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Antecedentes

Microorganismos con actividad degradadora

Akbar et al, 2014 ;

Actividad degradadora de clorpirifos.

Acinetobacter calcoaceticus,
Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas mendocinay
P. aeruginosa.

Después de 10 dias los aislamientos
individuales degradaron entre el 60 y el
75% de CP.

Marin et al, 2015

Pesticidas organofosforados en
muestras de suelo y leche de ganado
bovino.

Bacillus sp y Pantoea agglomerans.
Después 5 dias los aislamientos

presentaron un porcentaje de
degradacion de 73.5% y 68.67%.

Jaramillo et al, 2016

Suelo de Cartagena contaminado por
insecticidas organofosforados (OF).

Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae

y Pseudomonas aeruginosa.

Después de 30 dias los aislamientos
individuales degradaron el 100% del
contaminante.
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Antecedentes

Enzimas y genes involucrados en la degradacion de plaguicidas

Fujioka y Casida, 2007 Maldonado, 2017

Enzimas S-transferasas de GSH o GST y el sistema Eficiencia de biodegradacion de un insecticida
citocromo P450, las cuales estan involucradas en el organofosforado.
metabolismo de organofosforados.
Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus.
El metabolismo catalizado por GST se une a P450 e
hidrolasas como contribuyentes importantes a la Degradacion del 66.80% de insecticida biodegradado a
desintoxicacion de OP. través de los procesos enzimaticos como el uso de las
enzimas P-450 monooxigenasas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial de dos rizobacterias de papa
(Solanum tuberosum L.) para degradar tres plaguicidas
organofosforados y el herbicida 2,4-D.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la capacidad de dos rizobacterias de papa para utilizar tres
plaguicidas organofosforados y el herbicida 2,4-D como fuente de carbono.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la capacidad de dos rizobacterias de papa para utilizar tres
plaguicidas organofosforados y el herbicida 2,4-D como fuente de carbono.

_ & 2. Identificar mediante herramientas de bioinformatica, los mecanismos
qsouados a la degradacidon de compuestos xenobioticos de dos rizobacterias aisladas de

papa.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la capacidad de dos rizobacterias de papa para utilizar tres
plaguicidas organofosforados y el herbicida 2,4-D como fuente de carbono.

& 2. Identificar mediante herramientas de bioinformatica, los mecanismos
"“asociados a la degradacion de compuestos xenobidticos de dos rizobacterias aisladas de

papa.

3. Determinar la degradacion de plaguicidas por rizobacterias mediante técnicas
analiticas.
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METODOLOGIA

METODOLOGIA

ppen.

|

b Clorpirifos
Profenofos-Cipermetrina

Diez rizobacterias de Lambdacihalotrina

papa 24:0

Crecimiento bacteriano C R ECI M I E NTO E N
il i INSECTICIDAS
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METODOLOGIA

Stock

: FASE 1:Seleccidon de Rizobacterias en medio con insecticida
. Insecticidas.

Metanol al 10% a 3000
ppm.

Clorpirifos
Profenofos-Cipermetrina
Lambdacihalotrina
2,4:D

Diez rizobacterias de
papa

Crecimiento bacteriano
30°C por 96 h

Crecimiento
Pureza




METODOLOGIA

FASE 2: Crecimiento de rizobacterias en medio liquido con insecticidas

Controles
MMS + Plaguicida
MMS + Bacteria

' " ¥ § j
./ Raoultella terrigena Ck Med'O\ JAJUSte del '“°CU|°\

" Enterobacter asburiae TN152 Minimo liquido 0.2 Abs \
—_— —_—

MMS
con plaguicidas (3x)

6 dias, \
alicuotas de cada 24h para

DO
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') METODOLOGIA

Objetivo 2. Identificar mediante herramientas de
bioinformatica, los mecanismos degradacion

HPATRIC 3563

LY

ScienceDirect 55 vies

Deteccion de genes en el genoma de
R. terrigena C47
E. asburiae TN152

SCiF 1.0

Genes y enzi
31




3 METODOLOGIA

Objetivo 3. Determinar la degradacion de plaguicidas por rizobacterias
mediante técnicas analiticas.







