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Ensayo exploratorio de microorganismos nativos utiles parala
biodegradacion de glifosato en cultivos de palma de aceite
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Notas del Director de Biotecnologia

Desde hace algunos afies se ha clastficado 1a hietecnologia por colores:
roja, para la que trata de aspectos experimentales de humanos y
animales; verde, para la agricolay blanca, para aquetia que trata sobre
¢l medio ambiente. Por su aplicabilidad e importancia, una de las dreas
de mayorinterés en la biotecnologia bianca es ia bio-remediacion, gue
se basa en }a utilizacién de organismos vivos para descontaminar o
reducir la carga contaminantg que posee un ecosistema como resultado
de actividades humanas Industriales. Aspectos tales como la desconta-
minacidn de suelos o aguas contaminados con petrileo, metales pesados
o quimicos complejos (como los empleados en las agroindustrias) son
temas de interés de esta drea de |a biotecnologia. Por esta razén y en
el marco de los compromisos de sostenibilidad ambiental del sector
patmicutor colombiane, la Division de Bictecnologia de Cenipalma ha
considerado pertinente desarrollar experimentos piloto en el tema.
Para ello se han establecido alianzas estratégicas con diferentes
instituciones, una de las cuales es el Centro de Investigaciones
MicrobiolGglcas (CIMIC) de la Universidad de los Andes. Asi, los
resultados presentados aqui, aunque preliminares y de estudio de caso
se constituyen en una puerta de entrada a un area de importancia para
el sectory de claro impacte amblental, social y econdmico.

Pedro Jesis Rocha Salavarrieta, Ph.D.
Director de la Divisién de Biotecnologia
Cenipalma

Introduccion

Dentro de las labores de campo propias del cultive de palma existen
algunas que utilizan quimicos complejos, por ejemplo, el control de
malezas en los platos, la erradicacién, el control de plagas, ete. Dichos
tratamientos quimicos pueden tener o no efectividad. Sin embargo, se
desconoce el efecto que las moléculas empleadas estdn causando sobre
el suelo, si estdn siendo degradadas rapidamente o si se estdn
constituyendo en contaminantes,

Uno de los herbicidas utilizados de manera rutinaria es el glifosato, ¢l
cual puede ser empleado sdlo o en mezclas con otras sustancias. Con
respecto al empleo de este herbicida, existen opiniones divergentes, ya
que varios estudios describen a este compuesto como un quimico amigable
con el ambiente, altamente biodegradable (Strange et al., 2004); la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2002) y la Agencia de Proteccidn
Ambiental (EPA) afirman que tiene una toxicidad aguda oral baja en
mamiferos (DLsp > 5.000 mg/Kg), y no tiene propiedades cancerigenas,
mutagénicas, ni txicas.

Sin embargo, otras investigaciones sugieren lo contrario. Algunos estudios
realizados han reportado que los plaguicidas basados en glifosato tienen
efectos ambientales {en suelos, agua y aire), ecoldgicos (en plantas y
animales acudticos y temrestres) y de salud en humanos (United States
Department of Agriculture, 1997; Cox, 1995). Entre los principales
hallazgos con respecto a los efectos colaterales del glifosato se ha
encontrado que afecta la regulacion del ciclo celular de peces y anfibios,
igualmente se han reportado efectos genotéxicos, hormonales,
enzimaticos, mutagénicos, cancerigenos, alteraciones genéticas e
indicadores de estrés oxidativo (Bolognesi et al., 1997; Darvich et al.,
2001, El-Demerdash et al., 2001).

Cenipalma, en su preocupacion por los vacios asociados al efecto de
estas practicas de manejo quimico y como apoyo a las iniciativas del
sector en cuanto a responsabilidad social e impacto ambiental, ha iniciado
un ensayo preliminar en colaboracion con el Centro de Investigaciones
Microbioldgicas (CIMIC) de la Universidad de los Andes. Este ensayo tiene
como objetivo realizar una primera aproximacion a la bisqueda de
microprganismos nativos asociados al cultivo de palma de aceite con
capacidad de biodegradar glifosato. Con el conocimiento generado se
abre un campo nuevo en biorremediacion que incluird actividades tales
como la identificacion de microorganismos (bacterias y hongos) que (i)
permitan la degradacidn de las moléculas empleadas como herbicidas
para evitar asi la contaminacién del suelo y el aguay (i) contribuyan al
desarrollo sostenible de los cultivos, impulsando practicas amigables
con el ambiente.

1 ngeniera Quimica, Micrabidloga. Investigadora CIMIC, Universidad de los Andes,
Bogota.

