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RESUMEN

La aplicación desmedida de herbicidas como el acetoclor en la producción de maíz

tiene como resultado efectos negativos en la microbiota benéfica del suelo, así como en

los cuerpos de agua y la salud de las personas directamente expuestas. Por ello, se deben

desarrollar técnicas de biorremediación que lleven a una recuperación parcial o total de

este recurso. El propósito de este proyecto de estudio es aislar y evaluar la acción de

biorremediación (in vitro) de microorganismos localmente adaptados en suelo con presencia

de acetoclor. La toma de muestras de suelo se realizó en una zona de producción de

maíz en la que los productores realizaron aplicaciones de acetoclor en ciclos de cultivos

anteriores. Al suelo contaminado se le realizó el análisis de pH, conductividad eléctrica,

materia orgánica, textura y cuantificación de acetoclor. Se llevó a cabo el aislamiento

de microorganismos mediante la técnica dilución en serie (hongos en medio de cultivo

de PDA y bacterias en Medio de Wright), llegando a descripciones macroscópicas de los

microorganismos aislados. Se realizaron ensayos con el método de discos (bacterias) y

envenamiento del medio (hongos) con el objetivo de evaluar su actividad biológica. Se

seleccionaron las cepas de mejor resultados, llevando a la evaluación del mecanismo de

acción por medio de una cinética de generación de biomasa y degradación de acetoclor

utilizando espectrofotometría de luz UV-Vis. Se aislaron diez microorganismos del suelo

(cinco cepas bacterianas y cinco de hongos) consiguiendo que una de las cepas bacterianas

(como suposición, pertenece al género Rhizobium) lleve a la disminución del acetoclor a

una concetración menor de 0.5 mg/mL a las 24 horas y crecimiento máximo de biomasa

de aproximadamente 1 g en peso húmedo, se sugiere que el mecanismo derivado de la

degradación involucra la formación de compuestos.
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ABSTRACT

The excessive application of herbicides such as acetochlor in corn production has ne-

gative effects on the beneficial microbiota of the soil, as well as on bodies of water and the

health of directly exposed people. Therefore, bioremediation techniques must be developed

that lead to a partial or total recovery of this resource. The purpose of this study project

is to isolate and evaluate the bioremediation action (in vitro) of microorganisms locally

adapted to soils with the presence of acetochlor. A corn production area with a history of

soil with acetochlor was selected for sampling. The contaminated soil was analyzed for pH,

electrical conductivity, organic matter, texture, and acetochlor quantification. The isola-

tion of microorganisms was carried out using the serial dilution technique (fungi in PDA

culture medium and bacteria in Wright’s Medium), reaching macroscopic descriptions of

the isolated microorganisms. Trials were set up with the method of discs (bacteria) and

poisoning of the medium (fungi) in order to evaluate their biological activity. The strains

with the best results were selected, leading to the evaluation of the mechanism of action

through biomass generation kinetics and acetochlor degradation using UV-Vis light spec-

trophotometry. Ten microorganisms from the soil (five bacterial strains and five fungi)

were isolated, achieving that one of the bacterial strains (as a supposition, it belongs to

the genus Rhizobium) leads to a decrease in acetochlor to a concentration of less than 0.5

mg/ml at 24 hours and maximum biomass growth of approximately 1 gr in wet weight.

Finally, the assumption is made that compounds similar to acetochlor reported in the

literature are generated.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Introducción

A lo largo de la historia de la humanidad, el ser humano ha desarrollado tecnologías con

el propósito de asegurar su supervivencia y mejorar su calidad de vida. Así, todo lo que el

hombre ha creado ha tenido un origen en el medio natural, de donde se extraen la mayoría

de las materias primas. En este sentido, uno de los recursos naturales más importantes

para su existencia es el suelo debido a que provee una serie de servicios ambientales. De

éstos, una parte importante es la producción de alimentos. Aunado a esto, la población

presenta un crecimiento exponencial y demanda cada vez más una mayor cantidad del

alimentos, por lo que, la producción agrícola se ha tenido que eficientizar combatiendo

obstáculos, como la presencia de enfermedades, mediante el uso de agroquímicos tales

como los plaguicidas.

Estos productos, se aplican con el propósito de destruir, prevenir, repeler o mitigar una

plaga y comprende una gama de productos como herbicidas, fungicidas e insecticidas. [1].

Por otro lado, los plaguicidas promueven una serie de beneficios para el agricultor debi-

do a que su acción implica menor tiempo, mayor eficiencia y permiten erradicar patógenos

y elementos que perjudican el desarrollo de cultivos agrícolas [2].

Sin embargo, hay factores que presentan los plaguicidas y, que contribuye al desequi-

librio ecológico como, alta movilidad de los compuestos activos, cuyo destino puede tener

lugar en cuerpos de agua mediante procesos tales como lixiviación, acción del viento, y

1
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escurrimientos, entre otros [3]. Dichos productos, se convierten, además, en una amenaza

para las redes tróficas y poblaciones antropogénicas. Se reportan riesgos para la salud por

estos productos que están en función a la exposición directa o indirecta de sus compues-

tos [4]. No obstante, en países subdesarrollados o tercermundistas se han llevado a cabo

pocos estudios acerca de estas situaciones. Por lo que se aplican plaguicidas que no están

permitidos, en cantidades inadecuadas, provocando costos socioambientales que recaen en

las comunidades rurales donde se practican los monocultivos [5].

La mayoría de los agroquímicos que son aplicados con mayor frecuencia tienden a

ser cancerígenos. Por ejemplo, alrededor del 73% de los aplicadores no hacen uso de las

medidas de seguridad y equipo de protección a causa de la falta de información de su modo

de empleo y aplicación de productos [6]. Cabe mencionar, que la importancia de seguir las

instrucciones adecuadas es debido a que este tipo de productos se transporta de un medio

a otro (subsuelo, cuerpos de agua, sedimentos, mantos acuíferos, entre otros), donde puede

sufrir una degradación por organismos anaerobios [7], sin embargo, si la aplicación excede

los limites máximos recomendados, se pueden reflejar efectos tóxicos del agroquímico en

el ecosistema.

Eespecíficamente, acetoclor, es un herbicida de la familia de los cloroacetamida utili-

zado para el control de malezas. Reportes indican que, solo China presenta un consumo

anual aproximado de 10 millones de kg [8,9]. En México, se han realizado investigaciones

acerca del uso de este producto en combinación con otros. Al respecto, en el municipio de

Zapopan. Jalisco, se produce maíz de temporal sobre una superficie aproximada de 280,000

ha y se presentan especies amenazadoras como Brachiaria plantaginea, Tithonia sp, Simsia

sp, Amaranthus sp, Helianthus sp. Por lo cual, el principal objetivo es el de controlar la

proliferación de estas malezas, realizando ejercicios de diagnótico que consistieron en com-

binar acetoclor con diversos productos y se determinó que las concentraciones: acetoclor

(2.0 litros/ha), acetoclor+atrazina (2.0 + 1.0 litros/ha) y acetoclor +flurocloridona (1.5

+ 1.5 litros/ha) obtienen mejores resultados en el control de malezas [10].

Recientemente, en un predio para cultivo de cebolla en el Valle de San Lorenzo, Culia-

cán, Sinaloa, se aplicaron diferentes mezclas de herbicidas preemergentes y se determinó

que la combinación más eficiente fue Acetoclor con Flumioxazin porque tienen modos de
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acción diferentes y así pueden abarcar un mayor número de tipos de malezas [11].

La ubicuidad en el suelo de acetoclor tiene como consecuencia una inhibición de activi-

dad enzimática y daña las funciones de replicación y reparación, metabolismo energético,

motilidad celular y procesos celulares de las comunidades bacterianas como Acidobacteriota

y alteración del ciclo de los nutrientes [12]. Como propuesta de solución a la contamina-

ción general de suelos, se ha utilizado una serie de técnicas para remediación basadas en

métodos físicoquímicos y biológicos denominadas biorremediación, que consiste en utilizar

el metabolismo de organismos como bacterias y hongos para la disminución de los efectos

de contaminación [13]. Con frecuencia, la práctica de biorremediación en el medio natural

resulta muy distinto del modo in vitro [14], sin embargo, los microorganismos autóctonos

presentan cierto grado de adaptación que les permite tolerarar su presencia y en casos

particulares, metabolizar este compuesto. Se ha demostrado que los géneros Sporomusa,

Sporobacterium, Dechloromonas, Azotobacter and Methanobacterium presentan potencial

de degradación anaeróbica de acetoclor [15].

1.2. Trabajos relacionados

Hoy en día existen una serie de estudios relacionados con el empleo de microorganismos

para la remediación de suelos con presencia de contaminantes. En el campo agronómico,

una de las situaciones más reelevantes es la aplicación de agroquímicos como herbicidas

en la producción de alimentos. Una propuesta reciente de estudio es el aislamiento de

microorganismos autóctonos de suelos contaminados con estos productos, se considera

que, al haber estado en presencia de estos compuestos, han desarrollado adaptación y en

el caso que se presente, la capacidad de asimilación del producto para una recuperación

parcial o total de un suelo [16]. La primer acción del estudio es la ubicación de un sitio

empleado para la producción de un cultivo donde se usó el herbicida en cuestión. Se

consiguen muestras y se hace un análisis disgnóstico de las características fisicoquímicas

del suelo para definir las condiciones en que se desarrolla la microbiota y determinar si la

presencia del compuesto genera un cambio en las propiedades del medio. Posteriormente, a

partir de estas muestras de suelo, se realizó un aislamiento de microorganismos por medio
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del método de dilusión en serie de Waksman (1922) utilizando medio de cultivo de Papa

y Dextrosa (PDA) para hongos y medio de Wright para bacterias del género Rhizobium

[17]. Para evaluar la actividad biológica in vitro de bacterias, se utilizó la tecnica de discos

utilizada en el trabajo de Madariaga et al. (2017) [18]. En el caso de los hongos, se utilizó

la técnica de dilución del extracto en agar [19].

1.3. Justificación

El realizar esta investigación permitirá contribuir al avance y creación de estrategias

que en el mediano plazo permitan recuperar paulatinamente aquellos suelos alterados por

el uso desmedido de herbicidas como acetoclor y reconvertirlos nuevamente, ya que se ha

estudiado que el acetoclor induce daño a la microflora benéfica del suelo, disminuyendo el

crecimiento y la reproducción de organismos no objetivo en el medio ambiente del suelo a

exposiciones que superan los 20 mg/kg de acetoclor [19] y la línea celular de carcinoma de

hígado humano [20]. De acuerdo con la situación de demanda actual y futura de tierras o

áreas para la producción de alimentos, resultado del acelerado crecimiento poblacional y la

constante pérdida y contaminación de suelo, que amenaza las necesidades básicas alimen-

tarias de la sociedad, así como la salud por la exposición directa o indirecta a los residuos

tóxicos del suelo. Coadyuvar al fortalecimiento de la línea de investigación de biorreme-

diación de suelos contaminados por medio de microorganismos localmente adaptados y

fomentar mediante una posible interacción con las comunidades el desarrollo sustentable,

ya que ésta tecnología suele tener costos bajos porque se puede hacer en el lugar (elimi-

nando los costos de transporte y pasivos), provoca una mejor intrusión en el sitio afectado

y, por lo tanto, un daño ecológico menos significativo en el proceso de destrucción de los

productos contaminantes [21].

1.4. Planteamiento del problema

El uso inadecuado de herbicidas como acetoclor para cultivo de maíz, ha provocado

altos niveles de perturbación en suelos productivos convirtiéndose en una amenaza para el
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bienestar de las comunidades y los ecosistemas. Al encontrarse expuestos a este producto

se pueden desarrollar enfermedades cancerígenas en las poblaciones de personas. El aceto-

clor ataca la microbiota benéfica del suelo y afecta negativamente los rendimientos de la

producción de maíz, además, este se puede mover a otros medios como los cuerpos de agua

y disminuir la presencia de la vida silvestre. Dentro de estos suelos alterados se pueden

encontrar diversos microorganismos que poseen la capacidad de degradar estos contami-

nantes y biorremediar el suelo. La interrogante que se busca resolver es la identificación

de estos microorganismos localmente adaptados y evaluar su potencial de degradación de

residuos de acetoclor.

1.5. Hipótesis

Los suelos con historial de acetoclor en cultivo de maíz presentan microorganismos

localmente adaptados con capacidad de biorremediar la presencia del herbicida.

1.6. Objetivo general

Aislar y evaluar la acción biológica (biorremediación) de microorganismos localmente

adaptados a suelos con presencia de acetoclor.

1.6.1. Objetivos específicos

- Determinar las propiedades físico-químicas de un suelo con presencia de acetoclor.

- Aislar los microorganismos presentes en el suelo con antecedentes de acetoclor.

- Evaluar la actividad biológica (in vitro) de los microorganismos aislados de suelos con

historial de acetoclor.

- Evaluar la asimilación (in vitro) de acetoclor como única fuente de carbono de los mi-

croorganismos aislados de suelos con historial de acetoclor.
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1.7. Descripción de la tesis

En en presente trabajo de tesis se establecen las bases de biorremediación (in vitro)

de acetoclor por medio de microorganismos autóctonos aislados de un suelo con histo-

rial de aplicación de dicho compuesto, presentado como ingrediente activo del herbicida

Harness®, que es empleado en el cultivo de maíz y presenta residualidad, potencial para

lixiviarse y afectar a la microbiota benéfica del suelo y a los organismos acuáticos.El tra-

bajo de tesis se organiza de la siguiente manera:

En el capítulo 1 se presenta una introducción del tema, los trabajos que se relacionan

con esta tesis, la justificación, el planteamiento del problema, el diseño de la hipótesis, los

objetivos que de ella se desprenden, y se muestra la estructura literaria.

En el capítulo 2 se describen las bases teóricas en las que se apoya este estudio inclu-

yendo los conceptos y principios básicos que forman parte de este fenómeno.

En el capítulo 3 se determinan las propiedades fisico-químicas de un suelo con pre-

sencia de acetoclor, se describe una breve introducción de las características generales

reportadas de este tipo de suelo, resaltando si se han reportado cambios en pH, porcentaje

de materia orgánica, conductividad eléctrica y/o textura por la presencia de acetoclor.

