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Notas del Director de Biotecnología 
Desde hace algunos años se ha clasificado la blotecnologfa por colores: 
roja, para la que trata de aspectos experimentales de humanos y 
animales; verde, para la agricola y blanca, para aquella que trata sobre 
el medio ambiente. Por su aplicabilidad e importancia, una de las áreas 
de mayor interés en la blotecnologia blanca es la bio-remedlación, que 
se basa en la utilización de organismos vivos para descontaminar o 
reducir la carga contaminante que posee un ecosistema como resultado 
de actividades humanas Industriales. Aspectos tales como la desconta
minación de suelos o aguas contaminados con petJ6Ieo, metales pesados 
o químiCOS complejos (como los empleados en las agroindustrias) son 
temas de interés de esta área de la blotecnologia. Por esta razón y en 
el marco de los compromisos de sostenlbilidad ambiental del sector 
palmicultorcolombiano, la División de Biotecnologia 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 
Microbiológicas (CIMIC) de la Universidad de los Andes. Así, los 
resuRados presentados aquí, aunque preliminares y de estudio de caso 
se constituyen en una puerta de entrada a un área de importancia para 
el sector y de claro Impacto ambiental, social y económico. 

Pedro Jesús Rocha Salavarrieta, Ph.D. 
Director de la División de Biotecnología 
Cenipalma 

Introducción 
Dentro de las labores de campo propias del cultivo de palma existen 
algunas que utilizan químicos complejos, por ejemplo, el control de 
malezas en los platos, la erradicación, el control de plagas, etc. Dichos 
tratamientos químicos pueden tener o no efectividad. Sin embargo, se 
desconoce el efecto que las moléculas empleadas están causando sobre 
el suelo, si están siendo degradadas rápidamente o si se están 
constituyendo en contaminantes. 

Uno de los herbicidas utilizados de manera rutinaria es el glifosato, el 
cual puede ser empleado sólo 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 químiCO amigable 
con el ambiente, altamente blodegradable (Strange et al., 2004); la 
Organización Mundial de la Salud (WHO, 2002) y la Agencia de Protección 
Ambiental (EPA) afirman que tiene una toxicidad aguda oral baja en 
mamíferos (Dlso ¿. 5.000 mglKg), y no tiene propiedades cancerígenas, 
mutagénicas, ni tóxicas. 

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), ecológicos (en plantas y 
animales acuáticos y terrestres) 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 regulación del ciclo celular de peces y anfibios, 
igualmente se han reportado efectos genotóxicos, hormonales, 
enzimáticos, mutagénlcos, cancerígenos, alteraciones genéticas e 
indicadores de estrés oxidativo (Bolognesi et al., 1997; Daruich et al., 
2001; EI·Demerdash et al., 2001). 

Cenipalma, en su preocupación por los vacíos asociados al efecto de 
estas prácticas de manejo químiCO y como apoyo a las iniciativas del 
sector en cuanto a responsabilidad social e impacto ambiental, ha iniciado 
un ensayo preliminar en colaboración con el Centro de Investigaciones 
Microbiológicas (CIMIC) de la Universidad de los Andes. Este ensayo tiene 
como objetivo realizar una primera aproximación a la búsqueda de 
microorganismos nativos asociados al cultivo de palma de aceite con 
capacidad de biodegradar glifosato. Con el conocimiento generado se 
abre un campo nuevo en biorremediación que incluirá actividades tales 
como la identificación de microorganismos (bacterias y hongos) que (i) 
peRllltan la degradación de las moléculas empleadas como herbicidas 
para evitar así la contaminación del suelo y el agua y (ii) contribuyan al 
desarrollo sostenible de los cultivos, impulsando prácticas amigables 
con el ambiente. 

l'ngeniera Química, Microbióloga. Investigadora e/MIC, Universidad de los Andes, 
Bogotá. 
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Microbiológicas -eIMIC, Universidad de los Ancles, Bogotá. 
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Metodología 
Muestras 
las muestras provinieron de una plantación de la Zona Occiental, la cual 
fue erradicada mediante método químico con glifosato y monocrot%s. 
Se tomaron tres muestras en total, las cuales incluyeron: muestras de 
suelo (MS1), muestras de tejido de palma (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 sistemático y simplemente se basó en la observación de una palma 
erradicada. Así, los resultados presentados se constituyen en un estudio 
de caso. 

