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1. INTRODUCCION

Las actividades humanas han generado diferentes impactos negativos a todos los niveles de
organizacion biologica, entre ellos la liberacion de una gran cantidad de materiales y sustancias
contaminantes. Se estima que, a nivel mundial, mas de mil millones de libras (450 millones de
kilogramos) de sustancias potencialmente toxicas se liberan anualmente al aire, al agua y al suelo.
A lo largo de la historia se han generado mas de seis millones de compuestos quimicos denominados
como xenobioticos, adicionalmente cada afio se generan mas de 1,000 nuevos compuestos,
actualmente entre 60-95 mil sustancias quimicas se encuentran en uso comercial (Shukla et al.,
2010; Brusseau y Artiola, 2019).

Entre este basto catalogo de productos quimicos se encuentran los plaguicidas, definidos como
cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se utilizan para controlar diferentes tipos plagas, en
la agricultura moderna utiliza ampliamente, en la mayoria de las areas de produccion de cultivos, a
los pesticidas quimicos para controlar las plagas de los cultivos, evitando la disminucién del
rendimiento y la calidad de los productos agricolas, asi como en el procesamiento, almacenamiento,
transporte y comercializacion de alimentos (FAO, 2015; Bonner y Alavanja, 2017; Damalas, 2019;
FAO, 2015; Sheahan et al. 2017). Por lo que, los plaguicidas son agroquimicos muy importantes
para la produccidn, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos (FAQO,
2002; Engindeniz, 2008). Sin embargo, debido a su naturaleza quimica y toxicidad estos compuestos

pueden poner en peligro el suministro de alimentos, la salud y el bienestar humanos.

El empleo de los plaguicidas ha mejorado la calidad de vida de las personas, al salvar millones de
vidas durante la lucha contra enfermedades infecciosas trasmitidas por vectores como la malaria, la
fiebre amarilla y el tifus. Ademas, el uso de plaguicidas en la agricultura moderna ha mejorado el
rendimiento de los cultivos al controlar las plagas de interés econémico (Gouma, 2009). Sin

embargo, la aplicacién de plaguicidas también ha generado efectos adversos a las diferentes formas



Centro de Investigacién en Biotecnologia

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

CEIB

CENTRO DE INVESTIGACION
EN BIOTECNOLOGIA

de vida y a los ecosistemas en general, lo que dependera del grado de sensibilidad de los organismos
y de los efectos toxicos de los plaguicidas (CICOPLAFEST, 2004).

Los informes de la Organizacién de las Naciones Unidas estiman que, de todos los plaguicidas
usados en la agricultura, entre el 1 y el 10% alcanza los cultivos y el resto termina contaminando el
suelo, el aire y principalmente, el agua (Gamon et al., 2003, Shalaby y Abdou, 2010). Por lo que es
de suma importancia realizar acciones de monitoreo, para detectar su presencia y persistencia
ambiental, caracterizacion de su toxicologia sobre organismos no blanco, incluido el ser humano
(Arshad et al., 2016; Fernandez et al., 2020) y en funcion de los resultados de estos estudios proponer
cambios regulatorios de su uso en la legislacion (Zikankuba et al., 2019; Abou-Zeid et al. 2020;
Kudsk y Mathiassen, 2020) y estrategias de remediacion de sus impactos ambientales (Morillo y
Villaverde, 2017; Rajmohan et al., 2020).

En el contexto nacional, estan autorizados para su uso agricola y comercial formulaciones de
plaguicidas que por su toxicidad y potencial contaminante han sido prohibidas en diferentes paises
del mundo, incluyendo insecticidas organoclorados como el endosulfan (prohibido en 79 paises) y
DDT (prohibido en 75 paises), y organofosforados el paration metilico (prohibido en 59 paises), asi
como herbicidas de la familia de las triazinas como atrazina (prohibido en 35 paises) (Bejarano-
Gonzalez, 2017). Reciente el herbicida glifosato, ingrediente activo del “Roundup” herbicida
comercial mas utilizado a nivel mundial, fue clasificado como potencialmente cancerigeno para los
humanos por la Agencia Internacional para la investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés), en México, en diciembre de 2020 se decreto la prohibicion total de uso en el campo nacional
para el afio 2024, por lo que es de suma importancia establecer estrategias para la eliminacion y
restauracion de los sitios contaminados por este herbicida, asi como para la eliminacién de los

pasivos ambientales que se generaran como resultado de su prohibicién en el territorio nacional.
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Los dafios que los diferentes plaguicidas causan al ambiente y a la salud, asi como la existencia de
plaguicidas obsoletos, hacen necesario el desarrollo de tecnologias que garanticen su eliminacion
de una manera segura, eficiente y de bajo costo. Dentro de las tecnologias existentes se encuentran
los tratamientos fisicos y quimicos. Sin embargo, los tratamientos bioldgicos prometen ser
eficientes, mas econdémicos y seguros, debido a que se llevan a cabo mediante diferentes tipos de
reacciones catalizadas por enzimas de microorganismos especificos (Ortiz-Hernandez et al., 2013).

Los estudios de biorremediacion se han enfocado en el aislamiento, identificacion y caracterizacion
de cepas bacterianas o consorcios capaces de degradar plaguicidas, posteriormente se han llevado a
cabo estudios de genémica ambiental, los cuales se enfocaron en la caracterizacién de cepas a través
del marcador 16S RNAr y el establecimiento de propuestas para las vias de degradacion de
plaguicidas (Symons y Bruce 2006). Sin embargo, este conocimiento no es suficiente para predecir

el comportamiento de los organismos durante el proceso de biodegradacion.