A continuación, se describen los esquemas experimentales, análisis estadísticos y procedi-

mientos; posteriormente, se muestran los resultados junto con la discusión y conclusiones.

Finalmente, se enlista la bibliografía consultada en el presente capítulo.

En el capítulo 4 se describe el procedimiento para el aislamiento de microorganismos

presentes en el suelo con antecedentes de acetoclor. Se realiza con dos tipos de microor-

ganismos identificados: bacterias y hongos. Se presentan por separado en dos secciones in-

cluyendo una breve introducción de cada tipo de organismo, los experimentos establecidos

para cada uno, los resultados con su análisis estadístico y las discusiones con conclusiones

y bibliografía consultada para este capítulo.
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El capitulo 5 se evalúa la actividad biológica (in vitro) de los microorganismos pre-

viamente aislados. Se expone una breve introducción, el diseño experimental, resultados,

discusiones, conclusiones y bibliografía consultada.

En capítulo 6 evalúa la asimilación (in vitro) de acetoclor como única fuente de carbono

de los microorganismos con actividad biológica más eficiente. Este apartado se desarrolla

de la misma forma que el capítulo 5.

El capítulo 7 concluye de forma general los trabajos desarrollados y los productos

arrojados durante la presente tesis, además se discuten los trabajos que se pueden generar

a partir de la presente investigación. Por último, se exponen los anexos que fortalecieron

la ejecución del estudio.
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Capítulo 2

Fundamentos teóricos

En este capítulo se exponen los fundamentos teóricos en la que se gesta la investigación

y la forma de como se establecen las bases de un proceso de biorremediación de microor-

ganismos autóctonos con capacidad para desarrollarse y metabolizar acetoclor en un suelo

empleado para producción de maíz.

2.1. Los Plaguicidas

Los plaguicidas son productos comerciales conformados por sustancias químicas sinteti-

zadas que tienen el propósito de controlar, prevenir, destruir, repeler o mitigar organismos

considerados como plagas (malezas, insectos, hongos, nemátodos, entre otros) que generan

graves daños en la producción de cultivos [1].

El empleo de Plaguicidas Altamente Peligrosos (PAPs) en zonas agrícolas de México en

los últimos veinte años, presenta efectos dañinos en los ecosistemas terrestres y acuáticos;

perjuicios en la salud de los trabajadores en el campo como hematologías, desajustes

hormonales, alteraciones genéticas y celulares, y se han detectado residuos en alimentos

como leche, hortalizas y granos [2]
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2.1.1. Clasificación de los plaguicidas

Los plaguicidas presentan diversas clasificaciones en función de sus principales carac-

terísticas. Estas clasificaciones proporcionan información sobre su estructura química, el

modo de acción, el organismo objetivo, la toxicidad, la presentación comercial y comporta-

miento ambiental [3]. De acuerdo a su estructura, se dividen en organoclorados, organofos-

forados, carbamatos, piretroides y neonicotinoide. Esta categorización brinda información

sobre la función del plaguicida y su comportamiento sobre la plaga.También se clasifican

de acuerdo a su acción sobre los organismos objetivo, esta sistematización es una de las

más utilizadas (Tabla 2.1) [4].

Plaguicida Organismo Objetivo
Acaricida Acaros o garraptas
Alguicida Algas
Avicida Pájaros
Bactericida Bacterias
Bioplaguicida Control biológico de plagas
Fungicida Hongos
Herbicida Malezas
Herpecida Reptiles
Insecticida Insectos
Larvicida Larvas de insectos
Molusquicida Caracol y babosas
Micocida Hongos
Nematicida Nematodos
Ovicida Huevos
Piscicida Peces
Rodenticida Roedores
Virucida Virus

Tabla 2.1: Clasificación de plaguicidas de acuerdo a su organismo objetivo [4]

2.1.2. Uso de plaguicidas

Estos compuestos permiten controlar la proliferación de plagas y enfermedades de los

cultivos y del ganado, así como reducir o evitar las pérdidas en la producción de alimentos y

contribuir al control de los vectores de diversas enfermedades. No obstante, para la impor-

tancia económica de los plaguicidas, es necesario destacar que su aplicación indiscriminada

y sin control ha generado diversos problemas como intoxicación a seres humanos, efectos
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carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos, además de numerosos problemas ambientales

como contaminación de mantos freáticos, aguas continentales y costeras; contaminación

del suelo y bioacumulación en las cadenas alimentaria [5].

Actualmente, los residuos de plaguicidas han sido identificados en todos los compar-

timientos ambientales (aire, agua y suelo), así como en regiones geográficas tales como

océanos, desiertos y zonas polares. Igualmente se ha demostrado su presencia en diferentes

organismos de todos los niveles tróficos, ya que se bioacumulan y se biomagnifican en las

cadenas alimentarias. Los seres humanos no están exentos de esta contaminación y los

plaguicidas se han podido identificar en diversos tejidos y secreciones humanas, inclusive

de los habitantes de regiones muy aisladas [6].

2.2. Los Herbicidas

El control de malezas es uno de los mayores obstáculos en la producción agropecuaria

del mundo. Debido a ello, los herbicidas son el principal grupo de plaguicidas consumidos

en la agricultura [3]. La Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentación (SAGARPA) define a los herbicidas como “el control químico de la maleza,

productos que inhiben o interrumpen el crecimiento y desarrollo de una planta” [7].

2.2.1. Clasificación de los herbicidas

Existen compuestos registrados como herbicidas que se pueden clasificar de diversas

formas incluyendo el método de uso y momento de aplicación [7]:

Método de uso

Contacto: se aplica al follaje y afectan solamente la parte tratada y sistémicos: se

trasladan del punto de aplicación a otros lugares de la planta.

Momento de aplicación

Pre-plantación: se refiere a herbicidas activos en el suelo, aplicados antes de la planta-

ción del cultivo y de la emergencia de las malezas; pre-emergencia: se emplea después de
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la siembra, antes de que emerja la maleza y el cultivo. Requieren de riego o precipitación

pluvial para su incorporación en el suelo y post-emergencia: se utilizan después que el

cultivo y (generalmente) las malezas han emergido, pero en cultivos trasplantados puede

aplicarse antes de la emergencia de las malezas.

Otros criterios de clasificación de los herbicidas se relacionan con su estructura química

y según su mecanismo de acción (Figura 2.1) [8].
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Figura 2.1: Clasificación de Herbicidas por modo de acción [8]
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2.2.2. Dinámica de los herbicidas en el suelo

La persistencia de los residuos bioactivos de los herbicidas se convierte en un efecto

negativo cuando permanecen en el suelo hasta el cultivo subsiguiente, ya que, resultan en

efectos fitotóxicos aditivos o sinérgicos en la rotación de cultivos. La persistencia en el suelo

y el destino de los herbicidas en el ambiente están determinados por las interacciones que

se dan entre las propiedades intrínsecas del herbicida, el ambiente edáfico y las condiciones

meteorológicas. Los principales parámetros y procesos que intervienen son: a) Química

del herbicida, b) Propiedades intrínsecas del suelo (textura, materia orgánica -MO-, pH),

c) Propiedades extrínsecas del suelo (sistema de labranza), d) Factores meteorológicos

(temperatura y precipitación), e) Otros (modo y dosis de aplicación, cobertura, historia

del uso del herbicida, topografía) [9].

Propiedades físicoquímicas de los herbicidas

Las propiedades intrínsecas de los compuestos que definen el comportamiento de los

herbicidas en el suelo son [9]:

1. Adsorción. Propiedad que retarda el transporte de los plaguicidas disueltos en el suelo,

sin embargo, esta característica puede mejorar el transporte de partículas o de formas co-

loidales asociadas si la lluvia o el riego provocan la descarga de la materia en suspensión

[10].

2. Solubilidad. Tendencia de un plaguicida a disolverse en agua y afecta su potencial de

lixiviación. A medida que el agua se filtra través del suelo, lleva consigo las sustancias

químicas solubles, este proceso se denomina lixiviación. Los plaguicidas altamente solu-

bles tienen una tendencia a ser transportados en la escorrentía superficial. Los plaguicidas

poco solubles aplicados al suelo que no fueron incorporados tienen un alto potencial de

movilidad a través de la escorrentía o la erosión [11].

3. Persistencia. La persistencia de un plaguicida se mide en términos de vida media; es

decir, el tiempo en días requerido para que un plaguicida se degrade a la mitad de la

cantidad original [12].

4. Volatilidad. Propiedad que representa la tendencia del plaguicida a pasar a la fase ga-
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seosa, el mecanismo consiste en que el flujo del compuesto se transfiere hacia la fase aire

[13]. Si el plaguicida es altamente volátil y no es muy soluble en agua, es probable que

se transfiera a la atmósfera y disminuye la disponibilidad para la lixiviación a las aguas

subterráneas. Las condiciones ambientales como la temperatura, humedad y velocidad del

viento afectan a las pérdidas por volatilización [11].

5. Ionizabilidad. Se refiere a la fuerza que presentan los grupos funcionales ionizables, si

son básicos, ácidos, anfóteros (que se comportan como ácidos y bases) o no ionizables.

Depende del pH al cual la mitad del químico se encuentra ionizado y la otra mitad en

forma neutra (no ionizada) [9].

6. Estructura química y peso molecular. Las moléculas de bajo peso molecular y de es-

tructuras más simples tienden a ser degradadas con mayor facilidad y por lo tanto, tienen

cortas vidas medias, por el contrario, moléculas más complejas (ramificadas, saturadas,

presencia de anillos aromáticos y sustituyentes halogenados) son más persistentes [9].

Factores edáficos que afectan la persistencia de los herbicidas

Las propiedades edáficas como factores influyentes en el comportamiento de los herbi-

cidas en el suelo [9]:

1. pH. El pH afecta las cargas de las especies ionizables y la reactividad de las cargas de

la superficie de los coloides.

2. Conductividad eléctrica. La influencia positiva de las sales en la adsorción de los herbi-

cidas se debe en parte a que los cationes que componen las sales sustituyen los protones en

las superficies minerales y orgánicas del suelo, causando una ligera disminución en el pH y

aumentando la carga positiva del suelo y favoreciendo así la adsorción del compuesto [14].

3. Contenido de Materia Orgánica (MO). La actividad microbiana es mayor en los suelos

con mayor porcentaje de materia orgánica, con lo cual la persistencia se puede ver reducida

por la propia degradación microbiana. Sin embargo, el proceso de adsorción está asociado

a la materia orgánica, esta puede prolongar la persistencia de los productos [9]

4. Textura. La adsorción puede variar marcadamente según la composición mineralógica

del suelo. Los suelos con textura que varía de arenosa a franco; carecen de capacidad de

adsorción para los plaguicidas, los cuales pueden pasar rápidamente a subsuelo y pueden
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contaminar los niveles freáticos; debido a la baja capacidad de retención de agua funda-

mentalmente por su escaso espesor. En general, la mayoría de los plaguicidas se adsorben

en suelos arcillosos y se retienen [3].

5. Contenido de humedad del suelo. Los herbicidas deben hallarse en solución para estar

biodisponibles. Se ha observado que la ecuación del Porcentaje de disponibilidad en solu-

ción tiene una relación inversa con la adsorción y directa con el contenido de humedad del

suelo. Períodos prolongados de sequía no solo reducen la eficacia de los herbicidas debido

a la deficiente absorción por las malezas, sino que también reduce la tasa de degradación

de los mismos. Una normal actividad microbiana está relacionada con óptimo contenido

de humedad por lo tanto la persistencia se reduce como consecuencia de la degradación

microbiana [9].

2.3. Harness®

Harness® es un herbicida de tipo preemergente que contiene el ingrediente activo

Acetoclor. Tiene como titular, importador y distribuidor a Monsanto Comercial, S. de R.

L. de C. V. Se recomienda para el control preemergente selectivo de malezas de hoja ancha

y angosta en los cultivos de maíz y agave [15].

2.3.1. Composición porcentual

En la Tabla 2.2 se puede observar la composición porcentual del ingrediente activo

Acetoclor y los ingredientes inertes que conforman el herbicida.

Ingrediente activo Porcentaje en peso
Acetoclor: 2-cloro-N-etoximetil-6’etilacet-o-toluidida 73.5
[Equivale a 839 g de i.a/L a 20°C]

Ingredientes inertes
Protector, solvente, emulsificante, estabilizador y portador 24.7
Total 100

Tabla 2.2: Composición porcentual en peso de los ingredientes activo e inertes que confor-
man el Harness® [15]
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2.3.2. Malezas que controla

Según la etiqueta del envase original del agroquímico [15], este posee la capacidad de

controlar los siguientes tipos de malezas:

Hoja Angosta

Zacate pitillo (Ixophorus unisetus), zacate pinto o choneano (Echinochloa colonum),

zacate de agua (Echinochloa crusgalli), zacate sabana (Brachiaria plantaginea), zacate

cola de zorra (Setaria spp.), zacate pata de gallina (Eleusine indica), zacate escamoso o

salada (Leptochloa filiformis), zacate ilusión (Panicum trichoides), zacate triguillo (Pani-

cum mileaceum), zacate pata de gallo (Digitaria sanguinalis), zacate cadillo o huachapore

(Cenchrus echinatus), coquillo amarillo de semilla (Cyperus esculentus).

Hoja Ancha

Quelite o bledo (Amaranthus hybridus), polocote (Tithonia tubaeiformis), Verdolaga

(Portulaca oleracea), chual (Chenopodium album), flor amarilla (Melampodium, divarica-

tum), aceitilla (Bidens pilosa y Bidens frondosa), cabeza de negro (Borreria asperifolia),

hierba del pollo (Conmelina difusa), chicalote (Argemone mexicana), flor blanca (Richar-

dia escarba).

2.3.3. Época de aplicación

El suelo a tratar debe de estar bien preparado y libre de terrones grandes. Aplicar

Harness® inmediatamente después de la siembra, antes de la emergencia de las malezas

y el cultivo. Una vez emergida del suelo, las malezas no son controladas por Harness®.

La lluvia o riego posterior a la aplicación es necesaria para activar el producto [15].