MVOTMA, 2019

RESULTADOS
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1  Resultados

Seleccion de Rizobacterias en medio con insecticida

Crecimiento en MSM soélido con Crecimiento en MSM sélido con

Clorpirifos Profenofos: Cipermetrina (5:1)

Cepas 20ppm 50ppm 100ppm (300ppm\ 500ppm Cepas 20ppm 50ppm 100ppm (300ppm\ 500ppm
2B + ++ + +++ + 2B ++ ++ ++ +++ +
3A ++ ++ + +++ + 3A ++ + + - -
3B - + ++ ++ ++ 3B ++ ++ ++ ++ ++
6A ++ ++ + ++ + 6A + ++ + +++ +
1A3 + ++ + ++ - 1A3 + ++ + +++ -
1C3 ++ + ++ +++ - 1C3 + -+ -+ ++ ++
M3 - ++ + ++ + M3 + ++ ++ +++ +
M4 ++ +++ + +++ + M4 + +++ + ++ +
TN152 +++ o+ +++ ++++ + TN152 ++ o+ o+ ++++ +

[ C47 +++ ++ ++ \_ ++++ ++ ] [ C47 ++ +++ ++ \_ +++ + ]

Crecimiento negativo: (-), escaso: (+), moderado (++), abundante: (+++), muy abundante: (++++).
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1  Resultados

Seleccidon de Rizobacterias en medio con insecticida

Crecimiento en MSM sdélido con

Crecimiento en MSM soélido con

Lambda-cihalotrina 2,4:D
4 ) 7 N
Cepas 20ppm__ 50ppm 100ppm | 300ppm | 500ppm Cepas 20ppm 50ppm 100ppm | 300ppm| 500ppm
2B ++ + + ++ + 2B ++ ++ ++ +++ -
3A t+ + + + + 3A + ++ + +++ +
3B +++ + + b ot 3B - + + + +
6A ++ + + + ++ 6A +++ ++ + ++ -

Singh, 2004. E. asburiae fue reportado para la
degradacion de clorpirifos en suelo australiano.

1C3
M3

R. terrigena no ha sido reportada como degradadora

de plaguicidas.

M4 M4 + ++ - +H+ ++
TN152 t+ t+t ++ L + ++ J [ TN152 +++ +++ ++ L ++ J + J
Ca7 + ++ ++ + ++ c47 +4 +4 ++ +4+ +

Crecimiento negativo: (-), escaso: (+), moderado (++), abundante: (+++), muy abundante: (++++).
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Abs 600 nm

1  Resultados

Cinetica de crecimiento de Raoultella terrigena C47.

1,600
1400 Marin et al, 2015. Capacidad Anwar et al, 2015. La
' de las bacterias de utilizar los acumulacion del sustrato
insecticidas como fuente de disminuye su
1,200 carbono para su desarrollo disponibilidad
1,000

0,800
0,600 /

NN

—
0,400 / o I
- t 5

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo incubacion (h)

—e—C47 =e—=Clorpirifos =e—=Profenofos: cipermetrina Lambda-cihalotrina —e=2,4:D 38



Abs 600 nm

1  Resultados

Cinética de crecimiento de Enterobacter asburiae TN152

1,600

Akbar et al, 2014.
1,400 Evaluacion de la

capacidad

1,200 degradadora.
1,000 .

Pillon et al, 2010.

Produccidn de
0,800 . .
exopolisacaridos (EPS) por
parte de las bacterias.

0,600
0,400
0,200

0 24 48 72 96 120

Tiempo incubacién (h)
—e— TN-152 =e—Clorpirifos =e—=Profenofos: cipermetrina Lambda-cihalotrina

——2.4:D
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2 Resultados

Objetivo 2. Identificar mediante herramientas de
bioinformatica, los mecanismos degradacion

22 genes
> Hidrolasas
Genes y enzimas reportados > Carboxilesterasas
por la literatura
asociados a la degradacion de
organofosforados. > Fosfotriesterasas

> Monoxigenasas




COMPUESTO ENZIMA INVOLUCRADA | 2 Re Sult ado S

1- y 2-metilnaftaleno 2.1.1. Metiltransferasas

Naftaleno y antraceno 1.1.1.1 Alcohol deshidrogenasa
Gamma-hexaclorociclohexano NADH o NADPH como un donante, e

incorporacion de un atomo de oxigeno.