Recientemente se han desarrollado otros estudios relacionados con el proceso de biodegradacion,
tales como la regulacion transcripcional, el comportamiento cinético y la relacion estructura-funcion
de las enzimas involucradas en el proceso (Diaz y Prieto 2000; Tropel y van der Meer 2004; de
Melo Plese et al. 2005; Svedruzic” et al. 2005). Lo anterior debido a que los procesos de
biodegradacion son susceptibles de ser aplicados en la biorremediacion de sitios contaminados.
Idealmente, las estrategias de remediacion deben ser disefiadas con base en el conocimiento de los
microorganismos presentes en los sitios contaminados, sus habilidades metabdlicas y su respuesta

a las condiciones ambientales (Rodriguez et al., 2020).

Los métodos para secuenciacion del ADN han hecho posible el analizar la expresién de genes bajo
diferentes condiciones ambientales (transcriptoma), identificar las proteinas que son expresadas

(proteémica) y caracterizar metabolitos secundarios de bajo peso molecular (metabolomica).
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Particularmente la transcripcion es un paso esencial en la expresion de genes y su comprension es

de gran interés en la biologia molecular y celular. La investigacion en esta area es indispensable

para descifrar los elementos funcionales del genoma y determinar cuando los genes son expresados

y de qué forma son regulados. Entender la expresion de genes que coordina la respuesta a la

biodegradacion de los plaguicidas puede ayudar a identificar muchos procesos bioldgicos. El

analisis de los cambios en la expresion de genes que acompafia a la exposicién de las bacterias a los

plaguicidas, ayudara a caracterizar las posibles perturbaciones en la transcripcion de genes y conocer

los mecanismos moleculares involucrados en la degradacion de los plaguicidas (Rodriguez et al.,

2020).
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2. ANTECEDENTES

En el Laboratorio de Investigaciones Ambientales del Centro de Investigacion en Biotecnologia de
la Universidad Auténoma del Estado de Morelos, se han desarrollado diferentes trabajos
relacionados con el aislamiento de cepas bacterianas de suelos agricolas que han recibido contantes
aplicaciones de plaguicidas para el control de plagas. Estas cepas se han caracterizado por su
eficiencia de degradacion de plaguicidas organofosforados, a través de la realizacion de cinéticas de
crecimiento y degradacion, ademas de establecer las condiciones ambientales a las cuales estas
cepas tienen mejor actividad degradadora, tanto en sistemas de células en suspension como

inmovilizadas sobre diferentes soportes organicos e inorganicos.

En particular dos cepas bacterianas Gram-negativas pertenecientes al género Burkholderia,
Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2, han demostrado
alta eficiencia en la degradacion de plaguicidas organofosforados, como el paratién metilico y al 4-
nitrofenol principal metabolito derivado de su degradacion, compuesto quimico altamente tdxico
para la mayoria de los microorganismos del suelo. En condiciones de laboratorio, las cepas fueron
cultivadas en medio mineral suplementado con el plaguicida paration metilico como Unica fuente
de carbono, como resultado de los experimentos se observo que el metabolito 4-nitrofenol aparece
inmediatamente en el medio cultivo como producto de la hidrolisis del plaguicida mediada por estos
microorganismos, y posteriormente comienza una disminucién de su concentracion hasta
desaparecer totalmente, en tiempos de degradacion muy cortos, menores a 12 horas, lo que indica
que los aislados no so6lo son capaces de hidrolizar el plaguicida sino que también utilizar el producto
de la hidrdlisis como fuente de carbono y energia. Aunque estas cepas son del mismo género y estan
muy relacionadas filogenéticamente, presentan diferencias importantes en la velocidad de
degradacion del paration metilico y del 4-nitrofenol (Fernandez-Lopez et al., 2017; Popoca-Ursino

et al., 2017). Adicionalmente, se cuenta con el genoma completo de las dos cepas (Tabla 2), lo que
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ha permitido analizar los posibles genes que codifican para proteinas que catalizan las reacciones
de degradacion, asi como estudios transcriptomicos de las cepas expuestas a paration metilico
(Castrejon-Godinez et al., 2019; Ortiz-Hernandez et al., 2021).

Tabla 2. Datos obtenidos del ensamblado de los genomas de las cepas de Burkholderia sp.

) ) Longitud Numero de .
Cepa Bioproject ) Referencia
Total (pb) Contigs

B. zhejiangensis CEIB S4-3  PRINA264584 7,666,841 154 Hernandez-Mendoza et al., 2014
B. cenocepacia CEIB S5-2  PRINA301637 8,976,170 109 Martinez-Ocampo et al., 2016

Se ha reportado la capacidad de cepas del género Burkholderia en la biodegradacion del glifosato
tales como Burkholderia caryophilli (Dotson et al. 1996), Burkholderia pseudomallei (Norris et al.
2009), Burkholderia multivorans (Li et al. 2013), y recientemente Burkholderia vietnamiensis
(Monogaran et al., 2018). El glifosato se biodegrada a través de dos rutas, la via de la sarcosina y la
via del &cido aminometilfosfonico (AMPA), la via de la sarcosina inicia con la accion de una enzima
carbdn-fosforo liasa (C-P liasa), que corta directamente el enlace carbono-fosforo del glifosato para
producir sarcosina, metabolito que posteriormente se degrada a glicina y formaldehido por la accion
de la enzima sarcosil oxidasa, por otro lado, a través de la via AMPA, el glifosato se degrada a
AMPA y glioxilato por la accién de la enzima glifosato oxidoreductasa, dependiente de FADH™,
qgue rompe el enlace C-N de la molécula, posteriormente una C-P liasa transforma a AMPA a
metilamina, liberando el fésforo, o es convertida a formilfosfonato via transaminacion y finalmente
el formilfosfonato se degrada a formaldehido por la accion de una fosfonatasa (Castrejon-Godinez
etal., 2021).
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3. JUSTIFICACION