2.3.4. Dosis de aplicación

Harness® controla las malezas antes de que emerjan, por lo que las dosis a usarse

varían dependiendo de la textura del suelo [15], las cantidades de herbicida de acuerdo al

tipo de suelo se pueden observar en la Tabla 2.3.
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Tipo de suelo Dosis (L/ha)
Suelos ligeros (arenosos) 1.5
Suelos medianos (francos y limosos) 2
Suelos pesados (arcillosos) 2.5

Tabla 2.3: Dosis de aplicación de Harness® en L/ha de acuerdo al tipo de suelo [15]

2.3.5. Método de preparación y aplicación del producto

La dosis recomendada de Harness® debe diluirse en suficiente agua para lograr un

cubrimiento total y uniforme del terreno. Para aspersiones terrestres, se recomienda un

volumen de aspersión de 300-400 litros de agua/ha en cobertura total [15].

2.4. Acetoclor

El acetoclor es un herbicida pre-emergente para el control de malezas de hoja ancha,

zacates anuales y coquillo de semilla. Es selectivo a los cultivos de maíz, suprime la maleza

durante la etapa crítica en que afecta o compite contra el cultivo en los primeros 45

días, permitiendo llegar al “cierre” del cultivo limpio sin maleza. Este producto puede ser

combinado con otros herbicidas para ampliar su espectro de control [16].

2.4.1. Propiedades Fisicoquímicas

En la Tabla 2.4 se pueden observar las características y propiedades físico-químicas del

producto [16].
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Nombre Común ACETOCLOR
Nombre Químico 2-cloro-N-extoximetil-6´-etilacetato-toluidida
Clase Cloro acetamida
Fórmula condensada C14H20ClNO2
Fórmula estructural
Peso Molecular 269.76 g/mol
Estado físico Líquido denso de color ámbar claro a violeta
Densidad específica 1.10 g/ml a 30 °C, 1.136 g/ml a 20 °C
Punto de fusion >100 °C
Solubilidad en agua 233 mg/L a 25 °C
Estabilidad Estable en condiciones normales de temperatura y presión
Compatibilidad Atrazina, Simazina, Terbutrina, Paraquat
pH 5.6 (1% en dioxano)

Tabla 2.4: Propiedades Fisicoquímicas del Acetoclor [16]

2.4.2. Modo de acción

El producto es absorbido por la radícula y posteriormente por las raíces, se trasloca

acropetálamente y se concentra en las partes vegetativas (hojas y tallos) más que en las

partes reproductivas (flores y frutos). Afecta o inhibe la división celular, interfiere en la

absorción y transporte de metabolitos, afecta también la síntesis de aminoácidos, proteínas

y moléculas relacionadas con el metabolismo de las giberelinas y la biosíntesis de ácidos

grasos [16].

2.4.3. Aplicación de acetoclor en cultivo de maíz

La efectividad de los herbicidas preemergentes para el control de especies de malezas

que se presentan en el cultivo de maíz (Zea mays L.) en el centro y sur del estado de Te-

xas. Destacan las especies: Panicum fasciculatum, Echinochloa crus-galli, Urochloa texana,

Brachiaria reptans, A. palmeri, Acalypha ostryifolia y Helianthus annuus. Dichas plantas

presentan una amenaza al cultivo debido a su capacidad de sobrevivir en muchos ambientes

por sus características biológicas, ya que, tienen una ventana de germinación prolongada,

un hábito de crecimiento fuerte y un sistema productor de semillas prolífico. Sin embargo,

el autor encontró que el Acetoclor (presentación Degree Xtra, Harness y Warrant), ya sea

solo o en combinación con otros herbicidas pueden controlar desde el 93% de la población



CAPÍTULO 2. 21

hasta un 100% [17].

2.4.4. Impactos ambientales por uso de acetoclor

En la etiqueta del envase orginal del Harness® se observa que éste es altamente tóxico

si se ingiere o se inhala, además de indicar que, una vez realizada la aplicación, debe

esperarse 12 horas antes de volver a entrar al cultivo [14]. Debido a su baja absorción,

alta solubilidad en agua y larga persistencia, el acetoclor tiene un alto potencial para

contaminar el agua y el suelo [18, 19]. La vida media de biodegradación del acetoclor es

baja, esta oscila entre 8 y 100 días en el medio natural y aproximadamente el 33% del

acetoclor podría degradarse después de 1 mes cuando se aplica a una concentración de

10 mg de acetoclor / kg de suelo [20]. Se han detectado concentraciones de 0.03 – 709.37

mg/Kg en muestras de suelo del noreste de China y que las concentraciones residuales de

acetoclor en suelos de cultivos de maíz llega a alcanzar los 54.76 mg/kg [21].

Las materias activas de los herbicidas son contaminantes de suelo, producto y aire. Las

partículas por acción del viento, por acción humana, pueden ser llevadas hacia diferentes

lugares insertándose en los productos que a veces son consumidos en fresco. Este herbicida

disminuye la diversidad de las comunidades microbianas [19, 22].

2.4.5. Riesgo en la salud por uso de acetoclor

El acetoclor incrementa el riesgo de contraer cáncer de pancreas, cancer de pulmón,

cáncer colorectal y melanoma [23]. El acetoclor es un carcinógeno y un disruptor endócrino

y lo ha caracterizado como un agente de clase B-2 (probable carcinógeno) [24].

2.4.6. Marco Normativo del acetoclor

De acuerdo con el Codex Alimentarius de la FAO (2016), el límite máximo permisible

de presencia de acetoclor en el commodity (Maíz) es de 0.02 mg/kg.
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2.5. Biotecnología del medio ambiente

La biotecnología se presenta como un conjunto de tecnologías con potencial para con-

tribuir al desarrollo sostenible. La biorremediación es un actor muy importante en la pro-

blemática de la contaminación ambiental, por lo cual, han volteado aver la biotecnología

ambiental [25]

Dependiendo de la naturaleza de los contaminantes, los métodos de remediación de

suelos contaminados se clasifican en: 1) Fisicoquímicos, que son aquéllos que utilizan las

propiedades físicas y químicas de los compuestos o del medio contaminado para trans-

formar, separar o inmovilizar dicha sustancia [26] y 2) Biológicos, también denominados

Biorremediación, aquéllos que aprovechan el potencial metabólico de organismos vivos

(bacterias, hongos y plantas) para limpiar ambientes contaminados [27].

2.5.1. La Biorremediación

La biorremediación se entiende como la aplicación de microorganismos, hongos, plan-

tas o las enzimas derivadas de ellos para la restauración del ambiente [28]. Esta tecnología

actúa a través de las intervenciones de la diversidad biológica para los propósitos de miti-

gación (y siempre que sea posible, la eliminación) de los efectos nocivos causados por los

contaminantes ambientales en un sitio dado [29].

2.5.2. Biorremediación de plaguicidas por medio de microorganis-

mos

Los compuestos tóxicos más usados son los plaguicidas, los cuales en muchos casos

son fuentes de carbono y donadores de electrones para algunos microorganismos del suelo

[30]. Una característica importante de los microorganismos es la capacidad de adaptación

a través de la mutación para desarrollar la habilidad de degradar compuestos difícilmente

degradables o tóxicos, probablemente debido a la evolución de sistemas de transporte más

adecuados a través de la pared celular [31]. Con las reacciones metabólicas se transforman

a los plaguicidas conduciendo a cambios en su estructura química por reacciones de oxida-
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ción, reducción, hidrólisis, sustitución o eliminación de grupos funcionales, dando lugar a

compuestos inorgánicos como CO2, H2O, haluros, amonio y fosfatos, entre otros. En este

caso al proceso se le conoce como degradación [32]. El metabolismo de los plaguicidas in-

cluye un proceso de tres fases. En la fase I, el compuesto original es transformado a través

de reacciones de oxidación, reducción o hidrólisis y generalmente se genera un producto

más soluble en agua y menos tóxico que el compuesto original. La segunda fase incluye la

conjugación del plaguicida o de sus metabolitos a azúcares y aminoácidos, lo cual también

resulta en una mayor solubilidad en agua y una menor toxicidad. La tercera fase incluye

la conversión de los metabolitos de la fase II en conjugados secundarios, que son menos

tóxicos. En estos procesos, los hongos y las bacterias generan enzimas intra o extracelulares

como son las hidrolasas, peroxidasas, oxigenasas y otras [33].

2.5.3. Procesos microbianos en la biorremediación de suelos

Los procesos microbianos utilizados en el tratamiento de suelos contaminados son:

1. Biosorción. Los compuestos pueden ser absorbidos pasivamente por los componentes ce-

lulares de los microorganismos debido a atracciones electrónicas. Al tener el contaminante

carga positiva, son atraídos por las cargas negativas de los grupos carboxilos, fosforilos y

aminos presentes en las paredes celulares, membranas y material extracelular de bacterias

y hongos. Una vez adheridos a la superficie celular algunos contaminantes se internalizan

en la célula, donde los cationes metálicos pueden ser ligados o precipitados dentro de va-

cuolas u otras estructuras para minimizar su toxicidad [34].

2. Bioprecipitación. Ciertas sustancias como los metales pesados pueden ser inmovilizados

eficientemente debido a la acción de bacterias con la capacidad de reducirlos a un estado

redox menor, reduciendo la biodisponibilidad de estos elementos [35]. Este fenómeno se

conoce como reducción biológica, y es reconocido como un proceso metabólico importante

que controla el transporte y el destino de los metales pesados en el suelo [36].

3. Biolixiviación (heterotrófica y autotrófica). El proceso de biolixiviación heterotrófica

consiste en la acidificación del medio por la movilización de protones a través de la mem-

brana plasmática, ocasionando una liberación de elementos a través de varias rutas; la

competencia entre protones y metales en un complejo metal-anión o cuando se encuentran
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en una forma asimilada con algún otro elemento, lo cual genera una liberación de cationes

metálicos. También el metabolismo heterotrófico puede ocasionar lixiviación debido a la

producción de ácidos orgánicos y sideróforos [37].

4. Biovolatilización. Algunas bacterias y hongos pueden llevar a cabo la metilación de con-

taminantes. Los compuestos metilados difieren en su solubilidad, toxicidad y volatilidad

[38]. Las sustancias metiladas pueden ser reducidos a otras formas por medio de reacciones

enzimáticas bacterianas [35].

2.5.4. Biorremediación de acetoclor

El proceso de degradación de plaguicidas a menudo involucra a más de una especie

de microrganismos, ya que cada uno contribuye con diferentes reacciones; por ello es im-

portante la presencia de consorcios microbianos. Ejemplos de microorganismos que degra-

dan plaguicidas son los basidiomicetos y bacterias tales como las gamma-Proteobacteria

(Pseudomonas, Aerobacter, Acinetobacter, Moraxella, Plesiomonas), beta-Proteobacteria

(Burkholderia, Neisseria), alfaproteobacterias (Sphingomonas), actinobacterias (Micrococ-

cus) y Flavobacterias (Flavobacterium) [39]. El género Bacillus sp. tiene la capacidad de

degradar el compuesto de forma eficiente (>60%) después de dos días bajo condiciones de

pH 6.0, 42 °C en solución y concentración inicial de 30 mg/L. Posteriormente identificó

un producto de degradación de acetoclor, 2-cloro-N- (2-metil-6 etilfenil) acetamida (CME-

PA), y dos hormonas de crecimiento vegetal, ácido indolacético (IAA) y zeatina. De este

modo, concluyó que la inoculación de la cepa en el suelo contaminado podría mejorar el

crecimiento de la planta (>9.4%), la absorción de fósforo (>14.8%) y disminuir la acu-

mulación (>70%) y los efectos tóxicos del acetoclor en las plántulas [40]. La lombriz de

tierra es el invertebrado dominante en el suelo y promueve la descomposición de conta-

minantes orgánicos. Tanto los microorganismos autóctonos como las lombrices de tierra

desempeñan funciones importantes en la degradación del acetoclor. Este resultado está

relacionado con el pH neutralizado, una mayor actividad enzimática y una mayor diversi-

dad y riqueza de la comunidad microbiana del suelo en presencia de lombrices de tierra.

La lombriz de tierra estimula degradadores autóctonos como Sphingomonas y Microas-

cales, supuestos degradadores intestinales como Mortierella y Escherichia coli y especies
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de degradación anaeróbica como Rhodococcus, Pseudomonas fulva y Methylobacillus [41].

Las cepas bacterianas Sphingobium quisquiliarum DC-2 y Sphingobium baderi DE-13 fue-

ron aisladas de un lodo activado y se encontró que Sphingobium quisquiliarum transforma

el acetoclor en un intermedio transitorio, 2-cloro-N-(2-metil-6-etilfenil)acetamida (CME-

PA), como el Bacillus sp., pero después, el CMEPA se transformó en 2 metil6 -etilanilina

(MEA), y este a su vez no pudo ser degradado por la cepa DC-2. La S. baderi DE-13,

no pudo degradar el acetoclor, pero presentó capacidad para transformar MEA en un in-

termedio, 2-metil-6-etilaminofenol (MEAOH), y este se transformó adicionalmente en 2

metil-6 etilbenzoquinonimina (MEBQI), que se mineralizó por medio de esta misma ce-

pa. A partir de lo anterior, el autor clonó un gen, cmeH, que codifica una amidasa que

catalizó la escisión del enlace amida de CMEPA a partir de la cepa DC-2. La CmeH se

expresó en Escherichia coli BL21. Al final, CmeH hidrolizó eficazmente CMEPA y otros

herbicidas importantes, como propanil, fenoxaprop-petil y clodinafop-propargyl [42]. De

acuerdo a la información recopilada, se puede inferir que el éxito de la biorremediación

de acetoclor empleando microorganismos es altamente dependiente de las características

físico-químicas del herbicida y de las condiciones de las propiedades del suelo como el pH,

el porcentaje de materia orgánica y la textura, ya que afectan su biodisponibilidad. Sin

embargo, la diversidad microbiana difiere de un medio a otro, es muy extensa y presen-

ta diferentes mecanismos de acción en la degradación de este compuesto. Las tecnologías

de biorremediación han tenido aplicaciones limitadas debido a las restricciones impuestas

por el sustrato, la variabilidad ambiental, el potencial limitado de biodegradación y la

viabilidad de los microorganismos de origen natural. Es por ello que la clave del éxito de

la biorremediación está en seguir profundizando la investigación científica en cuanto a la

complejidad de las comunidades microbianas para obtener razones válidas que permitan

utilizar adecuadamente estas tecnologías para el bienestar y la seguridad de la sociedad

[43].
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Capítulo 3

Determinación de las propiedades

físico-químicas de un suelo con

presencia de acetoclor

En este capítulo se determinan las propiedades fisico-químicas de un suelo con pre-

sencia de acetoclor, se describe una breve instroducción de las características generales

reportadas de este tipo de suelo, resaltando si se han reportado cambios en pH, porcentaje

de materia orgánica, conductividad eléctrica y/o textura por la presencia de acetoclor.