Atrazina 3.5.1.5 Ureasa
Benzoato 4.2.1.17 Enoyl-CoA hidratasa

2.3.1.16 Acetil-CoA C-aciltransferasa
2.3.1.174 3-oxoadipil-CoA tiolasa

Bifenilo 4.2.1.17 4-hidroxi-2-oxovalerato
aldolasa
1,4-diclorobenceno 3.6.1.7 Acilfosfatasa

1.14.13.82 Monooxigenasa de vainillato

2.4.2 4 Timidina fosforilasa

Metabolismo de xenobiédticos por 3.3.2.9 Epoxido hidrolasa microsomal E . a.Sb U r I ae T N = 152

el citocromo P450 Compuestos y enzimas asociados a la degradacion de
Degradacion del 2,4- 3.1.1. Hidrolasas de éster carboxilico Xenobioticos.

diclorobenzoato




COMPUESTO ENZIMA INVOLUCRADA
Estireno 1.2.1.39 Fenilacetaldehido deshidrogenasa
Tetracloroeteno Alcohol deshidrogenasa
Bisfenol 1.1.1 Con NAD (+) o NADP (+) como aceptor

1- y 2- Metilnaftaleno

2,4- Diclorobenzoato

Benzoato

Caprolactama
Atrazina
Degradacion de benzoato por hidroxilacion

Tetracloroeteno
Fluorobenzoato

1.13.11.3 Protocatecuato 3,4-dioxigenasa

1.13.11.1 Catecol 1,2-dioxigenasa

2.4.2.8 Hipoxantina fosforibosiltransferasa
1.1.1.205 IMP deshidrogenasa

2.4.2.3 Uridina fosforilasa

4.1.3.39 4- hidroxi-2-oxovalerato aldolasa

3.5.2. En amida ciclica

3.5.1.54 Alofanato hidrolasa

3.1.1.24 3- oxoadipato enol-lactonasa

2.3.1.174 3- oxoadipil-CoA tiolasa

4.1.1.44 4- Carboxi-muconolactona descarboxilasa

1.18.6.1 Nitrogenasa

9.5.1.1 Muconato cicloisomerasa

1.3.1.25 1,6- dihidroxiciclohexa-2,4-dieno-1-
carboxilato deshidrogenasa

Metabolismo de xenobidticos por el citocromo
P450

3.3.2.9 Epdxido hidrolasa microsomal

1,4- Diclorobenceno

Bifenilo

1.14.13.82 Monooxigenasa de vainillato
3.6.1.7 Acilfosfatasa
4.1.1.7 Benzoilformato descarboxilasa

1.14.12.18 Bifenilo 2,3-dioxigenasa

2> Resultados

R. terrigena C47

Compuestos y enzimas asociados a la
degradacion de xenobioticos.




- 2 ' Resultados

N . | cl cl
I " Oxidation = 0
P > [ P I

¢ N D—Ii—GC;Hg, N

OC.H I
- y o i OC;Hy
orpynios . P450 Chlorpyrifos oxon
. L'I\rﬂrnwsis
S AN
HD—II!‘—D'C ] Ch o U 0-Methyiation O €
| M5 | i —_— | P
OC,Hs ¢l N Tou ¢l N7 To-cH,
Diethyl phosphate 3,5, 6 Trichloro-2-pyridinol Trichloro-2-methoxy-pyridine
/ \ X
|
CsH<OH HO— P—OH

Ethanol ..!}.: ,Hq

/\ §
Cj.H L DH G_ il:l,_ﬂ_
Ethanol H | H v
OH Kreb's cycle

Phosphorothioic acid

W
Dechlorination and ring cleavage
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2 Resultados

Raoultella terrigena NCTC13098 Via: degradacion del clorpirifos

phosphotriesterase

F‘
ool S ELY08_RS14390
O——10 phosphoiriesterase-
| related protein
ELY08_RS17515 — — — —
3.1.81 0 ?F' q 3.13.1- 0 ?F' 0
" — - - “ o~ > Il
o e, 5 III:_,.--" "H., :]
c f 1|_1|+ diethylthiophosphate - 1 diethylphozphate

Cl

C N H hydrogen sulfide
chlorpyrifos Ij
C Cl

3,5,6-trichloro-2-pyridingl

2 )BI0CYC

¢ Database Collection 44
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3 Resultados

Medicion de Carbono organico total (COT) mediante espectrofotometria de luz

visible.
Clorpirifos Profenofos: Lambda-cihalotrina 2,4:D

cipermetrina

45
m CONTROL CARBONO (mg/L) ~ m C47 CARBONO (mg/L) = TN152 CARBONO (mg/L)



3 Resultados

Determinacion del potencial de degradacion Clorpirifos por
HPLC.

