yeon (2009) refieren que los microorganismos al crecer en fenol pasan por
dos etapas, la primera, el microorganismo secreta enzimas que estimula la
degradacion de dicho compuesto, y la segunda ocurre por medio de cambios en la
estructura de la membrana originado por el toxico, lo que explica la demora en el
comienzo de la degradacion de éste y otros compuestos similares, lo que se

considera como la adaptacion del microorganismo a el compuesto.

En el presente estudio, para la determinacion de la capacidad degradadora de
compuestos clorofendlicos de las rizobacterias seleccionadas, se tomaron como
compuestos refentes el 2,4-D a concentraciéon de 200 mg.L™?; en caso del 2,4-
DCP, dado a la poca soubilidad la concentracion en tiempo cero es variable (90-

120 mg.L™) seglin se muestra en la Tabla II1.10.

Todos los aislados bacterianos mostraron un crecimiento exponencial en un orden
de 102 UFC/mL en 96 h sobre 2,4-D como Unica fuente de carbono; tiempo a
partir del cual se mantuvo la fase estacionaria hasta las 114h de experimentacion
(Figura 111.5). Los aislados que mejor crecimiento mostraron fueron el 88, 79 y 56
con velocidad especifica de crecimiento () de 9,9.10% 9,3.10% y 8,6.102 h™,

respectivamente.
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Tabla 111.10. Concentraciones de los aislados bacterianos seleccionados para el
2,4-DCP en los tiempos ensayados.

Concentracion (mg.L™)
Aisladosbacterianos to ta ty
56 112,39 83,51 42,93
62 91,79 80,83 39,60
72 100,39 76,82 42,94
79 121,92 97,45 40,71
81 120,25 87,57 39,60
84 106,33 62,87 39.60
88 118,66 76,88 38,50
100 118,66 82,13 39,00
102 118,66 87,57 39,60

Leyenda: to-tiempo inicial, t;- 114 h, t,- 336 h
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Figura IIl.5. Curva de creciiento de los aislados rizobacterianos seleccionados
crecidas en 2,4-D como Unica fuente de carbono.
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Con respecto al crecimiento en 2,4-DCF; todos los aislados bacterianos mostraron
crecimiento exponencial en un tiempo de 66 h; sin embargo el aislado (56) obtuvo
un maximo exponencial a las 96 h con una velocidad especifica de crecimiento de
9,30.102 h?, ligermente superior a la alcanzada frente al 2,4-D (8,6.10% h™)
(Figura 111.6). De todos los aislados rizobacterianos, el 102, 56, 88, 81, 79 y 100
refieren las mejores velocidades especificas de crecimiento (u) de 9,90.10%
9,30.102, 8,80.10% 7,70.10, 7,30.102%y 6,92.10%h™*, respectivamente.

Los resultados evidencian que las 9 rizobacterias seleccionadas son capaces de
crecer en ambos compuestos clorofendlicos esayados, sin embargo muestran
mejor crecimiento en 2,4-D que en 2,4-DCF. Los asilados 79, 88, 100 y 102
mantienen un comportamiento similar ante ambos compuestos.La degradacion del
2,4-D a concentraciéon de 200,0 mg.L™, revelé que a las primeras 24 h hay una
disminucién de la concentracion con porcentajes de biodegradacion que osilan
entre 27 y 35 %; transcurrido el tiempo total de experimentacion (114 h) la
biodegradacion alcanzé porcentajes de 60 a 72 % (Figura I11.7). Destacandose la
rizobacteria 56 con un 72 % de degradacion.

En 2,4-DCF, si bien las concentraciones ensayadas son inferiores a las realizadas
con 2,4-D, las rizobacterias degradaron en menor cuantia el 2,4-DCF. Los asilados
frente a 2,4-D,que mostraron, en orden descente, % de degradacion superior
fueron: 88, 81, 100y 102 con 67,1; 67,6; 66,8 y 66,6% respectivamente los cuales
no difieren significativamente para un nivel de confiannza del 95 % (Fig. 111.8).