A continuación, se describen los esquemas experimentales, análisis estadísticos y procedi-

mientos; posteriormente, se muestran los resultados junto con la discusión y conclusiones.

Finalmente, se enlita la bibliografía consultada en el presente capítulo.

3.1. Introducción

El suelo es un material con espacios porosos constituido de partículas sólidas de ta-

maños variables (1 µm - 2000 µm) que se encuentran entre arcilla, limo y arena. Es un

sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo fundamental irremplazable, parte de su

origen se encuentra en la materia orgánica y los minerales . Se conforma también como un

microecosistema con características físico-químicas específicas y diferenciadas de acuerdo

al tipo, origen y condiciones ambientales. Ciertos parámetros proporcionan las condiciones

31
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óptimas para el desarrollo de la vida, como plantas y microorganismos [1].

La contaminación del suelo por agroquímicos puede derivar por sus modos de entrada al

recurso, como la aplicación directa, el derrame accidental del producto, el arrastre de par-

tículas por acción pluvial, entre otros. En la acumulación de residuos de plaguicidas influye

el tipo de suelo, ya que, los arcillosos y con alto contenido de materia orgánica, retienen

más los compuestos que los arenosos [1]. La capacidad del suelo como reactor natural, de-

pende de características como porcentaje de materia orgánica, contenidos de carbonatos,

óxidos e hidróxidos de hierro y magnesio; la textura, capacidad de intercambio catióni-

co, pH, permeabilidad y actividad biológica [2]. Los parámetros de pH y conductividad

eléctrica fungen como indicadores indirectos para determinar y delimitar áreas de suelo

que presentan contaminación residual [3]. La aplicación de agroquímicos puede ocasionar

cambios en los valores de estos parámetros, por lo tanto, el propósito de este capítulo es

realizar las mediciones para determinar las condiciones que presenta un suelo expuesto a

concentraciones de acetoclor.

3.2. Diseño experimental y análisis de datos

Para este estudio, se planteó realizar las pruebas para medir los valores de pH, con-

ductividad eléctrica y porcentaje de materia orgánica. Los datos obtenidos se sometieron

a un diseño experimental denominado completamente al azar y con prueba Tukey.

3.3. Procedimientos experimentales

Para llevar a cabo este estudio, se identificó una parcela con antecedentes y aplicación

actual de acetoclor para la producción de maíz. Se realizó un protocolo de muestreo con

base en la NOM-021-RECNAT-2000 [4] para solicitar las muestras a la empresa Bayer

Cropscience con sede en Guadalajara, Jalisco.

Una vez obtenidas las muestras con la información, se realizó un mapa de ubicación de su

origen por medio de la paquetería de ArcMap y se midieron las magnitudes de los paráme-

tros físico-químicos del suelo como pH por medio de la metodología AS-02, conductividad
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eléctrica (AS-18), porcentaje de materia orgánica (Método de Walkley Y Black) y textura

(AS-09) descritas en la NOM-021-RECNAT-2000 [4].

Aunado a esto, se determinó la concentración de acetoclor en el suelo por medio del

análisis de la absorbancia medida a través de espectrofotometría de luz UV-Vis. Ya que,

se ha demostrado la eficacia que este método de análisis para diagnóstica la presencia y

concentración de plaguicidas en un medio como agua o suelo. [5].

3.3.1. Localización, muestreo, preparación y almacenamiento de

muestras de suelo.

En primer lugar, se redactó un documento (Documento 1, Anexos) de solicitud de

muestras de suelo, basado en la Norma Oficial Mexicana (NOM-021-RECNAT-2000), de

un cultivo de maíz con antecedentes de acetoclor, a continuación, se estableció contacto

con un ingeniero investigador de la empresa Bayer Cropscience, quien realizó la ubicación

de una parcela que reunió las condiciones descritas previamente.

Dentro de la información solicitada se encontraba: Nombre del sitio, Localidad, Municipio,

Estado, Coordenadas, Cultivo actual y cultivo anterior.

A partir de las coordenadas proporcionadas se diseñó el mapa de ubicación por medio de

la paquetería ArcMap. Se descargaron de la página del Instituto Nacional de Estadística

y Geografía (INEGI) las capas de Uso de Suelo con la siguientes características:

Información estructurada en 13 capas de datos (6 capas de polígonos, 6 capas de puntos

y 1 capa de líneas), en las cuales se incluyen las áreas agrícolas clasificadas de acuerdo a la

forma de recibir el agua los cultivos y por su ciclo agrícola y la distribución de la cubierta

vegetal en su estado original, en sus fases sucesionales y la vegetación inducida de acuerdo

con el sistema de clasificación de Uso del Suelo y Vegetación del INEGI. El conjunto

de datos se generó durante el periodo 2015 - 2017, se derivó con base en la información

presentada en la Serie IV de Uso del Suelo y Vegetación y actualizada con imágenes del

satélite LANDSAT del año 2014. Se presenta en un conjunto nacional los 149 conjuntos

de datos escala 1:250 000 del país.



CAPÍTULO 3. 34

3.3.2. Cálculo de concentración de acetoclor en el suelo

Se consiguió el producto comercial Harness® con acetoclor como ingrediente activo,

se realizó una dilución de 1:2500 mL en diclorometano y se leyó con el espectrofotometro

de luz UV-Vis para obtener la concentración (mg/mL), longitud de onda y absorbancia.

Se pesó 1g de suelo, se filtró con diclorometano por medio de papel filtro hasta obtener

una dilución de 25 ml y se leyó en el espectrofotometro de luz UV-Vis para determinar su

presencia como en la metodología de Fu et al. (2019) [5].

3.3.3. Análisis de las propiedades físico-químicas del Suelo

3.3.2.1 Medición de pH

Se pesaron 10 g de suelos y se depositaron en vasos de precipitado de vidrio con 20 mL

de agua destilada, con una varilla se agitó a intervalos de 5 minutos durante 30 minutos y

se tomaron lecturas de pH con ayuda de un potenciómetro (Figura 3.1).

Figura 3.1: Medición de pH por el método AS-02 (NOM-021-RECNAT-2000) [4]
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3.3.2.2. Medición de Conductividad eléctrica (CE)

Se pesaron 100g de suelo, se agregaron 100 mL de agua y se dejó reposar 24 horas sin

mover sobre una superficie no metálica ni de cemento. Para el extracto al vacío, pasadas las

24 horas, se cortó un papel filtro del tamaño del embudo de Büchner, se vertió la muestra

en matraces de kitazato, se encendió la bomba de vacío, se vertió el filtrado en un vaso de

precipitado y se realizó un doble filtrado. Al final, se tomó la lectura con el potenciómetro

(Figura 3.2) [4].

Figura 3.2: Conductividad eléctica (dS/m) por el método AS-18 (NOM-021-RECNAT-
2000) [4]

3.3.2.3. Prueba de Materia Orgánica (MO%)

El porcentaje de materia orgánica ( %MON), como indica la metodología de Walkley

y Black, pesando 0.5 g de suelo en un matraz de Erlenmeyer de 500 mL, se añadieron

500 mL de Dicromato de potasio 1.0 N, se agitó suavemente y se agregaron 20 mL de

Ácido Sulfúrico concentrado, se agitó un minuto y se dejó reposar por 20 minutos. Se

adicionaron 200 mL de agua destilada, 10 mL de Ácido fosfórico concentrado y 24 gotas

gotas de indicador de Difenilamina. Finalmente se tituló con Sulfato ferroso 0.5 N hasta

que la muestra obtuvo un color azul (Figura 3.3) [4].

Cálculos

%MO = 10(1− M

B
) ∗ 1.34 (3.1)
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M= mL de sulfato ferroso en la muestra

B= mL de sulfato ferroso en el blanco

Figura 3.3: Medición de materia orgánica por el método Walkley y Black (NOM-021-
RECNAT-2000) [4]

3.3.2.4. Determinación de Textura del Suelo

Se pesaron 60 g de suelo, se depositó en un vaso de precipitado de 500 mL, se agregó

40 mL de agua oxigenada, se dejó secar y se repitieron estos pasos hasta que cesó la

efervescencia. Posteriormente, se pesaron 50 g de suelo seco, se adicionó agua hasta cubrir

la superficie con una lámina de 2 cm más 10 mL de solución defloculante y se dejó reposar

15 min. Una vez húmeda la muestra, se mezcló con un agitador. Después, se pasó el

contenido a una probeta de 1000 mL enjuagando el vaso con una piceta, se agregó agua

destilada hasta completar el litro con el hidrómetro dentro de la suspensión. Se tomó la

primera lectura a los 40 segundos y la segunda después de 2 horas junto con la temperatura

(Figura 3.4) [4].

Se corrigieron las lecturas del hidrómetro agregando 0.36 * °C arriba de 19.5 °C. La lectura

a los 40 segundos multiplicado por 2 es el porcentaje de arcilla + limo. Restando de 100, se
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obtuvo el porcentaje de arena. La lectura obtenida en 2 horas, se multiplicó por 2 siendo el

porcentaje de arcilla. El porcentaje de limo se obtuvo por diferencia. Con los porcentajes de

arena, limo y arcilla, se determinó la textura correspondiente con el Triángulo de Texturas

[4].

Figura 3.4: Medición de textura de suelo por el método de Bouyoucos [4]

3.4. Resultados y discusiones

Los resultados obtenidos por medio de la metodología previamente descrita se muestran

a continuación:

3.4.1. Información de la zona de muestreo

Las muestras de suelo testigo y suelo con antecedente de acetoclor se obtuvieron de

una parcela utilizada para la producción de maíz con la siguiente información y a partir

de la cual, se diseñó un mapa de ubicación (Figura 3.5):
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Información básica de la parcela muestreada

Fecha de muestreo: Julio de 2021

Nombre del sitio: “Las Agujas”

Localidad: San Agustín

Municipio: Jamay

Estado: Jalisco

Coordenadas: 20.249075 -102.626954

Cultivo actual: Maíz

Cultivo anterior: Trigo
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Figura 3.5: Mapa de ubicación de zona de muestreo, Jamay, Jal
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3.4.2. Concentración de acetoclor en suelo

De acuerdo con la dilución obtenida a partir del Harness®, se obtuvo una concentración

de acetoclor de 0.3356 mg/mL. A partir de la lectura, se definió una longitud de onda de

278 nm y una absorbancia de 1.88 u. a.

Figura 3.6: Absorbancia de Acetoclor por espectrofotometría de luz UV-Visible

3.4.2.1. Curva de calibración

Se hizo la lectura de la muestra de acetoclor y se obtuvo una absorbancia de 0.02 y se

sustituyó en la ecuación obtenida en la curva de calibración (Figura 3.7) y se obtuvo una

concentración de 0.21142 mg/ml de acetoclor.
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Figura 3.7: Curva de calibración y modelo matemático para calcular la concentración de
acetoclor

Se escanearon una serie de soluciones estándar de acetoclor y se definió un ancho de

banda de 190–350 nm en un espectrofotómetro de luz UV-vis, por lo tanto, las lecturas rea-

lizadas para calcular la concentración de acetoclor se encontraban en ese pico de absorción,

lo que concuerda con la experimentación realizada en el laboratorio.

De acuerdo con los datos obtenidos, se define que el suelo obtenido de la zona de pro-

ducción agrícola del municipio Jamay, estado de Jalisco; presenta residualidad de acetoclor.

3.4.3. Parámetros Físico-químicos del suelo

Los resultados obtenidos de las pruebas de pH, conductividad eléctrica y materia or-

gánica de suelo con antecedentes con acetoclor presentó los siguientes resultados (Tabla

3.1):

Los resultados obtenidos en la Tabla 3.1, indican que hay variabilidad estadística de pH

entre el suelo testigo y el suelo con antecedente de acetoclor. Ambos suelos se encuentran
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Parámetro Testigo Suelo con acetoclor
pH 6.88a 6.78a
CE (dS/m) 0.314a 0.246b
MO (%) 5.05a 3.98a

Tabla 3.1: Parámetros físico-químicos de suelo con acetoclor

dentro de un rango neutro, por lo tanto, el acetoclor no afecta el pH del suelo. Anterior-

mente se han evaluado las características de muestras de suelo contaminados con acetoclor

que indican valores de pH de 4.51, 5.44 y 5.48, es decir, la presencia de este agente tóxico

no promueve fluctuaciones en este parámetro [7].

Los resultados de la prueba de conductividad eléctrica (Tabla 3.1) muestran una di-

ferencia media de 68.6 (µS/cm), siendo el suelo con acetoclor ligeramente más salino, no

obstante, ambos suelos se encuentran en el rango de moderadamente salinos. Por lo tanto,

el acetoclor puede presentar efectos despreciables de salinidad en el suelo. Las pruebas de

los porcentajes de materia orgánica, para suelos no volcánicos, está en niveles bajos [4].

Los resultados de la prueba de Bouyoucos (Tabla 3.2) indican que el presente suelo tiene

una textura franca, que se considera con condiciones estructurales idóneas para el desa-

rrollo de cultivos agrícolas.

Partícula Porcentaje ( %)
Arena 44.76
Limo 41.04
Arcilla 14.2

Tabla 3.2: Porcentaje de contenido de partículas del suelo

3.5. Conclusiones

De acuerdo con lo anterior expuesto, se puede confirmar que el estado de Jalisco es

una zona con alta actividad agrícola en producción de maíz con uso de acetoclor. Las

muestras de suelo obtenidas, presentan este herbicida, por lo tanto, este compuesto tiende

a presentar cierto grado de residualidad. En adición, los parámetros fisico-químicos de pH,

conductividad eléctrica, materia orgánica y textura, no se ven alterados por la presencia

del compuesto, sino, por las prácticas agrícolas en el suelo que se realizan en el área [8].