Cromatograma para Clorpirifos

F SR TR Chooen dLograr.
mu:-m—-o.:.—m*c&pl.-m? L2.1 C:\.PRUEBAS CLORPIRIFOSPraaba 27-01-20 C47 £2.1 1ca
aV S
! 2
2500@-‘ ah
2000(!)—-
a 22 cemputs e s s |
100000—‘
50000;
X BRI SSA 33 88 k = =
S T : . - e . 1PDA Bfalki 1
0.0 2.5 5.0 45 10.0 Y 1_5.0
CONTROL TRATAMIENTO C47
5.206.383 (93.199) 4.051.567 (8.1399)

43

Promedio y error estandar.



CONCLUSIONES

1. R. terrigena C47 y E. asburiae TN152 tienen la capacidad de asimilar los

insecticidas Clorpirifos y Profenofos; Piretroides: Cipermetrina y Lambda-

cihalotrina; y el herbicida 2,4: D como unica fuente de carbono.
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CONCLUSIONES

2. Se reportaron genes y enzimas asociados a la degradacion de
compuestos xenobidticos. Enterobacter asburiae TN152 participa en la

degradacion de 8 compuestos y R. terrigena C47 en 14.

3. R. terrigena C47 y E. asburiae TN152 podrian degradar el insecticida

organofosforado como Clorpirifos por la enzima citocromo P450.
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CONCLUSIONES

4. La técnica de HPLC permiti6 comprobar la disminucion de |Ia
concentracion de Clorpirifos presente en el medio minimo de sales con R.

terrigena C47.
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Estimacion del crecimiento bacteriano en UFC de R. terrigena

y E. asburiae

Tiempo C47 UFM/ml TN152 UFC/ml
(h) Clorpirifos | Profenofos: Lambda- 2,4: D Clorpirifos | Profenofos: Lambda- 2,4: D
cipermetria | cihalotrina cipermetria cihalotrina

0 2,2 X 10° 3,9 X 10% 2,2 X 10% 6,8 X 108 2,7 X 10%? 2,1 X 10% 1,7 X 10%° 2,1 X 10%?
24 1,1 X 10% 5,4 X 10%? 7,3 X 10%? 6,8 X 108 6,8 X 10 3 1,5 X 10%° 6,4 X 10% 2,5 X 10%?
48 1,1 X 10% 1,2 X 10%? 1,3 X 10%* 7,6 X 108 1,0 X101 2,7 X 10%° 2,0 X 10% 6,3 X 10%?
72 1,5 X 10t 3,8 X 10%? 3,6 X 104 9,6 X 10° 2,7 X101 6,9 X 1020 4,3 X 10% 1,7 X 10*3
96 4,0 X 10° 1,1 X 1013 6,5 X 101 1,8 X 10° 2,7 X 101 1,5 X 10?2 1,9 X 102 1,2 X 10*3
120 2,0 X 10t 2,2 X 10%3 5,3 X 10%¢ 3,6 X 10° 4,5 X 1012 1,0 X 10%7 1,3 X 10% 9,9 X 101!
144 7,9 X 108 8,6 X 107 3,3 X 10% 1,5X 10 | 2,6 X 10%? 1,3 X 10%° 9,9 X 10%3 3,8X1011




Se tomé una alicuota
de 0.10 mL de cada
solucion preparada, se
aforé a 100

mL con agua

Soluciones madre en
metanol de cada uno de
los insecticidas a

una concentracion de
1000 ppm en 25 mL.

Clorpirifos, profenofos:
cipermetrina (5:1),
lambdacihalotrina y
acido 2,4-
diclorofenoxiacético.

Preparacion muestras HPLC

) i 10 ml de acetato de etilo, se agito
Se tomo una alicuota de 5

. > e aproximadamente por 10 miny
il ey gz e elogiugien v & & o se trasvasd a embudo decantacién para
afiadié a cada una 1.5 . . S 2
e tomé 10 ml de sobrenadante
— la separacion, dejando formar las — y

g de NaCl; se agité hasta

- concentrd en un rota evaporador
solubilizar

fases por unos 5 a 10 min.

Fase movil Acetonitrilo:Agua:A
cio acético glacial

Se recuperd con 1 ml de . °
acetorl:\)itrilo o de fase Se inyecto la Temperatura ¢
ol — muestra en el Flujo 0.6 ml/min

equipo.

Se filtro con filtros de
jeringa 0,45 um.

Longitud de onda 290nm




Absorbance (-)

Espectro UV-Vis del compuesto

clorpirifos
as - - AT p— v AP— y— ’ - iy
: 229 nm
290 nm
300 350 400

Wavelength (nm)