El glifosato (GP) es un compuesto organofosforado que tiene un enlace carbono-fésforo (C-P) muy
estable en su molécula. Es un ingrediente activo en diferentes formulaciones herbicidas comerciales
como, Roundup, Roundup Ultra, Rodeo, Glycel, Ground Bio, o Faena en México, entre otras marcas
alrededor del mundo, estos herbicidas son ampliamente utilizados en agricultura para la eliminacion
de malezas anuales y perennes. Desde el inicio de su comercializacion (1974) al afio 2014, se estima
que se han utilizado alrededor de 8.9 billones de kilogramos de herbicidas basados en glifosato como
principio activo, incrementando significativamente su aplicacion a partir del surgimiento de los
cultivos genéticamente modificados de soya y maiz tolerantes al glifosato “Roundup Ready” en la
década de los 90°s, desplazando a otros herbicidas. El glifosato y los formulados herbicidas que lo
contienen generan efectos adversos a diferentes niveles del ecosistema, desde los microorganismos
del suelo, los insectos, los mamiferos y los seres humanos. El glifosato presenta una alta capacidad
para acumularse en el suelo y causar efectos negativos efectos sobre la salud humana y el ambiente,
la presencia del herbicida en suelos contaminados se ha detectado hasta dos afios posteriores a su
aplicacion. Se ha reportado que la exposicién al glifosato se relaciona con la degradacion de las

células hepaticas, mutaciones genéticas, y cambios estructurales a nivel de los cromosomas.

Por lo tanto, es importante desarrollar estrategias para la degradacion del glifosato en el suelo
mediante la biorremediacion. La biodegradacion de glifosato por microorganismos autéctonos o
introducidos puede ser una alternativa eficaz para su eliminacion de suelos y aguas contaminados.
Sin embargo, los datos actualmente disponibles sobre las vias metabolicas de biodegradacion de
este tipo de herbicidas por microorganismos, asi como las estrategias moleculares que emplean para

resistir sus efectos adversos son limitados.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficiencia de degradacion de glifosato en un sistema de camas bioldgicas para dos
cepas de Burkholderia (Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia cenocepacia CEIB
S5-2), y evaluar los cambios transcripcionales y de la expresion diferenciada de proteinas en ambas
cepas como respuesta a la exposicién a glifosato para identificar genes y proteinas relacionados al

mecanismo de degradacion y respuesta al estrés quimico generado por el plaguicida en la célula.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar de la capacidad de las cepas de Burkholderia para la biodegradacion de
glifosato in vitro.

2. Evaluar los mecanismos de biodegradacion de glifosato y de respuesta a los efectos
derivados de la exposicion al herbicida en las cepas evaluadas a través de analisis
transcriptomicos.

3. Evaluar la eficiencia de biodegradacion de glifosato a través de un sistema de camas
bioldgicas, para residuos en suelo o tratamiento de pasivos ambientales de glifosato
derivados de la prohibicion de su uso en México.
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5. ESTRATEGIA METODOLOGICA

5.1.Glifosato

Las investigaciones del presente proyecto se realizaron utilizando la formulacion comercial de
glifosato conocida como FAENA® en Mexico. Las concentraciones utilizadas fueron 100, 200, 500
y 1,000, 1,500, 2,000, 4,000 y 6,000 mg/L. Asimismo, se utilizaron concentraciones de 50, 100 y
200 mg/L del herbicida (Chem Service, West Chester, PA, USA) con una pureza mayor a 98%.

5.2. Metal pesado

En los experimentos de resistencia bacteriana a glifosato en placas de agar, se utilizé como control
de inhibicion y referencia de toxicidad CdSO4 (Cd*?) el cual inhibe el crecimiento de Burkholderia
zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2.

5.3.0btencion de inoculo de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia
cenocepacia CEIB S5-2

Para la obtencidon de los indculos bacterianos ambas cepas, Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3
y Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2, fueron cultivadas en matraces de 125 mL con medio de
cultivo caldo de soya tripticaseina (CST) durante un tiempo de 18 horas a 30°C y 120 rpm.
Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugacion, lavadas dos veces con una
solucion de NaCl 0.8% (p/v), y la suspensidn celular bacteriana se ajusté a una densidad Gptica de
0.5 a 600 nm, esta suspensiodn celular fue utilizada como indculo para las pruebas de degradacién

de glifosato.
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5.4. Evaluacion de la capacidad de crecimiento y degradacion de glifosato por las cepas
bacterianas

Las pruebas de crecimiento y degradacion de glifosato se realizaron por triplicado, en matraces de
125 mL con 50 mL de medio de sales minerales (MMSM), con la siguiente composicion en g/L:
K2HPOy4, 0.82; KH2PO4, 0.19; MgS0O4.7H20, 0.20; KNO3, 2.0; (NH4)2S04, 0.99. Por cada litro de
MSM, se agregaran 2 mL de una solucion de elementos traza, con la siguiente composicién: HzBOs,
2.8; MnS04.H20, 2.55; CuS04.5H:0, 0.17; CoCl».6H20, 2.43; ZnS04.7H-0, 0.25; pH 7.00 + 0.05
(modificado de Yafiez-Ocampo, 2009) y suplementado con concentraciones de 100, 200, 500 y
1,000, 1,500, 2,000, 4,000 y 6,000 mg/L del herbicida comercial (FAENA, Monsanto Comercial, S.
de R. L. de C.V.), y con el herbicida a una pureza superior al 98% con las concentraciones de 50,
100y 200 mg/L, como unica fuente de carbono, y utilizando como controles los cultivos bacterianos
sin el herbicida. EI proceso de incubacion de los cultivos se realiz6 en 48 horas, en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion utilizadas para obtencion de los inéculos bacterianos,
durante el desarrollo de las cinéticas de crecimiento y degradacion se tomaron muestras de 2 mL
cada 2 horas, durante las primeras 12 horas del cultivo y cada 12 h hasta concluir la cinética, para
la medicion del crecimiento a una longitud de onda de 600 nm y la determinacion de la

concentracion glifosato remanente en el cultivo (10 muestras totales).