CAPÍTULO 3. 43

3.6. Literatura Citada

[1] RODAS, J. J. (2017). Contaminación del suelo agrícola provocado pr agroquímicos en

la parroquia San Juaquin. Cuenca: Ecuador.

[2] Yaguana, G., Sánchez, F., Aguilar, M., Pozo, E. (2019). Contaminación de suelos: el caso

de los plaguicidas. Grupo de Investigación en Manejo y Recuperación de Suelos y Aguas,

Facultad de Ingeniería en Ciencias Agropecuarias y Ambientales, Universidad Técnica del

Norte, Ibarra-Ecuador.

[3] Romero-Lázaro, E. M., Ramos-Pérez, D., Romero, F. M., Sedov, S. (2019). Indicadores

indirectos de contaminación residual en suelos y sedimentos de la cuenca del Río Sonora,

México. Revista internacional de contaminación ambiental, 35(2), 371-386.

[4] NOM-021-RECNAT-2000. Norma Oficial Mexicana, que establece las especificaciones

de fertilidad, salinidad y clasificación de los suelos. Estudios, muestreo y análisis. México.

http://www.profepa.gob.mx/innovaportal/file /3335/1/nom-021-semarnat-2000.pdf.

[5] Fu, Y., Li, Y., Hu, J., Li, S., Qin, G. (2019). Photocatalytic degradation of acetochlor

by -Fe2O3 nanoparticles with different morphologies in aqueous solution system. Optik,

178, 36-44.

[6] Angarita Cardona, K. T. (2019). Estandarización de la técnica de análisis del plaguicida

clorpirifos en matriz acuosa por espectrofotometría de luz ultravioleta.

[7] Yu, J., Zhang, J., Zheng, X., Zhang, Y., Chen, D., Ding, H. (2022). Divergent modula-

tion of land use-driven changes in soil properties and herbicide acetochlor application on

soil nitrogen cycling. Soil and Tillage Research, 215, 105231.

[8] Yu, J., Zhang, J., Zheng, X., Zhang, Y., Chen, D., Ding, H. (2022). Divergent modula-

tion of land use-driven changes in soil properties and herbicide acetochlor application on

soil nitrogen cycling. Soil and Tillage Research, 215, 105231.



Capítulo 4

Aislamiento de los microorganismos

presentes en el suelo con antecedentes

de acetoclor

En este capítulo, se lleva a cabo el aislamiento de microorganismos presentes en el suelo

con antecedentes de acetoclor. Se realiza con dos tipos de microorganismos: bacterias y

hongos. Se presentan por separado en dos secciones incluyendo una breve introducción de

cada tipo de organismo, los experimentos establecidos para cada uno, los resultados con

su análisis estadístico y las discusiones con conclusiones y bibliografía consultada.

4.1. Introducción

La microbiota del suelo presenta funciones fundamentales como la descomposición y

acumulación de materia orgánica, influye en la dinámica de nutrientes y la degradación de

compuestos químicos que pueden formar parte de los plaguicidas que tienen efectos tóxi-

cos para los microorganismos, sin embargo, se pueden presentar especies que desarrollen

un mecanismo de adaptación y tolerancia a ciertas concentraciones [1]. Los agroquímicos

tienen efectos negativos en la dinámica de las poblaciones de microorganismos del suelo y

por lo tanto, también en las funciones que estos desempeñan en la degradación de residuos

vegetales y compuestos químicos, ciclaje de nutrientes, entre otros [2]. Las poblaciones

44
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microbianas del suelo pueden tener diferentes respuestas fisiológicas a la presencia de pla-

guicidas de acuerdo a la aplicación de buenas prácticas de manejo [3].

En el caso de uso de acetoclor, se han aislado consorcios bacterianos con este potencial

biorremediador como el género Serratia, que tiene la capacidad de utilizar el acetoclor

como fuente de carbono una concentración de 500 mg/L [4]. De forma similar, se aislaron

cepas de hongos de suelos agrícolas en Turquía que presentaron potencial de biorremedia-

dor de acetoclor como Tolypocladium geodes y Cordyceps cicadae [5]. Por otro lado, en este

estudio, se realiza un aislamiento de bacterias y hongos de suelo proveniente del estado

Jalisco, México; por lo que, se espera encontrar algun consorcio perteneciente a cualquiera

de estos dos grupos con esta capacidad.

4.2. Procedimientos experimentales

En este apartado, se llevó a cabo el aislamiento de microorganismos (hongos y bacte-

rias) utilizando medios de cultivo específicos, medio de Wright para bacterias del género

Rhizobium y Medio de papa y dextrosa (PDA, marca Bioxon) para hongos. Se ejecutaron

las siembras por medio de dilución en serie de 1:10 a 1:100,000. Se incubaron las muestras

obtenidas, se contaron las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) periodicamente, se

resembraron las cepas para su purificación y descripción morfológica descrito en Montanez

(2018) [6] e Islas-Pelcastre et al., (2016) [7]. Los datos obtenidos se graficaron para su

visualización.

4.2.1. Siembra y aislamiento de hongos y bacterias de suelo con

acetoclor

Para realizar un cultivo de bacterias y hongos presentes en suelos con acetoclor, se uti-

lizaron los medios de Wright y PDA (Agar dextrosa y papa). El Medio de Wright se utiliza

para el aislamiento de las cepas del género Rhizobium y germinación sobre las placas de

Petri.

Para preparar 300 mL de medio de Wright, se pesaron 0.06 g de cloruro de sodio (NaCl),
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0.15 g de fosfato dipotásico (K2HPO2), 0.09 g de sulfato de magnesio (MgSO4), 0.03 g de

sulfato de calcio (CaSO4), 0.03 g de carbonato de calcio (CaCO3Ca), 3 g de manitol,30 cc

de levadura, 4.5 g de Gelosa y 300 mL de agua destilada.

Para la preparación del medio Agar Dextrosa y Papa, se pesó 5.85 g del producto y se

introdujo en dos matraces con 150 mL de agua destilada cada uno.

Una vez preparado el medio, se esterilizó dentro del autoclave junto con 90 mL de agua

destilada, puntas de pipeta, perlas de cristal y 5 tubos de centrífuga para diluciones llenos

con 9 mL de agua destilada cada uno. Posteriormente, se preparó la campana de flujo la-

minar con la balanza, asa bacteriológica, espátula, cajas Petri nuevas, mechero y gradilla.

A continuación, se cernió 10 g de suelo para diluir en los 90 mL agua esterilizada. Una vez

que salieron los utensilios del autoclave se prosiguió a introducirlos en la campana de flujo

laminar. Se dejó enfriar el medio, se sirvió en cajas Petri y se dejó solidificar.

Una vez listo el material, se pesó el suelo cernido y se introdujo al matraz con 90 mL de

agua y se mezcló, en seguida, se tomó la pipeta y con una punta esterilizada se extrajo

un mL de la mezcla de agua con suelo y se introdujo en un tubo esterilizado con 9 mL y

se rotuló (10−1), a continuación, se tomó una punta nueva y se introdujo en el tubo 10−1,

después, con una punta nueva, se extrajo 1 mL de este tubo y se introdujo en uno nuevo

y se rotuló (10−2) y así sucesivamente hasta llegar a 10−5 (Figura 4.1).



CAPÍTULO 4. 47

Figura 4.1: Técnica de aislamiento de microorganismos por dilución en serie [7]

Finalmente, con una punta limpia para cada dilución, se extrajo de cada tubo 1 mL,

se vertió en una caja con medio, se agregaron tres perlas de cristal, se agitó vigorosamente

por tres minutos, se retiraron las perlas de cristal, se sellaron las cajas y se rotuló con fecha,

nombre del medio y dilución correspondiente. Se dejó reposar y se registró el crecimiento y

temperatura los próximos días. Se realizó el mismo procedimiento para el cultivo en medio

de PDA.

Una vez que crecieron las colonias de bacterias, se hizo un registro de la cantidad de uni-

dades formadoras de colonias (UFC) en las diferentes diluciones y se eligieron las colonias

separadas entre sí [7].

4.2.2. Purificación de cepas

4.2.2.1. Purificación de hongos

Para el caso de los hongos, se seleccionó la caja con unidades más dispersas, se abrió la

caja dentro de la campana de flujo laminar, se tomó un bisturí y se sostuvo sobre mechero

10 segundos, se dejó enfriar, después, se cortó un cuadro en medio alrededor de la unidad

seleccionada, se transportó a una caja Petri con medio PDA nuevo, se colocó la unidad
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boca abajo, se selló la caja, se rotuló y se dejó reposar para observar su crecimiento [7].

4.2.2.2. Purificación de bacterias

Para este proceso, se abrió la caja seleccionada dentro de la campana de flujo laminar,

se tomó un asa bacteriológica, se sostuvo sobre la llama del mechero por 10 segundos

después de que esta adquiriera un color rojo, se dejó enfriar, se raspó con asa la colonia

previamente seleccionada, se tomó la caja con medio, se deslizó el asa desde la orilla hacia el

centro en un movimiento de zig-zag, se repitió este movimiento tres veces hasta formar una

T dejando un espacio limpio como indicador de contaminación. Finalmente se selló la caja,

se rotuló y se dejó reposar dentro de la incubadora a 34°C para observar su crecimiento

posterior [7].

4.3. Descripción morfológica de cepas

Para tipificar la morfología macroscópica de las cepas bacterianas se observaron los

siguientes parámetros: forma de la colonia (irregular, rizoide, filamentosa, circular, punti-

forme), elevación de las colonias (efusa, plana, rizada, convexa, umbonada), bordes de las

colonias (rizada, filamentosa, crenada, ondulada, entera) y superficie (rugosa, concéntrica,

radial, ondulada y lisa) y se construyó una tabla para registrar las observaciones. Para la

caracterización morfológica de cepas de hongos, se tomó en cuenta: tipo de hongo (mice-

lio o levadura), tamaño (diminuto, pequeño, mediano, grande, gigante), color, superficie

(algodonosa, agamuzada, áspera, farinácea, arrugada), densidad (traslucida, opaca, gomo-

sa), forma (circular, puntiforme, rizoide, irregular), margen (entero, lobulado, ondular),

elevación (plano, elevado, convexo) y se organizó la información en una tabla [6].

4.4. Tinción de Gram

Para llevar a cabo estas pruebas, se dió seguimiento a la metodología de Tinción de

Gram. Para comenzar, se esterilizó un espacio en la mesa para trabajar, se lavaron los

portaobjetos, y se desengrasaron utilizando un algodón con alcohol, después, se comenzó
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a preparar el frotis de la bacteria. Con ayuda de un asa bacteriológica previamente esteri-

lizada, se hizo un toque sobre la superficie del medio en el que se encontraba la muestra.

Se vertió una gota de agua estéril sobre el portaobjetos, se extendió la muestra contenida

en el asa y se dejó secar al aire hasta que se observó una película fina fijada sobre el por-

taobjetos. Una vez lista la muestra, se adicionó una gota de solución de cristal violeta que

cubriera todo el frotis y se dejó reposar por un minuto. Se lavó el portaobjetos colocado

en de canto con agua y se agregó una gota de Lugol, reposó 1 minuto, se lavó con solución

alcohol-acetona para decolorar, se enjuagó con agua, se adicionó una gota de safranina, se

dejó un minuto reposando, se lavó con agua y se dejó secar para observar al microscopio

[8].

4.5. Resultados y discusiones

4.5.1. Aislamiento de bacterias prensentes en el suelo con antece-

dentes de acetoclor

De acuerdo con la siembra de bacterias, en la Figura 4.2, se muestra la dinámica del

crecimiento de las unidades formadoras de colonias (UFC), en una escala de 1 (sin creci-

miento) a 4 (incontables), las diluciones 10−1(1), 10−2(2), 10−3(3) y 10−4(4).
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Figura 4.2: Dinámica de crecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de bac-
terias en suelo con antecedentes de acetoclor.

En la Figura 4.2 se observó que la dilución 1 presentó un crecimiento mayor de UFC a las

24 horas, la siguiente dilución presentó un crecimiento cercano a incontable, sin embargo,

a las 48 horas las UFC aumentaron su biomasa y crecimiento a incontables siendo este

de tipo potencial. La dilución 3 presentó UFC separadas y distribuidas por toda la caja

a las 24 horas, a las 48 horas aún se podía diferenciar las UFC, su desarrolló fue de tipo

lineal, alcanzando la incontabilidad a las 72 horas y finalmente la dilución 4, presentó

el crecimiento más lento con casi cero UFC a las 24 horas, sin embargo, en términos de

tiempo presentó un crecimiento similar a la dilución 3, alcanzando la incontabilidad a las

72 horas y con un crecimiento potencial.

Previamente, se aisló y purificó diecisiete cepas de bacterias de cuatro comunidades

microbianas de cuatro muestras de suelos provenientes de diferentes zonas: un vertedero

de una fábrica de plaguicidas que había producido acetoclor por varios años, de la que

crecieron ocho cepas y tres cepas del suelo de dicha fábrica, del suelo del lecho del río

cercano a la misma fabrica que había sido contaminado con acetoclor y de un lodo residual
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de una planta de tratamiento de agua residual doméstica e industrial [9].

De la misma forma, se llevó a cabo un aislamiento bacteriano utilizando una muestra

de suelo de una fábrica de pesticidas en Hangzhou, China; a partir de esta situación,

seleccionaron la cepa con mejor desarrollo y la denominaron D-12 debido a que presentó

mejor desarrollo frente a condiciones de acetoclor [10]. De esta manera se puede definir

que en suelos con presencia de acetoclor se puede disponer de microorganismos autóctonos

que sobreviven y pueden ser utilizados para pruebas de biorremediación que apoyen a la

mitigación de sus efectos negativos sobre el ambiente.

A partir de estas diluciones, se aislaron las cepas reportadas en la Tabla 4.1, de igual

forma, presentaron la siguientes características morfológicas y resultados de tinción de

Gram.