2 Bi6logo, Ph.D., Investigador Titular, Director Division de Biotecnologfa, Cenipalma.

3 Micrabidloga, M.S5c., Profesora Investigadora, Centro de Investigaciones
Microbiolégicas -CIMIC, Universidad de los Andes, Bogotd.
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Metodologia

Muestras

Las muestras provinieron de una plantacion de la Zona Occiental, la cual
fue erradicada mediante método quimico con glifosato y monocrotofos.
Se tomaron tres muestras en total, las cuales incluyeron: muestras de
suelo (MS1), muestras de tejido de patma (MP2) y muestras de detritos
acumulados en las bases de las hojas (MT3). Aunque los ensayos se
realizaron por duplicado para cada una de las muestras, el muestreo no
fue sistematico y simplemente se basé en la observacion de una palma
erradicada. Asi, los resultados presentados se constituyen en un estudio
de caso.

Evaluacion de la micrabiota inicial del suelo

Se mezclaron 50 g de cada una de las muestras con 50 ml del medio
minimo salino (MMS) propuesto por Dworkin & Foster (1958). Se agito
durante vna hora a 150 r.p.m. y se dejd reposar. Posteriormente, se
realizaron difuciones seriadas a partir del sobrenadante y se hizo recuento
en placa de unidades formadoras de colonia {UFC}/ml de hongos y
bacterias.

Para bacterias se empled el medio enriquecido Luria-Bertani (LB)
compuesto por (¢/L1): triptona (10), extracto de [evaduta (5), NaCl {10) y
agar bacteriologico(15). Para el aislamiento de hongos se utilizé el medio
agar malta {g/L): extracto de malta (20), agar (17} y cloramfenicel {Q,5).
Las placas se incubaron a 30°C durante 48 horas.

Seleccion y aislamiento de microorganismos

Se plantearon dos estrategias para la seleccion de microorganismos
potencialmente degradadores, la estrategia de recuentos y la de
aistamientos:

Estrategia de recuentos

Se basd en recuentos de bacterias y hongos tolerantes a diferentes
concentraciones de glifosato, mientras crecian en cultivos mixtos. Este
procedimiento se llevo a cabo, suplementando el MMS gue contenia ja
muestra, con 100 mg/L de glifosato (Agrogen 480mg/L} y glucosa al
0,2%. Luego, el medio se incubé durante ocho dias a 30°C. Al cabo de
este tiempo, se tomé un volumen de 2,5 mi del cultivo crecido y se inoculd
a 50 ml de MMS gue contenia una mayor concentracion de glifosatoy se
incubd en iguales condiciones. Lo anterior se realizd sucesivamente
durante un periodo de mes y medio, empleando las siguientes
concentraciones de glifosato: 100, 500, 1000, 1250, 1500 y 2000 mg/L.
Para la recuperacidn de hongos presentes en las muestras, al medio
propuesto se le agregé 0,5 ml de una solucién de antibidticos (Ab)
compuesta por (g/1): ampicilina (2,5} y cloranfenicol (2,5) (MMS+Ab). A
medida que iba aumentando la concentracion de glifosato, se realizaron
recuentos de microorganismos, lo cual se llevo a cabo en placas de agar
de MMS 6 MMS + Ab (para bacterias y hongos respectivamente),
adicionando al medic glifosato a una concentracidn igual a la que se
encontraba en el medio liquido.

Estrategia de aislamientos

Se aislaron los maorfotipos de microorganismos obtenidos en una
concentracion de 100 mg/L; una vez se obtuvieron cultivos puros tanto
para hongos como para bacterias, se inocularon cada uno de los
microorganismas individualmente en 10 ml de MMS con 500 mg/L de
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glifosato. Estos cultivos se incubaron a 30°C y 150 r.p.m. durante ocho
dias. Al cabo de este tiempo se transfirié 10% del cultivo crecido a un
medio fresco con una mayor concentracion del herbicida, asi se realizé
sucesivamente con concentraciones de 1000, 1250, 1500y 2000 mg/L
de glifosato. En cada uno de los pases se determind el crecimiento
bacteriano por medio de recuentos en placa y medida de absorbancia a
una longitud de onda de 600 nm en el medio crecido. La evaluacion de
crecimiento fungico se llevé a cabo de forma cualitativa denotando los
parametros de abundante crecimiento (+++), crecimiento moderado (++),
escaso crecimiento (+) y crecimiento nulo ().

Resultados

Los recuentos obtenidos tanto para hongos como para bacterias mostraron
ser elevados (Tabla 1). Los recuentos obtenidos en cultivos mixtos,
mostraron un comportamiento variable en el crecimiento bacteriano a
medida que aumentd la concentracion de glifosato (Figura 1). Este
resultado demuestra que cuando las bacterias crecen en cultivos mixtos,
son capaces de sobrevivir y posiblemente metabolizar el medio con
glifosato. Sin embargo, los ensayos con cultivos individuales de diferentes
maorfotipos aislados, mostraron que dnicamente ginco morfotipos (entre
todas las muestras) sobrevivieron a una concentracion de 500 mg/Ly
que ninguno de ellos fue capaz de tolerar una concentracién mayor de
glifosato (Figura 2). Lo anterior indica gue posiblemente las bacterias
pueden metabolizar el glifosato sdlo cuando crecen en consorcio.