Para la determinacion de glifosato mediante UHPLC, la muestra de cultivo fue centrifugada a 14,000
rpm para eliminar el paquete celular, el sobrenadante conteniendo el glifosato fue congelado y
mantenido en almacenamiento a -20°C, para su posterior derivatizacion quimica con el grupo
Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) para permitir su determinacién a través de UHPLC, utilizando
una columna C18 y un detector UV-Vis a una longitud de onda de 260 nm. Este ultimo paso
metodologico no se logro realizar debido a que los compuestos requeridos para la derivatizacion

(Fmoc) y para la deteccion del producto principal de degradacion, acido aminometilfosfonico
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(AMPA), no han sido suministrados por el proveedor, se espera recibirlos en las proximas semanas,
lo que permitira concluir con esta fase del proyecto.

5.5. Concentracion Minima Inhibitoria en presencia de glifosato

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la concentracion minima en la se inhibe
el crecimiento bacteriano en presencia de glifosato. El ensayo se realizd de la siguiente manera, se
tomo una colonia aislada de cada cepa y se resembré en dos matraces con 50 mL de caldo de soya
tripticaseina (CST) a 30°C a 100 rpm durante 12 horas, hasta obtener una densidad 6ptica de 0.5
(600 nm). Posteriormente, se tomd 1 mL de los cultivos y se mezclé con 9 mL de Agar de Soya
Tripticaseina (AST) tibio, las mezclas fueron vertidas en cajas Petri, una vez gelificado el agar se
agregaron 5 pL de H20 destilada como control negativo de inhibicion y diferentes concentraciones
de glifosato (100 a 6000 mg/L y el compuesto a la concentracion del formulado comercial). Las
concentraciones fueron inoculadas en las cajas de Petri de menor a mayor en direccion a las agujas
del reloj, una vez terminado fueron incubadas a 30°C por 24 horas, finalmente fueron analizadas
cada una de las Cajas Petri, los diametros de los halos de inhibicién presentados en el medio se
reportaron en milimetros. Adicionalmente se realizaron experimentos con CdSO4 (Cd*?) utilizando
las mismas concentraciones, como control positivo de inhibicion y como referencia comparativa del
efecto tdxico de este metal sobre las cepas bacterianas, en comparacion con los efectos generados

por el glifosato.

5.6.Analisis del transcriptoma de dos cepas de Burkholderia expuestas al herbicida

glifosato

Para los analisis transcriptomicos se selecciono la concentracion de 200 mg/L del herbicida a una

pureza superior al 98%, y en tres puntos de muestreo al inicio (0 horas), en la fase exponencial (8
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horas) y a las 16 horas en la fase estacionaria de la cinética de crecimiento, para determinar los
cambios en el perfil transcripcional de las cepas a lo largo del proceso de biodegradacion del
glifosato. En cada punto de muestred se colectaron las células por centrifugacion, en presencia de
400 pL de la solucion RNAlater® (Ambion, Foster City, CA, USA), posteriormente se realizo la
extraccion de ARN total utilizando un Kit RNeasy Mini Kit de Qiagen. Las muestras que contienen
el RNA total se almacenaron a -80°C para la posterior secuenciacion de los transcriptomas de ambas
cepas en presencia y ausencia del glifosato, a los tres tiempos de muestreo definidos, a través de la
tecnologia de secuenciacion lllumina HiSeq (RNAseq). La secuenciacion a traveés de RNAseq es de
gran utilidad para analizar simultdneamente un gran nimero de transcritos en un solo ensayo y
proporciona una cobertura completa de transcriptos. La informacién de esta manera puede ser
integrada e interpretada, y se constituye de gran utilidad para vislumbrar procesos biolédgicos y
mecanismos de coexpresion. Para realizar el proceso de secuenciacion de los transcriptomas se
solicito el servicio a través de la empresa GENEWIZ (South Plainfield, NJ, USA). Las muestras de
ARN total se enviaron a la empresa para su secuenciacion, nos encontramos en espera de los datos

correspondientes, para su analisis.

Los datos transcriptomicos seran analizados bioinformaticamente, se realizard la anotacion
funcional de los transcriptomas con el apoyo de los genomas de ambas cepas, determinados en
reportes previos por nuestro grupo de investigacion. Posteriormente se identificaran los genes que
presentaron expresion diferencial de acuerdo al tiempo de muestreo y condicidn experimental en
funcién de los valores de FoldChange, se realizaran andlisis de Categorias de Genes Ortdlogos
(COQG), para determinar los procesos celulares mas relevantes involucrados con la respuesta a la
exposicion a herbicida glifosato y un andlisis en la enciclopedia de genes y genomas de Kioto
(KEEG), para identificar las vias metabdlicas mas importantes para el proceso de respuesta a la
exposicion y en la biodegradacion del herbicida. La expresion diferencial de los genes con mayores

cambios o bien de aquellos genes que resulten interesantes para el proceso de biodegradacion seran
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analizados de forma individual mediante qRT-PCR, para lo que se disefiaran oligonucledtidos
especificos para cada uno y analizar sus niveles de expresion en los tiempos de muestreo

determinados y las diferentes condiciones experimentales.