Cepa A B C D E
Dilución de origen 4 3 3 3 1
Forma de colonias Circular Irregular Irregular Circular Irregular
Elevación de colonias Convexa Efusa Umbonada Umbonada Convexa
Bordes de colonias Entera Rizada Rizada Rizada Entera
Superficie de colonias Lisa Concéntrica Concéntrica Concéntrica Lisa
Tinción de Gram + + + + +

Tabla 4.1: Descripción morfológica de las cepas A, B, C, D, E.

La Tabla 4.1 muestra que las cepas aisladas y purificadas pertenecen a diferentes es-

pecies, ya que presentan por lo menos una característica diferente a las demás cepas. De

acuerdo a los resultados previamente obtenidos, en un suelo con antecedentes de Acetoclor

se pueden desarrollar cepas adaptadas a las condiciones, y al suelo analizado. Por lo menos

cinco cepas poseen la capacidad de sobrevivir a estas condiciones de Acetoclor residual (Fi-

gura 4.3). Estos resultados pueden ser el principio de un estudio para evaluar la capacidad

de adaptación y consumo de las cepas aisladas de un suelo con residuos de este compues-

to ya que estudios previos reportan consorcios, que evaluaron en suelos con acetoclor y

sugieren que tanto los microorganismos autóctonos como las lombrices de tierra desem-

peñan un papel importante en la dinámica del suelo. Estos consorcios pertenecieron a los

grupos de Sphingomonas y Microascales y algunas posibles especies como Rhodococcus,

Pseudomonas fulva y Methylobacillus [11]. Por otro lado, se identificaron microorganismos
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del suelo con acetoclor, que se encontraban entre los grupos de Lysobacter, Kaistobacter,

Flavobacterium, Arenimonas y Aquicell [12]. Aunado a esto, también se aisló una cepa

bacteriana resistente al Pb y al acetoclor perteneciente al género Serratia [13]. A partir de

esto, se puede inferir que las cepas aisladas de suelo con acetoclor en un cultivo de maíz de

género Rhizobium, debido al medio de cultivo seleccionado. Este género tiene la capacidad

de fijar nitrógeno atmosférico, teniendo efecto en legumbres, principalmente. Sin embargo,

este género pertenece al grupo de Tinción de Gram negativo [14].

Figura 4.3: Cepas de bacterias A, B, C, D y E de un suelo con contenido de acetoclor

4.5.2. Aislamiento de hongos presentes en el suelo con anteceden-

tes de acetoclor

Por medio de la siembra de hongos, se observó la dinámica del crecimiento de las unida-

des formadoras de colonias (UFC), en una escala de 1 (sin crecimiento) a 4 (incontables).

En la Figura 4.4, se representan las diluciones de esta manera: 10−1(1), 10−2(2), 10−3(3) y

10−4(4).
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Figura 4.4: Dinámica de crecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de hongos
en suelo con antecedentes de acetoclor.

Las siembras realizadas para aislar hongos de un suelo con historial de acetoclor no

mostraron crecimiento a las 24 horas de incubación, lo cual representa un resultado posi-

tivo, ya que, es indicador de no contaminación de las muestras. La presencia de biomasa

en la dilución 10−1, fue la más acelerada (crecimiento logarítmico). A esta le siguieron en

orden 10−2 y 10−3 con diferencias significativas en cuanto al número de unidades forma-

doras de colonias y de 24 a 48 horas de diferencia para su desarrollo. De esta siembra, se

aislaron y purificaron las cepas registradas en la Tabla 4.2, que indica además la descrip-

ción morfológica de cada una de las cepas.
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Característica F G H I J
Tipo de hongo Micelio Micelio Micelio Levadura Micelio
Tamaño Pequeño Grande Pequeña Pequeño Mediano
Color Marrón Gris cenizo Marrón Naranja Gris pardo
Superficie Algodonosa Algodonoso Algodonosa Arrugada gomosa Algodonosa
Densidad Opaca Opaca Opaca Irregular Opaca
Forma Circular Circular Circular Lobular Circular
Margen Ondulado Ondulado Ondulado Plano Ondulado
Elevación Elevado Elevado Elevado Plano Elevado

Tabla 4.2: Descripción morfológica de las cepas F, G, H, I, J.

La mayoría de los hongos de un suelo agrícola pueden sobrevivir degradando un her-

bicida y que los métodos químicos y físicos para degradar plaguicidas pueden ser más

costosos y complicados, se ha sugerido el uso de la biorremediación para combatir este

problema [5]. Las cepas reportadas en la Tabla 4.1 marcan ciertas características generales

que indican que pueden pertenecer a un grupo similar de hongos, pero, presentan al menos

una característica diferente (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Cepas de hongos F, G, H, I y J de un suelo con contenido de acetoclor

Se aislaron cultivos de hongos de una zona agrícola en la región de Tracia en Turquía,

los enriqueció en medio de caldo de extracto de malta, inoculó las cepas en 100 mL de

soluciones de acetoclor (concentración recomendada para agricultores) en la producción

de maíz y se concluyó que la tolerancia hacia el compuesto depende del tipo de hongo

y que los más aptos para tener una aplicabilidad futura en biorremediación, tales como

Tolypocladium geodes y Cordyceps cicadae [5].

4.6. Conclusiones

De acuerdo con lo anterior expuesto, se puede confirmar que el estado de Jalisco es una

zona con alta actividad agrícola en producción de maíz con uso de acetoclor. Las muestras

de suelo obtenidas, presentan acetoclor, por lo tanto, este compuesto tiende a presentar

cierto grado de residualidad, sin embargo, se regista una alta carga microbiana y se aislaron
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cinco cepas de bacterias y cinco cepas de hongos con potencial de biorremediación.
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Capítulo 5

Evaluación de la actividad biológica (in

vitro) de los microorganismos aislados

de suelos con historial de acetoclor

En el capitulo 5 se evalúa la actividad biológica (in vitro) de los microorganismos

previamente aislados. Se expone una breve introducción, el diseño experimental, resultados,

discusiones, conclusiones y bibliografía consultada.

5.1. Introducción

La aplicación de herbicidas puede inhibir (debido a sus toxicidades) o estimular los

microorganismos del suelo cuando éstos los pueden utilizar como fuente de nutrientes [1].

Cabe considerar, que el metabolismo de microorganismos difiere de acuerdo a la especie

y el tipo al que pertenezcan, debido a que reúnen características particulares. Un ejemplo

son los organismos nitrificantes encontrados en el suelo, ya que, poseen mucha sensibili-

dad hacia los compuestos químicos antropogénicos porque sus cadenas transportadoras de

electrones son débiles [2].

Otro factor influyente en la inhibición del crecimiento de microorganismos en el suelo de-

pende del ingrediente activo, la tolerancia del microorganismo [3], el tipo de plaguicida y

la cantidad aplicada [4,5,6].
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Se ha determinado que la combinación de acetoclor con atrazina tiene la capacidad de

alterar la comunidades bacterianas como la Acidobacteriota y disminuir la actividad enzi-

mática del suelo [7]. Aunado a esto, la presencia residual de acetoclor en el suelo altera las

comunidades de hongos [8].

5.2. Diseño experimental y análisis de datos

Para este estudio, se planteó realizar las pruebas de inhibición de crecimiento utilizan-

do la técnica de discos para bacterias. Se midió el tamaño del halo bacteriano en mm y

los datos obtenidos se sometieron a un diseño experimental denominado completamente

al azar y con prueba tukey tomando como referencia las horas de incubación (24, 48, 72 y

96 horas).

Los datos resultantes de las pruebas de envenamiento del medio se obtuvieron mediante

la medición del micelio que presentó el crecimiento del hongo en mm y se sometió a un

diseño experimental completamente al azar y con prueba Tukey tomando como referencia

las horas de incubación (24, 48, 72 y 96 horas).

5.3. Procedimientos experimentales

Se utilizaron las cepas (bacterias y hongos) previamente aisladas y purificadas para

llevar a cabo las pruebas de concentración mínima inhibitoria (CMI). Para el diseño de los

tratamientos se tomaron en cuenta las instrucciones de aplicación del fabricante (Prueba

1) y diferentes concentraciones equiparando la fuente de carbono standar del medio de

cultivo (Prueba 2) para evaluar el desarrollo de las cepas a diferentes concentraciones de

acetoclor por medio de la técnica de discos para bacterias de acuerdo con Madariaga et al.

(2017) [9] y envenenamiento del medio para hongos como en Soto et al. (2020) [10].
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5.3.1. Concentración Mínima Inhibitoria en bacterias

Los procedimientos que se llevaron a cabo para evaluar la inhibición de crecimiento

que tiene el acetoclor sobre bacterias y hongos se describen a continuación.

5.3.1.1. Prueba 1

Se prepararon cajas Petri con Medio de Wright sólido y con el asa bacteriológica se

raspó una UFC (Unidad Formadora de Colonia), se sumergió en un tubo de centrífuga con

9 mL de agua destilada estéril y se agitó. Posteriormente, con la pipeta, se extrajo 1 mL

de este tubo, se vertió sobre una caja con medio de Wright, se agregaron tres perlitas de

cristal, se agitó vigorosamente, se retiraron y se colocaron cuatro discos de papel filtro con

1 cm de diámetro.

Para preparar los tratamientos, se esterilizaron en autoclave cuatro tubos de centrifuga

con 5 mL de agua destilada, se extrajeron las cantidades correspondientes de acuerdo a

los tratamientos presentes en la Tabla 5.1.

Tratamiento Harness® (µL/5 mL agua destilada) Acetoclor (mg/L)
T1 0 0
T2 41.6 6999.38
T3 20.8 3495.69
T4 10.4 1747.84

Tabla 5.1: Tratamientos con acetoclor para pruebas de inhibición de crecimiento de bac-
terias.

A continuación, de cada tratamiento (0, 6999.38, 3495.69 y 1747.84 mg/L de aceto-

clor) se tomó con la micropipeta 15 µL de cada tratamiento y se colocó sobre cada disco

(Figura 5.1), se selló, rotuló y se produjeron tres repeticiones de cada cepa. Al último, se

introdujeron en la incubadora y se hicieron lecturas del crecimiento de las cepas con un

vernier calibrado cada 24 horas.
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Figura 5.1: Prueba de Inhibición de Crecimiento por la técnica de discos para bacterias [9]

5.3.1.2. Prueba 2

Para realizar la Prueba 2, se definieron los tratamientos de concentración de acetoclor

tratando de igualar la concentración estándar de manitol en el medio de Wright, que

funciona como fuente principal de carbono de la bacteria, por lo tanto, se estimaron los

tratamientos (0, 500, 1000, 2500, 5000 y 10000 mg/L) de concentración de acetoclor.

Posteriormente se repitió el mismo procedimiento del método de los discos descrito en la

Prueba 1. Se observó su crecimiento y se tomaron medidas.

5.3.2. Concentración Mínima Inhibitoria en hongos

5.3.2.1. Prueba 1

Se llevó a cabo el método de envenenamiento del medio. En un principio se preparó 240

mL del medio Agar Dextrosa de Patata (PDA, por sus siglas en inglés), se esterilizó y para

cada tratamiento, se agregó en cada frasco de 50 mL de vidrio la cantidad de Harness®

(0, 0.48, 0.24, 0.12 mL) que representan el porcentaje de aplicación de Harness® de cada

tratamiento definido en la Tabla 5.2 con respecto a la recomendación del fabricante. A

cada frasco, se le adicionaron 60 mL del medio PDA, se vertió en cajas Petri de 20 mL

(tratamiento por triplicado), se dejó solidificar, se realizó la siembra de una misma cepa

en cada caja (Figura 5.2), se selló, rotuló, se introdujo en la incubadora y se realizaron

lecturas de su crecimiento con un vernier cada 24 horas.
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Tratamiento Harness (mL) Acetoclor (mg/L)
T1 0 0
T2 0.16 7000
T3 0.083 3500
T4 0.041 1700

Tabla 5.2: Tratamientos con acetoclor para pruebas de inhibición de crecimiento de hongos.

Figura 5.2: Prueba de Inhibición de Crecimiento por la técnica de envenenamiento del
medio para hongos [10]

5.3.2.2. Prueba 2

Para esta prueba se volvieron a tomar como base las concentraciones de acetoclor

equiparadas con el manitol (0, 500, 1000, 2500, 5000 y 10000 mg/L). Se replicó a la

metodología de envenenamiento del medio, descrita anteriormente.

5.4. Resultados

Los resultados de las pruebas de Inhibición de crecimiento de las cepas bacterianas (A,

B, C, D y E) y de hongos (F, G, H, I y J) se muestran a continuación.

5.4.1. Inhibición de crecimiento en cepas bacterianas

Se llevaron a cabo pruebas de concentración mínima inhibitoria con cuatro tratamientos

que representan diferentes concentraciones de Harness para las cepas bacterianas. Se llevó

a cabo la Prueba 1 de la metodología descrita anteriormente y se registró el crecimiento
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identificando cada caja con el número de la cepa y el número de la repetición midiendo las

distancias de las UFC más cercanas a los discos con los tratamientos, es decir, distancia sin

crecimiento (Tabla 5.3). En la Figura 5.3 se muestran estos resultados de manera gráfica

del halo bacteriano de la cepa A y la Figura 5.4 muestra el halo bacteriano de la B.

Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 20.00a 6.34a 6.07a 3.31a
T2 20.00a 5.00a 4.27a 0.47a
T3 20.00a 2.99a 3.24a 0a
T4 20.00a 2.97a 2.74a 0a

Tabla 5.3: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa A, halo bacteriano en mm a
diferentes concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69
mg/L), T4 (1747.84 mg/L)

La Tabla 5.3 muestra que para la cepa A, no existe diferencia significativa en crecimiento

de los tratamientos con respecto al testigo (T1), los cuatro tratamientos presentaron halo

bacteriano excepto los T3 y T4, que a las 96 horas las UFC de la cepa estuvieron en con-

tacto con los discos con el tratamiento. Por este motivo, esta cepa no presenta tolerancia

a la presencia de acetoclor y está sujeta a un lento crecimiento.
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Figura 5.3: Crecimiento de la cepa A en Pruebas de Inhibición de Crecimiento a diferentes
concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4
(1747.84 mg/L)

La Figura 5.3 ilustra la disminución del halo bacteriano alrededor de los discos con el tra-

tamiento que le corresponde. Representa un resultado positivo, ya que, el microorganismo

se acerca a 0 mm en los tratamientos T2, T3 y T4, lo que indicaría un contacto directo

con el acetoclor. La cepa presenta contacto directo con el compuesto en los discos con T3

y T4 a las 96 horas.