En contraste con el crecimiento bacteriano en cultivos mixtos, se observo
un comportamiento diferente en hongos, ya que a pesar de los altos
recuentos iniciales, se presentd una disminucién de la poblacion a
medida que iba aumentando la concentracién de glifosato (Figura 3).

En los ensayos de islamientos individuales fiingicos se aislaron inicialmente
15 morfotipos los cuales fueron identificados hasta género por medio de
morfologia macro y microscépica. De estos 15 morfotipos, solo cinco
(Tabla 2) lograron crecer en una cencentracion de 2000 mg/ml. Algunos
de los maorfotipos carrespondieren a los géneros Peniciflium, Fusarfum
y Aspergillus (Figura 4).

Analisis

Los resultados obtenidos en cultivos mixtos muestran una disminucion
en la poblacion fingica al tiempo que |a poblacidn bacteriana aumenta.
El que las bacterias compitan mejor por nutrientes con respecto a los
hongos (Lindblom et al., 2005) justifica este comportamiento. Gtro
argumento que permite denotar lo anterior es el crecimiento éptimo de
hongos en ausencia de bacterias, lo cual se observo en los aislamientos
fiingicos. El alto recuento de hongos iniciales puede deberse a que estos
microorganismos poseen variados mecanismos de reserva que les permiten
sobrevivir un tiempo en ansencia de ciertos nutrientes, o en presencia de
compuesitos que no pueden degradar.

En los tratamientos individuales para los aislamientos bacterianos no se
observa crecimiento a altas concentraciones de glifosato, a pesar gue en
la estrategia de recuentos la poblacion bacteriana es alta a estas
concentraciones. Este resuftado posiblemente indica la presencia de un
consorcio bacteriano potencialmente degradador del herbicida. Otra
explicacion a este comportamiente es que el crecimiento bacteriano esté
ocurriendo a expensas de la presencia de hongos,
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Consideraciones finales

Se han presentado los resultados parciales de un ensayo piloto que clerta-
mente demuestra la presencia de microorganismos en suelos y tejidos
contaminados con glifosato y otros compuestos. En la siguiente fase de
este ensayo se aislaran los morfotipos obtenidos en los recuentos en la
mayar concentracion de glifosato (2000 mg/L), con el fin de ser luego
identificados molecularmente (mediante secuenciacian de regiones
ribosomales).

Hasta el momento, se han generado varios interrogantes. Asi, valdria la
pena explorar el potencial de esta microbiota para biodegradar glifasato
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y eventualmente otras moléculas. Los resultados preliminares muestran
un drea de importancia a desarrollar y en la cual la interdisciplinariedad
del Ceniro debe involucrarse. Serd necesario cumplir con todos los
requisitos de acceso a recurse biolégico y genético para asi explorar el
verdadero potencial. Una vez hecho esto [a investigacion amojard resultados
aplicables en biorremediacion de suelos, Jo cual podria tener impacto
positivo sobre 1a fauna, 1a flora, las fuentes de agua y los arganismos aso-
ciados. De esta forma, se tendrian resultados gue confirman el compromiso
del sector palmicuftor colombiano con el desamrallo sostenible basado
en principios de responsabilidad social y ambiental.

Tablal . Recuento inicial en medios enriquecidos de micreorganismos
totales para cada una de las muestras,

MS1 10,5518 Incontable
MP2 15,5¢0,2 | Incontable
M3 6,63:0,84 Incontable

Tabla 2. Género y crecimiento de los morfotipos fiingicos en glifosato a
diferentes concentraciones.

Concentracion (mg/mi)

i 5{] y U 4101

1.1 Fusaritum sp. ++ + + + +
1.2 ++
1.3 | Asperguiils sp. +++ + +
14 + ++ |+ =
1.5 Trichodermasp. | ++ 4+ g 5
24 + R A = ¥ S S R
2.2 G & . - I
2.3 Penicillium sp. ++ |+ + & 4
25 | 444 |
3.1 Penicillium sp. ++ |+ ns ++ ++
3.2 | Trichodermasp. | +++ | +++ 4+ | ++ e
3.3 Penicillium sp. ++ + + LT3 ++
34 ++ |
3.5  Aspergullis sp. E 5
3.6 ++ e J

e Poco crecimiento

b Crecimiento

Buen crecimiento '

[ 4+
- Crecimiento nulo
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Figura 1. Crecimiento bacteriano en cultivos mixtos a diferentes Fusarium ssp.
concentraciones de glifosato en todas muestras. MS1: Muestras de suelo,
MP2: Muestras de tejido de palma, MT3: Muestras de detritos de hojas.
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Figura 2. Namero de morfotipas capaces de sobrevivir individualmente
a diferentes concentraciones de glifosato.

Niimero de Morfotipos

| Concetracian de Glifesato mg/t

Figura 3. Crecimiento fingico en cultivos mixtos a diferentes
concentraciones de glifosato en todas muestras. MS 1 Muestras de suelo,

MP2: Muestras de tejido de paima, MT3: Muestras de detritos de hojas. Figura 4. Morfologia macro y microscépica de los hongos seleccionados.
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