Evaluación de la microbiota inicial del suelo 
Se mezclaron 50 g de cada una de las muestras con 50 mi del medio 
mínimo salino (MMS) propuesto por Dworkin & Foster (1958). Se agitó 
durante una hora a 150 r.p.m. y se dejó reposar. Posteriormente, se 
realizaron diluciones 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 empleó el medio enriquecido Luria-Bertani (LB) 
compuesto por (giL): triptona (10), extracto de levadura (5), NaCI (10) y 
agar bacteriológico(15). Para el aislamiento de hongos se utilizó el medio 
agar malta (gjL): extracto de malta (20), agar (17) y cloramlenicol (0,5). 
las placas se incubaron a 30'C durante 48 horas. 

Selección y aislamiento de microorganismos 
Se plantearon dos estrategias para la selección de microorganismos 
potencialmente degradadores, la estrategia de recuentos y la de 
aislamientos: 

Estrategia de recuentos 
Se basó en recuentos de bacterias y hongos tolerantes a diferentes 
concentraciones de glifosato, mientras crecían en cultivos mixtos. Este 
procedimiento se llevó a cabo, suplementando el MMS que contenía la 
muestra, con 100 mglL de glifosato (Agrogen 480mglL) y glucosa al 
0,2%. Luego, el medio se incubó durante ocho días a 30°C. Al cabo de 
este tiempo, se tomó un volumen de 2,5 mi del cultivo crecido y se inoculó 
a 50 mi de MMS que contenía una mayor concentración de glifosato y se 
incubó en iguales condiciones. Lo anterior se realizó sucesivamente 
durante un período de mes y medio, empleando las siguientes 
concentraciones de glifosato: 100,500, 1000, 1250, 1500 Y 2000 mglL 
Para la recuperación de hongos presentes en las muestras, al medio 
propuesto se le agregó 0,5 mi de una solución de antibióticos (Ab) 
compuesta por (gil): ampicilina (2,5) y cloranfenicol (2,5) (MMS+Ab). A 
medida que iba aumentando la concentración de glifosato, se realizaron 
recuentos de microorganismos, lo cual se llevó a cabo en placas de agar 
de MMS ó MMS + Ab (para bacterias y hongos respectivamente), 
adicionando al medio glifosato a una concentración igual a la que se 
encontraba en el medio líquido. 

Estrategia de aislamientos 
Se aislaron los morfotipos de microorganismos obtenidos en una 
concentración de 100 mglL; una vez se obtuvieron cultivos puros tanto 
para hongos como para bacterias, se inocularon cada uno de los 
micmorg~",smos individualmente en 10 mi de MMS con 500 mglL de 
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glifosato. Estos cultivos se incubaron a 30°C y 150 r.p.m. durante ocho 
días. Al cabo de este tiempo se transfirió 10% del cultivo crecido a un 
medio fresco con una mayor concentración del herbicida, así se realizó 
sucesivamente con concentraciones de 1000, 1250, 1500 Y 2000 mglL 
de glifosato. En cada uno de los pases se determinó 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 evaluación de 
crecimiento fúngico se llevó a cabo de forma cualitativa denotando los 
parámetros 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 aumentó la concentración de glifosato (Figura 1). Este 
resultado demuestra que cuando las bacterias crecen en cultivos mixtos, 
son capaces de sobrevivir y posiblemente meta balizar el medio con 
glifosato. Sin embargo, los ensayos con cultivos individuales de diferentes 
morfotipos aislados, mostraron que únicamente cinco morfotipos (entre 
todas las muestras) sobrevivieron a una concentración de 500 mglL y 
que ninguno de ellos fue capaz de tolerar una concentración mayor de 
glifosato (Figura 2). Lo anterior indica que posiblemente las bacterias 
pueden metabolizar el glifosato sólo cuando crecen en consorcio. 

En contraste con el crecimiento bacteriano en cultivos mixtos, se observó 
un comportamiento diferente en hongos, ya que a pesar de los altos 
recuentos iniciales, se presentó una disminución de la pOblación a 
medida que iba aumentando la concentración de glifosato (Figura 3). 

En los ensayos de isla mientas individuales túngicos se aislaron inicialmente 
15 morfotipos los cuales fuemn identificados hasta género por medio de 
morfología macro y micmscópica. De estos 15 morfoUpos, solo cinco 
(Tabla 2) lograron crecer en una concentración de 2000 mglml. Algunos 
de los morlotipos correspondieron a los géneros Penicillium, Fusarium 
y Aspergillus (Figura 4). 