La cepa B mostró el siguiente desarrollo frente a diferentes tratamientos de la Prueba 1

(Tabla 5.4) descrita en la metodología.

Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 1.39a 0.77a 0.64a 0.49a
T2 1.25a 0.49a 0.39a 0.33a
T3 0.95a 0.48a 0.20a 0.16a
T4 0.61a 0.37a 0.20a 0.00a

Tabla 5.4: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa B, halo bacteriano en mm a
diferentes concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69
mg/L), T4 (1747.84 mg/L)



CAPÍTULO 5. 65

Al igual que la cepa A, la Tabla 5.4 muestra que para la cepa B no hay diferencia

significativa en el cierre del halo bacteriano entre el testigo (T1) y los tratamientos con

acetoclor (T2, T3 y T4), por lo tanto, esta cepa presenta condiciones similares a la anterior.

En la Figura 5.2 se puede apreciar la dinámica de su crecimiento.

Figura 5.4: Crecimiento de la cepa B en Pruebas de Inhibición de Crecimiento a diferentes
concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4
(1747.84 mg/L)

La Figura 5.4 ilustra el decrecimiento del halo bacteriano de la cepa frente a los di-

ferentes tratamientos, mostrando un proceso potencial en los tratamientos T1 y T2 y

exponencial en los tratamientos T3 y T4.

En las Tablas 5.3 y 5.4, se muestran los halos (mm) que se presentaron en cada uno de los

tratamientos, por lo que, las cepas A y B no presentan el crecimiento adecuado paras las

próximas pruebas (Degradación en Medio Líquido).

Por otro lado, las cepas C, D y E presentaron crecimiento acelerado a las 24 horas de

incubación, ya que se observó 0 mm de halo bacteriano (Figura 5.5). De esta forma, se

convierten en candidatas para realizar la Prueba 2 de inhibición de crecimiento.
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Figura 5.5: Inhibición de crecimiento de la cepa E

5.4.2. Inhibición de crecimiento en cepas de hongos

Se sometieron las cepas F, G, H, I y J a la Prueba 1 de Inhibición de crecimiento con

cuatro tratamientos que representan diferentes concentraciones de Harness descritas en la

metodología.

Se registró el crecimiento de la cepa F frente a los tratamientos en la Tabla 5.5.

Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 0a 1.549a 3.22a 4.96a
T2 0a 0b 0b 0b
T3 0a 0b 0b 0b
T4 0a 0b 0b 0b

Tabla 5.5: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa F, crecimiento en mm a diferen-
tes concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L),
T4 (1747.84 mg/L)

La Tabla 5.5 indica que esta cepa no presenta la capacidad de desarrollarse en condi-

ciones directas de acetoclor. Un caso similar se puede presentar en la Cepa G (Tabla 5.6).
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Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 0a 1.22a 3.48a 5.83a
T2 0a 0b 0b 0b
T3 0a 0b 0b 0b
T4 0a 0b 0b 0b

Tabla 5.6: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa G, crecimiento en mm a dife-
rentes concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L),
T4 (1747.84 mg/L)

La Tablas 5.5 y 5.6 muestran una amplia similitud entre las cepas F y G, tanto en

intolerancia al acetoclor como en velocidad de crecimiento en ausencia de este, por lo

tanto, estas se descartan para la Prueba 2 de inhibición de crecimiento. La cepa I presentó

un crecimiento muy lento y limitado, por ello, se descartó también para realizar la Prueba

2.

Por otro lado, la cepa H manifestó el siguiente crecimiento (Tabla 5.7) a diferencia de

las cepas F, G e I:

Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 1.42a 4.73a 7.86a 10.14a
T2 0a 0b 0b 0b
T3 0a 0b 0b 0b
T4 0a 0b 0.93b 1.13b

Tabla 5.7: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa H, crecimiento en mm a dife-
rentes concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L),
T4 (1747.84 mg/L)

Como se puede apreciar en la Tabla 5.7, el tratamiento T1 (testigo sin acetoclor),

presentó un crecimiento diferente a los demás tratamientos: T2, T3 y T4 (presencia de

acetoclor). A pesar de que el tratamiento T4 (25 % presencia de acetoclor a la recomen-

dación de fabricante), no mostró diferencias significativas con los demás tratamientos. Sin

embargo, se le considera para realizar pruebas exploratorias en la Prueba 2. La Figura 5.6

muestra una comparación gráfica del crecimiento entre tratamiento T1 y T4.
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Figura 5.6: Crecimiento de la cepa H en Pruebas de Inhibición de Crecimiento a diferentes
concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4
(1747.84 mg/L)

De acuerdo con la figura anterior (Figura 5.6), el tratamiento testigo (T1) (Figura 5.7)

presenta crecimiento a las 24 horas, que se puede considerar relativamente acelerado, sin

embargo, a comparación del T4 (24 % presencia de acetoclor a la recomendación de fabri-

cante) tiene crecimiento a las 72 horas, que representa un 11.83 % del crecimiento del T1.
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Figura 5.7: Inhibición de crecimiento de la cepa H, de izquierda a derecha: T1 (0 mg/L),
T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4 (1747.84 mg/L)

Se ha identificado que existe una correlación inversa entre las concentraciones de herbi-

cidas y el crecimiento del micelio de Glomus etunicatum, este fenómeno puede ser resultado

de la influencia del acetoclor sobre el metabolismo del hongo y en el mecanismo de provisión

de nutrientes [11].

En la Tabla 5.8, se muestran los resultados del crecimiento de la cepa J frente a los

cuatro tratamientos de la Prueba 1.

Como se observa en la Tabla 5.8, la cepa J presenta un crecimiento más rápido que las

otras cepas, sin embargo, entre tratamientos con acetoclor no se muestran diferencias

significativas. De acuerdo a esto, se puede definir que la cepa tiene un crecimiento diferente

frente a la presencia de acetoclor (Figura 5.8) pero, es indiferente a la concentración,

aunado a esto, se han seleccionado las cepas H y J para llevar a cabo la Prueba 2.
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Tratamiento Horas
24 48 72 96

T1 2.27a 5.56a 10.25a 25.75a
T2 0b 1.07b 1.62b 3.28b
T3 0b 0.82b 1.57b 3.27b
T4 0b 0.99b 1.45b 3.15b

Tabla 5.8: Pruebas de Inhibición de crecimiento de la cepa J, crecimiento en mm a diferentes
concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4
(1747.84 mg/L)

Figura 5.8: Crecimiento de la cepa J en Pruebas de Inhibición de Crecimiento a diferentes
concentraciones de acetoclor: T1 (0 mg/L), T2 (6999.38 mg/L), T3 (3495.69 mg/L), T4
(1747.84 mg/L)

En la Figura 5.8, se muestra una diferencia significativa entre el crecimiento del tratamiento

T1 (testigo) y los demás tratamientos T2, T3 y T4 que presentan acetoclor.Este es un efecto

positivo debido a que la cepa J a diferencia de las cepas F, G e I difícilmente presentaron

crecimiento en condiciones de acetoclor y a diferencia de la H, la J tiene un crecimiento

más rápido. Estudios han demostrado que el uso de acetoclor en el suelo puede causar
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un incremento en el desarrollo de hongos patógenos y provocar un brote de diverdad

enfermedades derivadas de estos [12].

Por lo tanto, se descartaron las cepas de hongos para realizar las pruebas de degradación

en medio líquido.

5.5. Conclusiones

Las cepas bacterianas A y B presentaron halo bacteriano y crecimiento inconsistente,

mientras que las cepas C, D y E presentaron un crecimiento acelerado y uniforme. En la

prueba 2 la cepa D mostró un crecimiento más lento que las cepas C y E, por lo tanto, se

toman C y E para realizar las pruebas de degradación en medio líquido.

Las cepas de hongos F, G e I no mostraron crecimiento en los tratamientos con presencia

de acetoclor, la cepa H presentó un crecimiento lento en el tratamiento 4 (25 %) a la

recomendación del fabricante y la cepa J tuvo el mayor crecimiento frente a los tratamientos

con acetoclor. Se consideró únicamente a la cepa C para pruebas de degradación de medio

líquido por tener un metabolismo más eficiente.
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Capítulo 6

Evaluación de la asimilación (in vitro)

de acetoclor como única fuente de

carbono de los microorganismos aislados

de suelos con historial de acetoclor

En capítulo 6 evalúa la asimilación (in vitro) de acetoclorcomo única fuente de carbono

de los microorganismos con actividad biológica más eficiente. Este apartado se desarrolla

de la misma forma que el capítulo 5.

6.1. Introducción

Algunos ejemplos reportados como degradadores de plaguicidas son los basidiomicetos y

bacterias tales como las gamma-Proteobacteria (Pseudomonas, Aerobacter, Acinetobacter,

Moraxella, Plesiomonas), beta-Proteobacteria (Burkholderia, Neisseria), alfaproteobacte-

rias (Sphingomonas), actinobacterias (Micrococ- cus) y Flavobacterias (Flavobacterium)

[1].

En el estudio de Liu et al.(2022) [2], se aisló la cepa bacteriana Cupidesulfovibrio sp. de

un lodo activado anaeróbico, su ruta de degradación ataca el enlace C-Cl del acetoclor por

medio de la reducción de sulfato a sulfuro. Posteriormente, forma acetochlor-thioalcohol

73
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and dis-S-acetochlor abióticamente, por lo tanto, la cepa SRB-5 presenta un alto potencial

de aplicación en la biorremediación compuestos chloroacetamidae.

6.2. Procedimientos experimentales

En este estudio, se generó biomoasa de las cepas C y E en medio de Wright líquido para

realizar un ejercico de cuantificación de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) por el

número más probable. Se propone que un mecanismo de acción tiene lugar en la asimilación

de acetoclor como fuente de carbono, por lo que, se montó un ensayo de degradación en

medio líquido las cepas, sustituyendo el manitol por acetoclor según Delgado González,

2022) [3]. Posteriormente, se pesó la biomasa generada y se determinó la concentración de

acetoclor por espectrofometría de Luz UV-Vis [4].

6.2.1. Prueba de cuantificación de Unidades Formadoras de Co-

lonias (UFC) por el método del Número más Probable

(NMP)

Para esta prueba se llevó a cabo una siembra por dilución en serie, que consistió en

preparar y esterilizar 6 tubos falcon con 9 mL de agua destilada cada uno por cepa.

Posteriormente, se tomó una asada del cultivo, se disolvió en un tubo con 9 mL de agua,

se denominó 10−1, se extrajo 1 mL de este tubo, se insertó en otro con 9 mL de agua

destilada (10−2), se agitó, se extrajo nuevamente 1 mL del tubo, se vertió en otro y así

sucesivamente hasta realizar la dilución 10−5. Finalmente se sembró 1 mL de las diluciones

10−3, 10−4 y 10−5 en cuatro repeticiones cada una [5].

6.2.2. Crecimiento de biomasa en medio líquido

Una vez que se definió la cepa con mejor crecimiento, se prosiguió a hacer la prueba de

generación de biomasa en medio líquido para su cuantificación.

Para realizar esta prueba, se preparó medio de Wright líquido (30 mL) en 6 matraces de

Erlenmeyer y 2 blancos. Se tomó una asada por matraz (sin tomar en cuenta los blancos)
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y se disolvió en cada una de las repeticiones. Se incubaron a una temperatura de 28 °C con

agitador (100 rpm). A las 24 horas, se pesaron los tubos (esterilizados), se registró su peso,

se vertió el medio de Wright dentro de tubos de falcon de 50 mL, se centrifugaron a 5000

rpm, con una temperatura de 15°C por 17 minutos. Después, se descartó el sobrenadante

y se volvieron a pesar [3].

6.2.3. Pruebas de Degradación en Medio Líquido con Acetoclor

Se llevó a cabo una siembra por triplicado de la cepa C en medio líquido en presencia

de acetoclor como única fuente de carbono a una concentración de 2500 mg/mL de i.a;

Se Tomaron muestras cada 12 horas, se pesaron tubos de falcón para centrifugar de 50

mL, se centrifugaron las muestras, se volvieron a pesar para determinar la biomasa en

peso húmedo y el sobrenadante se guardó para determinar la concentración de acetoclor

de acuerdo a su espectro de absorbancia por medio de un espectrofotómetro de luz UV-Vis

de acuerdo con la metodología propuesta por Fu et al. (2019). [4].

Por otro lado, se propone utilizar métodos ópticos para la detección y cuantificación

de acetoclor en un medio (suelo y agua) de acuerdo a la metología reportada en FuSe

escanearon una serie de soluciones estándar de acetoclor (20, 35, 50, 75 y 100 mg/L) a

190–350 nm con un espectrofotómetro UV-vis (Figura 6.1) y la longitud de onda de ab-

sorción característica fue de 215 nm [4].
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Figura 6.1: Medición de la concentración de Acetoclor por Espectrofotometría de luz UV-
Visible [4]

6.3. Resultados

6.3.1. Prueba de cuantificación de Unidades Formadoras de Co-

lonias (UFC) por el método del Número más Probable

(NMP)

Los resultados del conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por el número

más probable de las cepas C y E se reportan en la Tabla 6.1.

Conteo de UFC No. más probable
Cepa C 3.3 x10-8 UFCg-1mL-1
Cepa E 4.5x10-8 UFCg-1mL-1

Tabla 6.1: Conteo de UFC de Bacteria de las cepas C y E.
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6.3.2. Pruebas de Degradación en Medio Líquido de la cepa C y

Acetoclor

Los resultados de las lecturas de las pruebas de degradación en medio líquido del peso

húmedo de la biomasa vs la concentración de acetoclor se presenta en la Figura 6.2.