5.7. Estrategia de biodegradacion de glifosato mediante el uso de camas bioldgicas

Se realizd un andlisis de los principales residuos agroindustriales disponibles en México y su
potencial de aplicacion en camas biologicas para el tratamiento de plaguicidas, en especifico del
glifosato, estos resultados se presentan en el documento de Tesina del estudiante I.1. Héctor Miguel
Quiroz Medina de la Especialidad en Gestion Integral de Residuos de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la UAEM, determinandose que el residuo agroindustrial, mas utilizado en las
estrategia de camas bioldgicas es la paja de trigo, asi mismo este residuos es de alta disponibilidad
en México por lo que la estrategia de biodegradacion de glifosato mediante el uso de camas
bioldgicas empleard este residuo. Posteriormente se realizardn combinaciones de formulados para
la biomezcla, mismo que incluiran 1) cepa bacteriana 1 DOgoo nm, 2) Suelo o composta y 3) residuo
agroindustrial de soporte (paja de trigo), se determinara el porcentaje de degradacion final del
herbicida en el sistema y su eficiencia de degradacion con respecto al tiempo, agregando soluciones
con concentraciones del herbicida de 100, 500 y 1,000 mg/L. Una vez establecidas las condiciones
de operacién y la biomezcla mas eficiente para el sistema de cama bioldgica, la tecnologia podra
ser transferida a los agricultores para su uso. Esta fase del proyecto se realizara en el proyecto de
tesis de maestria de la estudiante Biol. Angela Patricia Vargas Orozco del programa de Maestria en
Biotecnologia del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la UAEM, que ingreso al programa

de posgrado en el mes de enero de 2022.
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6. RESULTADOS OBTENIDOS

6.1. Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia

cenocepacia CEIB S5-2 en caldo de soya tripticaseina

Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia cenocepacia
CEIB S5-2 se realizaron en caldo de soya tripticaseina (CST), con la finalidad de observar los
tiempos de cultivo correspondientes para las diferentes fases de crecimiento de las bacterias. En la
Figura 6.1 se muestra la cinética de crecimiento de la bacteria Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-
3, observando una fase de adaptacion desde las O hasta la 4 horas, la cual indica que las células
bacteriana se adaptan a las condiciones del medio sobre el que se ha inoculado, posteriormente la
fase exponencial se presenta de las 4 a las 20 horas, en esta fase la velocidad de crecimiento
(duplicacion celular) es méaxima y se observa un crecimiento exponencial de la poblacién celular en
el cultivo, a partir de las 20 horas inicia la fase estacionaria, que se prolonga hasta la 40 horas, esta
fase corresponde a un periodo en el cual se agotan los nutrientes por lo que el crecimiento de los
microorganismos se reduce, se liberan metabolitos secundarios y se acumulan los desechos producto
del metabolismo celular y finalmente la fase de muerte se observa a partir de las 44 horas, en esta
fase no se presenta crecimiento celular debido a que los nutrientes del medio se han agotado

completamente y la poblacion celular empieza a decaer.
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Figura 6.1. Cinética de crecimiento de B. zhejiangensis CEIB S4-3 en medio de cultivo Caldo

Soya Tripticaseina (CST).

Por otro lado, la figura 6.2 muestra la cinética de crecimiento de la cepa Burkholderia cenocepacia
CEIB S5-2 en la cual se puede observar la fase de adaptacion o latencia en un rango de tiempo de
0-4 horas, seguida de una fase exponencial en un periodo de tiempo de 6 a 16 horas, una fase

estacionaria de las 20 hasta las 36 horas y finalmente la fase de muerte de las 40 a las 48 horas.
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Figura 6.2. Cinética de crecimiento de B. cenocepacia CEIB S5-2 en medio de cultivo Caldo Soya
Tripticaseina (CST).

6.2.Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia

cenocepacia CEIB S5-2 en caldo de soya tripticaseina y glifosato comercial

Una vez caracterizado el crecimiento de ambas cepas en CST, se procedio a realizar las cinéticas de
crecimiento en el mismo medio de cultivo, pero en presencia del glifosato comercial, con la finalidad
de obtener informacion cientifica referente a los efectos de la exposicién al herbicida comercial
utilizado en la produccién agricola sobre el desarrollo del crecimiento bacteriano. Las
concentraciones utilizadas en esta investigacion fueron 100, 200, 500, 1,000, 1,500 y 2,000 mg/L.
Los resultados demostraron que ambas cepas bacterianas son capaces de crecer en presencia de las
diferentes concentraciones de glifosato (Figuras 6.3 y 6.4). En la cinética de crecimiento de la cepa
B. zhejiangensis CEIB S4-3 se muestra un efecto de la exposicion al herbicida sobre el crecimiento,
a medida que se incrementa la concentracion del herbicida (100-2,000 mg/L), se observan un

impacto negativo sobre el crecimiento de la cepa, la fase de adaptacién se prolonga (Figura 6.3) de
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4 horas en ausencia de glifosato, hasta 16 horas a la concentracion de 2,000 mg/L de glifosato, asi
también se observa una disminucion en la absorbancia méxima registrada en los cultivos expuestos,

(1,000 a 2,000 mg/L), en comparacion con el testigo en ausencia del herbicida.

1.6
—8— CST

—8— B. zhejiangensis CEIB $4-3

--A-- 100 mg/L

200 mg/L
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Figura 6.3. Efecto de la exposicion a glifosato sobre el desarrollo del crecimiento de B.

zhejiangensis CEIB S4-3 en medio de cultivo Caldo Soya Tripticaseina (CST).