Al analizar el comportamiento del porcentaje de biodegradacion de los aislados,
mostraron que a las 114 h el aislado 88 (68%) para la concentracién 38,50mg.L™y
el aislado 81 (67%) 39,60mg.L™. La experimentaciéon demuestra que el aislado
rizobacteriano (81) mostr6 mayor creciemiento pero ademas tiene un
comportamiento de mayor porciento de biodegradacion. Segun el andlisis
estadistico, no exiten diferencias significativas entre los porcentajes de

degradacion.
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Figura IIl.6. Curva de creciiento de los aislados rizobacterianos seleccionados

crecidas en 2,4-DCF como Unica fuente de carbono.
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La rizobacteria 56, aunque fue la segunda en mejor crecimiento sélo logra
degradar el 2,4-D hasta un 62 %, inferior al logrado con 2,4-D.

Los resultados obtenidos difieren de los descritos por Santacruz y col, 2005, los
cuales experimentaron con Pseudomonas fluorescens inmovilizada y enfrentada a
concentraciones hasta 0,5 g/L de 2,4-D, encontrando que los mayores valores de
remocion (70 %) en tan solo 24 horas. Resultados similares a los de Santacruz y
col encuentra Santoyo (2009), quien al evaluar una cepa de Burkholderia sp.
Inmovilizada y enfrentada a concentraciones incrementadas de 2,4-D (0,1-0,35
g.L) observd que al aumentar la concentracion del compuesto fendlico,
aumentaba también la velocidad de remocién por la bacteria. Esta misma autora
evalué esta bacteria en conjunto con otras formando un cultivo mixto, observando
100 % de remocion del herbicida (0,17 g.L™) en 13 horas. Cuando evalud a
Burkholderia sp. sola en un cultivo suspendido con 0,05 g.L™* de 2,4-D encontré

100 % de degradacion a las 24 horas.

Por su parte, Fontmorin y col (2013), registran resultados que se acercan a los
obtenidos en este experimento al ensayar 0,1 g.L™ del herbicida y encontrar que la
degradacion comenzaba a los siete dias y transcurria completamente hasta los 14
dias. Ellos emplearon un in6culo formado de lodo activado, obtenido de una planta
de tratamiento de aguas residuales, a diferencia de estos aislados que fueron

aisladas de rizosfera de plantas crecidas en suelos con contenido fendlico.

Los resultados logrados en este trabajo, apuntan a la posibilidad de contar con
consocios 0 especies bacterianas puras con la capacidad de degradar el 2,4-D
incluso a altas concentraciones, lo cual se contrapone con lo observado para el
2,4-DCP, apoyando la idea de Herrera y col (2008), que éste ultimo debido a sus
propiedades fisico-quimicas y la posicién que ocupa el cloro en su estructura tiene
una toxicidad mayor que el éster del diclorofenol. Aspecto confirmado por Santoyo

cuando evalué el comportamiento de las cepas integrantes del cultivo mixto
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encontrando que las bacterias tenian mayor dificultad en degradar al 4-clorofenol y
al 2,4-diclorofenol, lo cuales son los intermediarios de la degradacion del 2,4-D, a
diferencia de la capacidad de degradar al propio herbicida, todo lo cual apunta a la

posibilidad de acumulacién de estos intermediarios toxicos en el ambiente.
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1. Los suelos estudiados poseen baja aireacion e insuficiente
concentracion de nutrientes para favorecer el desarrollo de la poblacion
microbiana.

2. Se obtuvieron 63 aislados de la rizosfera de 4 plantas. De estas el 93,6
% crecieron con 2,4-D y el 49,2 % en 2,4-DCF. El 82,5 % mostro
caracteristicas de promotoras del crecimiento vegetal. De estas el 16%
(9) toleran concentraciones de 500 a 1000 mg.L™ para el 2,4-D y de 40 a
80 mg.L " parael 2,4-DCF.

3. Se demostr6 que los 9 aislados rizobacterianos seleccionados con
caracteristicas de promotores de crecimiento vegetal tienen capacidad

para degradar tanto el 2,4-D como el 2,4-DCF, siendo superior en 2,4-D.
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1. Completar las técnicas analiticas que conduzcan al conocimiento del
proceso de degradacion y poder identificar la ruta metabdlica seguida

por los microorganismos ensayados.

2. Clasificar hasta especie, mediante técnicas moleculares, a los aislados
bacterianos.
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