Figura 6.2: Prueba de Degradación de Medio Líquido de la Cepa C vs Acetoclor

La Figura 6.2. indica una concentración inicial de la bacteria que llega a un crecimiento

máximo a las 36 horas y comienza a descender, lo que indica un comportamiento normal

de un organismo. En contraste con el acetoclor, este comienza con una concentración

aproximada de 2500 mg/mL, su concentración mínima llega a las 24 horas y se asume que

se genera un compuesto similar detectado por el espectrofotómetro. Por lo tanto, a medida

que la biomasa aumenta, la concentración disminuye.

De acuerdo con este comportamiento, propone que la cepa C asimila el acetoclor a su

metabolismo y biomasa, y por medio de un mecanismo de acción, genera un compuesto

similar.
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6.3.3. Pruebas de Degradación en Medio Líquido de la cepa E y

Acetoclor

Los resultados de las lecturas de las pruebas de degradación en medio líquido del peso

húmedo de la biomasa vs la concentración de acetoclor en la cepa E se presenta en la

Figura 6.3.

Figura 6.3: Prueba de Degradación de Medio Líquido de la Cepa E vs Acetoclor

En la Figura 6.3. se puede apreciar un comportamiento más constante, al igual que la

cepa C, la concentración de acetoclor es inversamente proporcional al crecimiento de la

biomasa, es decir, a medida que aumenta la cantidad de biomasa de la cepa, disminuye

la concentración de acetoclor. En este caso, se propone la presencia de un mecanismo

de acción, ya que las cepas asimilan el acetoclor presente como única fuente de carbono

para su desarrollo. Sin embargo, se observa que las lecturas de concentración de acetoclor

aumentan su valor al disminuir la biomasa, por lo que se conjetura que las cepas producen

un metabolito con características ópticas similares al acetoclor, que es detectado por el

espectrofotometro de luz UV-Vis.
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6.4. Discusiones

Se escanearon una serie de soluciones estándar de acetoclor y se definió un ancho

de banda de 190–350 nm en un espectrofotómetro de luz UV-vis [4], por lo tanto, las

lecturas realizadas para calcular la concentración de acetoclor se encontraban en ese pico

de absorción.

A partir del estudio de Li et al. (2013) [6], donde se reporta el aislamiento de dos

cepas bacterianas Sphingobium quisquiliarum DC-2 y Sphingobium baderi DE-13 de un

lodo con acetoclor, generan una ruta de degradación de acetoclor (Figura 6.4) en la que

por medio de N-desalquilización, se forma un compuesto denominado 2-cloro-N-(2-metil-

6-etilfenil)acetamida (CMEPA) y posteriormente por medio de escisión del enlace amida,

se forma 2 methyl-6 -ethylaminophenol (MEA).

Figura 6.4: Ruta de degradación de acetoclor [6]

6.5. Conclusiones

De acuerdo con lo anterior, se puede hacer la proposición de que existe la posibilidad

de que las cepas bacterianas C y E al metabolizar el acetoclor, producen uno de los com-

puestos anteriormente mencionados y estos son detectados por el espectrofotómetro, sin
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embargo, se requiere de realizar más estudios para determinar su aislamiento, identifica-

ción y caracterización exacta, y definir su inocuidad para corroborar que existe un proceso

de biorremediación.

6.6. Literatura Citada

[1] Velázquez-Fernández, J.B., Martínez-Rizo, A.B., Ramírez-Sandoval, M., Domínguez-

Ojeda, D. (2012). Biodegradation and Bioremediation of Organic Pesticides. In: R.P.

Soundararajan (Ed.). Pesticides-Recent Trends in Pesticide Residue Assay. InTech. Ri-

jeka, Croatia. pp. 253-272

[2] Liu, J., Zhao, S., Wu, N., Hu, G., Qiu, J., He, J., Qiao, W. (2022). Sulfate-Dependent

Anaerobic Degradation of Herbicide Acetochlor by a Sulfate-Reducing Bacterium Cupide-

sulfovibrio sp. SRB-5. Journal of Agricultural and Food Chemistry.

[3] Delgado González, C. R. (2022). Propuesta para un modelo de biorremediación de

suelos salino-sódico con la lavanda (Lavandula angustifolia Mill.) asistida mediante bioes-

timulación de un consorcio bacteriano nativo del género Bacillus spp.

[4] Fu, Y., Li, Y., Hu, J., Li, S., Qin, G. (2019). Photocatalytic degradation of acetochlor

by -Fe2O3 nanoparticles with different morphologies in aqueous solution system. Optik,

178, 36-44.

[5] Islas-Pelcastre, M. (2013). Propuesta de un modelo biológico de remediación en suelos

agrícolas contaminados por atrazina.

[6] Li, Y., Chen, Q., Wang, C.-H., Cai, S., He, J., Huang, X., Li, S.-P. (2013). Degradation

of acetochlor by consortium of two bacterial strains and cloning of a novel amidase gene

involved in acetochlor-degrading pathway. Bioresource Technology, 148(0), 628–631.



Capítulo 7

Conclusiones Generales

En esta sección del trabajo de tesis se dan las conclusiones que se derivan de cada

objetivo específico efectuado y descrito en cada capítulo, se exponen a continuación. El

suelo con antecedente de acetoclor, a una concentración de 0.21142 mg/mL, presenta un

pH neutro, efectos despreciables de salinidad y textura franca, por lo tanto, es un ambiente

óptimo para el desarrollo de microorganismos y del cultivo.

El acetoclor a una dilución de Harness® de 1:2500 presenta una absorbancia de 0.023 u.a.

de luz UV-Vis y se ubica en un ancho de banda de 265-285 nm.

Del suelo se aislaron cinco cepas bacterianas y cinco cepas de hogos, por lo que, el suelo

presenta las condiciones para el desarrollo de estos organismos.

En el caso de hongos, su crecimiento se presentó a las 48 horas en las diluciones 10−3 y 10−5;

sus carcaterísticas generales se presentaron entre tipo de hongo micelio o levadura; tamaño

pequeño, mediano o grande; color Marrón, Gris cenizo/pardo, Marrón o Naranja; superfi-

cie algodonosa, arrugada o gomosa; densidad opaca o irregular; forma circular o orregular;

margen ondulado o plano y elevación elevada o plana. Para bacterias, su crecimiento fué

acelerado (<24 horas) entre las diluciones 10−3 y 10−4 la descripción morfológica presentó

por lo menos una característica diferente entre cepas, foma de colonia circular o irregular;

elevación convexa, efusa o umbonada; borde entera o rizada; superficie lisa o concéntrica

y todas pertenecen al grupo Gram +.

A continuación, en pruebas de inhibición de crecimiento, as cepas de hongos H y J presen-

taron crecimiento frente a condiciones de acetoclor, sin embargo, el crecimiento comparado
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con el testigo sin acetoclor, era significativamente menor. Las cepas C y E presentaron un

crecimiento más eficiente sin halo de inhibición. La cepa C asimila el acetoclor a su me-

tabolismo y aumenta su biomasa a aproximadamente 1 g a las 36 horas y disminuye la

concentración de acetoclor (0.1-0.2 g/mL) a las 24 horas. La cepa E mantuvo un com-

portamiento constante. La concentración de acetoclor disminuyó aproximadamente (0.5

g/mL) a las 24 horas y la biomasa aumentó (0.2-0.5 g) a las 24 horas. Por lo tanto, la cepa

C presenta un crecimiento y desarrollo más eficiento. A partir de lo anterior, se realiza la

proposición de que se presenta un mecanismo de acción, generando un compuesto similar

reportado por Li et al. (2013), como 2-cloro-N-(2-metil-6-etilfenil)acetamida (CMEPA), y

posteriormente se convierte en 2-metil-6-etilanilina (MEA).
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Trabajo a futuro

1. Identificación molecular de consorcio bacteriano autóctono de suelo con historial de

acetoclor.

2. Diseño de un quimio sensor selectivo hacia acetoclor para permitir su cuantificación

e identificación.

3. Aislamiento e identificación de anabolitos resultantes de la secuencia de degradación

de acetoclor por género Rhizobium.

4. Establecimiento de bioensayo en invernadero de biorremediación de suelo contami-

nado por acetoclor utilizando una cepa previamente aislada.
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Anexos

9.1. Protocolo de muestreo de suelo

Zianya Gomez Soto

Objetivo

Definir las características físico-químicas y biológicas de un suelo utilizado para la

producción de maíz con antecedentes de acetoclor.

Justificación

El uso inadecuado de herbicidas como acetoclor para cultivo de maíz, ha provocado

altos niveles de perturbación en suelos productivos, convirtiéndose en una amenaza para el

bienestar de las comunidades y los ecosistemas. Dentro de estos suelos alterados se pueden

encontrar diversos microorganismos que poseen la capacidad de degradar estos contami-

nantes y biorremediar el suelo. La interrogante que se busca resolver es la identificación

de estos microorganismos localmente adaptados y evaluar su potencial de degradación de

residuos de acetoclor.
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Evaluación de la conformidad para muestreo de suelos

De acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000 Que establece las especificaciones de

fertilidad, salinidad y clasificación de suelos, estudio, muestreo y análisis, el muestreo de

suelos es un procedimiento para la obtención de una o más muestras representativas de un

terreno. El muestreo se realizará con base en los parámetros a ser evaluados. Mediante el

muestreo la heterogeneidad de los parámetros del suelo a ser evaluados puede ser estimados

en su valor promedio, colectando un determinado número de muestras. Realizar el siguiente

procedimiento en un suelo para producción de maíz con aplicación de acetoclor y en un

suelo fuera de la producción para ser utilizado como testigo.

Equipo y material

El material y equipo mínimo necesario para la colecta de muestras de suelo en campo

es:

1. Barrena de cilindro cerrado o pala recta. La herramienta de muestreo debe garantizar

que la muestra obtenida tenga el mismo volumen en espesor y profundidad, de un

tamaño suficiente que facilite y permita la formación de las muestras compuestas, que

sea fácil de limpiar, resistente al desgaste, útil en suelos arenosos secos y en arcillosos

húmedos, y que no contamine las muestras con impurezas. La barrena debe ser fácil

de manejar y permitir rapidez en el muestreo.

2. Bolsas de plástico transparente con capacidad para dos kilogramos de suelo

3. Marcadores de tinta indeleble

4. Plano, mapa o fotografías de la zona y fotografías aéreas.

Unidades de muestreo

La unidad de muestreo debe ser un área donde el tipo de suelo en cuanto a textura,

color, pendiente, cultivo, manejo, etc., sea aparentemente homogéneo.

La unidad de muestreo debe ser utilizada para la producción de cultivo de maíz y debe

tener antecedentes de aplicación de acetoclor de 5 años al presente, independiente de la
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temporada de aplicación y del cultivo.

Las unidades de muestreo pueden tener una extensión de dos a ocho hectáreas si el área

en cuestión es muy homogénea.

Ubicación de sitios de muestreo

El muestreo más práctico es en zig-zag, este inicia por un lado del terreno, escogiendo

al azar el punto de partida para definir el plano del muestreo que cubra homogéneamente

la unidad de muestreo. Ya definido el plano de muestreo se decide la distancia entre 5

puntos de muestreo.

Profundidad del muestreo

El muestreo en la mayoría de los cultivos se recomienda realizara una profundidad entre

0-25 cm. Es importante señalar que la profundidad comienza a contar después de haber

removido los residuos orgánicos no descompuestos.

Muestra final

La muestra final se debe preparar con submuestras que contengan un mismo volumen

de suelo y podrán ser sometidas a un buen proceso de homogeneización.

La homogeneización de las submuestras debe realizarse dentro de un recipiente grande de

plástico o lona, evitando la contaminación con otros materiales. El mezclado dentro de la

tina de plástico o lona se realiza con una pala de aluminio o de acero inoxidable, de uso

manual.

Después del mezclado de las muestras se forma una torta circular, la que se divide en

cuatro partes, de las cuales se desechan dos cuartos opuestos y con los dos restantes se

repite el proceso de mezclado indicado anteriormente.

Repetir el proceso tantas veces como sea necesario, hasta que la muestra final tenga un

peso de 1.5 kg. Guardar las muestras en bolsas de plástico estéril (Nasco-whirl-pak®) de

1 kg etiquetada para análisis microbiológico.

Anexar información acerca de la dosis de aplicación de acetoclor en el cultivo de maíz,
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época de aplicación, malezas que se controlan, manejo en general del suelo y del cultivo y

características climáticas de la región.

Transporte

Debe evitarse que las muestras colectadas sean expuestas directamente al sol o a otras

fuentes de calor durante su transporte, el que debe ser en el menor tiempo posible. Ade-

más, se debe reducir el riesgo de eventuales contaminaciones externas durante el envío al

laboratorio.

Etiqueta

Fecha de muestreo:

Número de muestra:

Nombre:

Interesado: Ing. Zianya Gómez Soto

Nombre del propietario:

Coordenadas:

Nombre del sitio:

Dirección:
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9.2. Ficha Técnica de Acetoclor

Figura 9.1: Ficha Técnica de Acetoclor, pág. 1.
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9.3. Memoria en Extenso del Congreso Academia Jour-

nals Fresnillo 2022

Figura 9.2: Gómez Soto, Z., Madariaga Navarrete, A., Islas Pelcastre, M., Aquino Torres,
E., Prieto Méndez, J., Delgado González, C. R. (2022). Presencia de Bacillus en Suelo con
Antecedente de Acetoclor.Congreso Academia Journals Fresnillo 2022. (p.355–359). Fres-
nillo, Zacatecas, México.: Artículos del Congreso Internacional de Investigación Academia
Journals Fresnillo 2022. ISSN online 1946-5351.
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9.4. Artículo publicado en la revista South Florida Jour-

nal of Development

Figura 9.3: Gómez Soto, Z., Madariaga Navarrete, A., Vázquez Alarcón, A., Islas Pelcastre,
M., Aquino Torres, E., Prieto Méndez, J., Delgado González, C. R. (2022). Aislamiento
de consorcio bacteriano localmente adaptado a suelo con antecedentes de acetoclor. South
Florida Journal of Development, 3(2), 2699–2707. ISSN 2675-5459.