Por otro lado, la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 presenta mayor resistencia al herbicida, con
respecto a lo observado con la cepa B. zhejiangensis CEIB S4-3, desde concentraciones de 100 hasta
1,500 mg/L, debido a que los cultivos no presentaron diferencias en su fase de adaptacién y niveles
de crecimiento. Mientras que en los experimentos en los que se utilizé la concentracion de 2,000
mg/L la cepa disminuy0 su crecimiento en un 15%. Por lo que, de acuerdo con estos resultados, esta

concentracion resulta inhibir el crecimiento de la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Efecto de la exposicion a glifosato sobre el desarrollo del crecimiento de B. cenocepacia
CEIB S5-2 en medio de cultivo Caldo Soya Tripticaseina (CST).

6.3. Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia
cenocepacia CEIB S5-2 en MMSM vy glifosato comercial

Por otra parte, las cinéticas realizadas en MMSM suplementado a diferentes concentraciones de
glifosato comercial (100, 200, 500, 1,000, 1,500, 2,000, 4,000, 6,000 mg/L) demostraron
nuevamente que el glifosato presenta un efecto sobre el crecimiento de la cepa Burkholderia
zhejiangensis CEIB S4-3 a medida que se incrementan las concentraciones del herbicida (Figura
6.5), observando una fase de adaptacion mas prolongada desde las O hasta las 16 (100 y 200 mg/L)
y de 20 a 28 horas (500 a 6,000 mg/L), lo cual sugiere que a la cepa bacteriana le toma mas tiempo
a adaptarse a estas condiciones. Después de estos periodos de tiempo, la cepa presenta una fase de

crecimiento exponencial y una fase estacionaria hasta las 48 horas.
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Figura 6.5. Efecto de la exposicion a glifosato sobre el desarrollo del crecimiento de B.
zhejiangensis CEIB S4-3 en Medio Minimo de Sales Minerales (MMSM).

En las cinéticas realizadas con la cepa Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2 en MMSM
suplementado a diferentes concentraciones de glifosato comercial (100, 200, 500, 1,000, 1,500,
2,000, 4,000, 6,000 mg/L) puede observarse que en el rango de contracciones de 100 a 2,000 mg/L
0 se observa un efecto adverso sobre el crecimiento de la cepa relacionado con la exposicion a la
formulacion comercial de glifosato, sin embargo, la exposicion en altas concentraciones (4,000 y

6,000 mg/L) genera un disminucion significativa en el crecimiento de la cepa (Figura 6.6.).
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Figura 6.6. Efecto de la exposicion a glifosato sobre el desarrollo del crecimiento de B. cenocepacia
CEIB S5-2 en Medio Minimo de Sales Minerales (MMSM).

6.4. Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia
cenocepacia CEIB S5-2 en MMSM vy glifosato comercial

Asimismo, se realizaron varias cinéticas de crecimiento en MMSM suplementado a diferentes
concentraciones de glifosato comercial (100, 200, 500, 1,000, 1,500, 2,000, 4,000, 6,000 mg/L),
pero con un inoculo inicial de 0.5 (600 nm), estos experimentos se realizaron con una mayor
cantidad de in6culo con la finalidad de obtener suficiente material bioldgico para la extraccion de
RNA para los anélisis transcriptomicos. Asimismo, se colocaron como control las cepas en CST,
con la finalidad de comparar el crecimiento en medio rico y medio minimo. En las figuras 6.7 se
observa que B. zhejiangensis CEIB S4-3 tiene un efecto en el crecimiento de la cepa Burkholderia
zhejiangensis CEIB S4-3 a medida que se incrementan las concentraciones del herbicida, pero

manteniendo un crecimiento entre 0.9 y 1.0 (600 nm). Para el caso de Burkholderia cenocepacia
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CEIB S5-2 se observa en la figura 6.8 que en cualquier concentracién la cepa mantiene su
crecimiento entre 0.7-0.8 (600 nm). Lo cual permite sugerir que las cepas resisten a cualquier

concentracion de glifosato comercial.
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Figura 6.7. Cinéticas de crecimiento de B. zhejiangensis CEIB S4-3 en Medio Minimo de Sales

Minerales (MMSM), para los experimentos de secuenciacion de transcriptomas.
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Figura 6.8. Cinéticas de crecimiento de B. cenocepacia CEIB S5-2 en Medio Minimo de Sales

Minerales (MMSM), para los experimentos de secuenciacion de transcriptomas.

6.5. Cinéticas de crecimiento de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia
cenocepacia CEIB S5-2 en MMSM vy glifosato grado analitico

Se realizaron cinéticas de crecimiento con las dos cepas bacterianas en MMSM, utilizando como
fuente de carbono el herbicida grado analitico (98% de pureza) a tres concentraciones (50, 100 y
200 mg/L). La figura 6.9 muestra el efecto del herbicida sobre la cepa B. zhejiangensis CEIB S4-3.
La concentracion de 50 mg/L del herbicida no causo efectos adversos sobre el desarrollo del
crecimiento bacteriano de la cepa, mientras que en las concentraciones de 100 y 200 mg/L se
observo un aumento en la duracién de la fase de adaptacién, pasando de 2 horas en MMSM vy 50
mg/L de glifosato, a 16 horas en el caso de 100 y 200 mg/L, lo que indica que a la cepa bacteriana

no se adapta inmediatamente a la presencia del herbicida en el cultivo, posteriormente la DOgoonm
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del crecimiento bacteriano en concentraciones de 200 mg/L del herbicida, igual6 al observado en

MMSM suplementado con 50 mg/L de glifosato.