Análisis 
Los resultados obtenidos en cultivos mixtos muestran una disminucion 
en la poblacion fúngica al tiempo que la población bacteriana aumenta. 
El que las bacterias compitan mejor por nutrientes con respecto a los 
hongos (lindblom el al., 2005) justifica este comportamiento. Otro 
argumento que permite denotar lo anterior es el crecimiento óptimo de 
hongos en ausencia de bacterias, lo cual se observó en los aislamientos 
fúngicos. El alto recuento de hongos iniciales puede deberse a que estos 
microorganismos poseen variados mecanismos de reserva que les permiten 
sobrevivir un tiempo en ausencia de ciertos nutrientes, o en presencia de 
compuestos que no pueden degradar. 

En los tratamientos individuales para los aislamientos bacterianos no se 
observó crecimiento a altas concentraciones de glifosato, a pesar que en 
la estrategia de recuentos la población bacteriana es alta a estas 
concentraciones. Este resultado posiblemente indica la presencia de un 
consorcio bacteriano potencialmente degradador del herbicida. Otra 
explicación a este comportamiento es que el crecimiento bacteriano esté 
ocurriendo a expensas de la presencia de hongos. 
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Consideraciones finaJes 
Se han presentado los resultados parciales de un ensayo piloto que cierta
mente demuestra la presencia de microorganismos en suelos y tejidos 
contaminados con glifosato y otros compuestos. En la siguiente fase de 
este ensayo se aislarán los morfotipos obtenidos en los recuentos en la 
mayor concentración de glifosato (2000 mg¡l), con el fin de ser luego 
identificados molecularmente (mediante secuenciación de regiones 
ribosomales) . 

Hasta el momento, se han generado varios interrogantes. Así, valdría la 
pena explorar el potencial de esta microbíota para biodegradarglifosato 
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y eventualmente otras moléculas. Los resultados preliminares muestran 
un área de importancia a desarrollar y en la cual la interdisciplinariedad 
del Centro debe involucrarse. Será necesario cumplir con todos los 
requisitos de acceso a recurso biológico y genético para así explorar el 
... dadero potencial. Una vez hecho esto la Investigación arrojará resultados 
aplicables en biorremediación de suelos, lo cual podría tener impacto 
positivo sobre la fauna, la flora, las fuentes de agua y los organismos aso
ciados. De esta forma, se tendrian resultados que confinnan el compromiso 
del sector palmiculto, colombiano con el desarrrollo sostenible basado 
en principios de responsabilidad social y ambiental. 

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

• ...... TOrALHctert.. .....""TOTAL 
lIUtn (UFC/tnI HO' KItrpI(UFC/ml) 

MSl 

MP2 

MT3 

lD,S±S,18 

15,5t0,2 

6.63~O,B4 

IlIcontable 

)ncontable 

Incontable 

Tabla 2. Género y crecimiento de los morfotipos túngicos en glilosato a 
diferentes concentraciones. 

1.1 Fusarium sp. ++ + + + + 

1.2 ++ 

1.3 Aspergu/lis sp. +++ + + 

1.4 + ++ +++ ++ 

1.5 Trichoderma sp. ++ ++ + + 

2.1 + +++ +++ +++ +++ 

2.2 +++ ++ 

2.3 Penicillium sp. ++ + + + + 

2.5 +++ 

3.1 Penicil/ium sp. ++ + ++ ++ ++ 

3.2 Trichoderma sp. +++ +++ ++ ++ + 

3.3 Penlcil/ium sp. ++ + + ++ ++ 

3.4 ++ 

3.5 Aspergullis sp. + 

1 3.6 I ++ ++ i ~ ./ 

+ Poco crecimiento 
++ Crecimiento 
+++ Buen crecimiento 

Crecimiento nulo 

, 
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Figura 1. Crecimiento bacteriano en cultivos mixtos a diferentes ÑJsarlum ssp. 

concentraciones de glifosato en todas muestras. MS 1: Muestras de suelo, 
MP2: Muestras de tejido de palma, MT3: Muestras de detritos de hojas. 
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FIgura 2. Número de mOrfotipos capaces de sobrevivir individualmente 
a diferentes concentraciones de glifosato. 
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Figura 3. Crecimiento túngico en cultivos mixtos a diferentes 
concentraciones de glifosato en todas muestras. MS 1: Muestras de suelo, 
MP2: Muestras de tejido de palma. MT3: Muestras de detritos de hojas. 
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Figura 4. Morfología macro y microscópica de los hongos seleccionados. 
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