Por otro lado, B. cenocepacia CEIB S5-2 muestra que en cualquiera de las tres concentraciones
probadas el crecimiento de la bacteria se triplica, pasando de una DOgsgonm de 0.05 a 0.20, asimismo,
se muestra una fase de adaptacion de 2 horas, seguida de una fase exponencial de 2 a 8 horas y una

fase estacionaria prolongada de 12 a 48 horas (Figura 6.10).
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Figura 6.9. Efecto de la exposicion a glifosato grado analitico sobre el desarrollo del crecimiento
de B. zhejiangensis CEIB S4-3 en Medio Minimo de Sales Minerales (MMSM).
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Figura 6.10. Efecto de la exposicion a glifosato grado analitico sobre el desarrollo del crecimiento
de B. cenocepacia CEIB S5-2 en Medio Minimo de Sales Minerales (MMSM).

6.6. Evaluacion de la resistencia a glifosato por Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y
Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2

Asimismo, se realizé la evaluacion de resistencia a glifosato comercial (FAENA®, Monsanto
Comercial, S. de R. L. de C.V.) de ambas cepas bacterianas a través de la técnica de Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) en medio s6lido, utilizando las concentraciones de (100, 200, 500, 1,500,
2,000, 4,000 y 6,000 mg/L), y utilizando como control positivo de inhibicion el CdSOa. En la figura
6.11A se muestra se muestran un efecto de inhibicion del Cd sobre el crecimiento de la cepa B.
zhejiangensis CEIB S4-3, presentando halos de inhibicion de 9 a 27 mm desde la concentracion de
100 hasta 6,000 mg/L. Por otro lado, en la figura 6.11B se puede observar una minima inhibicion
del herbicida sobre la cepa bacteriana, comparada con una concentracion equivalente de Cd. En la
tabla 2 se muestran los diametros de halos de inhibicion (mm) en las diferentes concentraciones
probadas. Estos resultados sugieren que B. zhejiangensis CEIB S4-3 es capaz de tolerar al herbicida
glifosato en un sistema en medio sélido, revelando su potencial para ser utilizada como una posible

herramienta para la degradacién de este plaguicida en suelos contaminados.
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Tabla 1. Ensayos de resistencia a glifosato comercial por Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3.
Concentracion de Glifosato o Diametro de inhibicion en mm Didmetro de inhibicién en mm
Cd (mg/L) Glifosato (mg/L) Cd (mg/L)
100 NP 9
200 NP 12
500 8 14
1000 8 14
1,500 12 15
2,000 8 19
4,000 15 25
6,000 16 27

NP= No presento halos de inhibicidn.

Figura 6.11. Evaluacion de la tolerancia a glifosato por Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 en
ensayos de inhibicion del crecimiento bacteriano en medio sélido (TSA). A) Control positivo de
imbibicidn y referencia de inhibicion con CdSOa4. B) Efecto de la exposicion al herbicida glifosato

comercial (FAENA, Monsanto Comercial, S. de R. L. de C.V.) a diferentes concentraciones.
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Los resultados mostrados en la figura 6.12A muestran el ensayo en placa con Cd, en cual se puede
observar un efecto de inhibicion a través de la presencia de halos de diferentes diametros que van
de 7 a 58 mm en relacién al incremento gradual de concentracion (100 a 6,000 mg/L). Asimismo,
los resultados muestran que la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 es capaz de tolerar y crecer en
presencia de glifosato en cualquiera de las concentraciones antes mencionadas, inclusive se probo
el herbicida comercial sin diluir, el cual se encuentra a una concentraciéon de 363,000 mg/L (Figura
6.12B, Glifosato) revelando un halo de inhibicion de aproximadamente 18 mm. Los ensayos en
placa demuestran que la cepa es capaz de resistir y posiblemente contender con altas
concentraciones de glifosato. En la tabla 2 se muestran los didmetros de halos de inhibicion en mm
en las diferentes concentraciones probadas.

Tabla 2. Ensayos de resistencia a glifosato comercial por Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2.

Concentracion de Diametro de inhibicion en mm  Diametro de inhibicién en mm
Glifosato o Cd (mg/L) Glifosato (mg/L) Cd (mg/L)

100 NP 7

200 NP 12

500 NP 14

1000 NP 18
1,500 NP 21
2,000 NP 24
4,000 NP 34
6,000 NP 58

NP= No presento halos de inhibicion.
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Figura 6.12. Evaluacion de la tolerancia a glifosato por Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2 en
ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano en medio so6lido (TSA). A) Control positivo de
imbibicion y referencia de inhibicion con CdSO4. B) Efecto de la exposicion al herbicida glifosato

comercial (FAENA, Monsanto Comercial, S. de R. L. de C.V.) a diferentes concentraciones.

6.7. Evaluacion de la capacidad degradacion de glifosato por Burkholderia zhejiangensis
CEIB S4-3 y Burkholderia cenocepacia CEIB S5-2

Durante el desarrollo de las cinéticas de crecimiento de ambas cepas con el herbicida grado analitico,
se tomaron 2 mL de cada matraz experimental cada 2 horas durante las primeras 12 horas,
posteriormente se colectaron las muestras cada 12 horas, para la determinacion de la concentracién
de glifosato remanente en el medio de cultivo. Cabe sefialar que las muestras se encuentran,
almacenadas a -20°C v listas para ser derivatizadas e inyectadas en el UHPLC, equipo que también
se encuentra instalado en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales del CEIB de la UAEM. Se
realizd la estandarizacion del proceso de derivatizacion quimica del glifosato y el &cido
aminometilfosfonico (AMPA) con cloruro de 9-fluorenilmetoxicarbonilo, con los reactivos
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disponibles en el laboratorio. Sin embargo, no se logré realizar la derivatizacion quimica del
herbicida y su producto de hidrdlisis (AMPA) presentes en las muestras obtenidas de las cinéticas
de degradacion, debido a que los proveedores todavia no han suministrado los reactivos
correspondientes y necesarios para el desarrollo de este paso del proyecto. La requisicién
institucional de los productos solicitados: Cloruro de 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC-CI),
pureza >99.0% (HPLC), Marca Sigma y &cido aminometilfosfonico (AMPA), pureza 99.5%, Chem
Service, fue ingresada en la Gltima semana de septiembre y la factura correspondiente fue liquidada
en la primera semana de noviembre y se esta en espera de que en las proximas semanas sean
suministrados para concluir con los analisis correspondientes y reportar lo porcentajes de

degradacidn correspondientes.

6.8. Analisis del transcriptoma de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y Burkholderia

cenocepacia CEIB S5-2 expuestas a glifosato

Para los analisis transcriptomicos se selecciond la concentracion de 200 mg/L del herbicida grado
analitico, obteniendo 36 muestras en total de ambas cepas bacterianas, las muestras fueron
colectadas por triplicado, al inicio del experimento (0 horas), cuando las cepas se colocaron en
presencia y ausencia del herbicida; a las ocho horas cuando las cepas se encuentran en fase
exponencial en presencia y ausencia del herbicida y a las 16 horas cuando las cepas se encuentran

en fase estacionaria en presencia y ausencia del herbicida (Tabla 3).
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Tabla 3. Muestras colectadas para el analisis transcriptomico.

En presencia del herbicida En ausencia del herbicida
Tiempo  Burkholderia Burkholderia Burkholderia Burkholderia
(Horas)  zhejiangensis cenocepacia zhejiangensis CEIB  cenocepacia CEIB S5-
CEIB S4-3 CEIB S5-2 S4-3 2
0 3 3 3 3
8 3 3 3 3
16 3 3 3 3
Total 36

Las 36 muestras obtenidas fueron centrifugadas para colectar las células, en presencia de 400 pL de
la solucion RNAlater® (Ambion, Foster City, CA, USA), posteriormente se realizo la extraccion de
RNA total utilizando el Kit RNeasy Mini Kit de Qiagen. Posteriormente, las muestras se limpiaron
y concentraron utilizando unas columnas denominadas “RNA Clean and Concentrator TM” (Zymo
Research, Irvine, CA, USA). Las muestras de RNA fueron analizadas por “RNA ScreenTape” de
Agilent, obteniendo un nimero de Integridad de RNA (RIN) de ~9.0. En las figuras 6.13 y 6.14 se
muestran en el primer carril el marcador de peso de 6 kb y las 18 muestras de la cepa B. zhejiangensis
CEIB S4-3 y de la B. cenocepacia CEIB S5-2 respectivamente. Posteriormente, las muestras de
RNA total fueron enviadas a la empresa GENEWIZ (South Plainfield, NJ, USA), para la
secuenciacion de los transcriptomas, a traves de la tecnologia de secuenciacion Illumina HiSeq
(RNAseq). La empresa realizara el envio de los resultados de las secuenciaciones en un periodo de
30-45 dias habiles por lo espera que en las proximas semanas envien los resultados, para realizar su

analisis correspondiente.
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Figura 6.13. RNA de B. zhejiangensis CEIB S4-3. carril 1=Marcador de peso de 6 kb, carriles 1-3

con glifosato, 4-6 sin glifosato tiempo 0 horas, del carril 7-9 con glifosato, 10-12 sin glifosato del

tiempo 8 horas y del carril 13-15 con glifosato y del 16-18 sin glifosato del tiempo 16 horas.
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Figura 6.14. RNA de B. cenocepacia CEIB S5-2. carril 1=Marcador de peso de 6 kb, carriles 1-3
con glifosato, 4-6 sin glifosato tiempo 0 horas, del carril 7-9 con glifosato, 10-12 sin glifosato del

tiempo 8 horas y del carril 13-15 con glifosato y del 16-18 sin glifosato del tiempo 16 horas.

Asimismo, ya se realizd el primer analisis bioinformatico con los genomas de ambas cepas
bacterianas. Se obtuvieron como resultados, identificar la presencia de genes que codifican para
enzimas similares a glifosato oxidoreductasa, y la C-P liasa, principales enzimas relacionadas con
el proceso de biodegradacion del glifosato. Estos resultados son de gran importancia, debido a la
presencia de estos genes ambas cepas tienen amplias posibilidades de biodegradar al herbicida. Se
continuara con el analisis bioinformético de los genomas para identificar otros genes relacionados

con la ruta metabodlica de biodegradacion de glifosato en ambas cepas bacterianas.
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6.9. Estrategia de biodegradacion de glifosato mediante el uso de camas bioldgicas

Para poder plantear esta estrategia de biodegradacion de glifosato a traves de camas bioldgicas, se
plante6 la tesina titulada “Aprovechamiento de residuos agroindustriales en la generacion de
biobeds para disminuir la contaminacion puntual por plaguicidas”, del estudiante Ing. Héctor
Miguel Quiroz Medina de la Especialidad en Gestion Integral de Residuos de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UAEM, la ya ha sido concluida en tiempo y forma. En este trabajo se
encontrd que el residuo agroindustrial mas utilizado en las estrategias de camas bioldgicas es la paja
de trigo, asi mismo este residuos es de alta disponibilidad en México por lo que la estrategia de
biodegradacion de glifosato mediante el uso de camas bioldgicas empleard este residuo. Se anexa la

tesina concluida como evidencia del trabajo desarrollado.

Por otro lado, en enero de este afio 2022 ingreso al programa de Maestria en Biotecnologia del
Centro de Investigacion en biotecnologia de la UAEM, la estudiante Bidl. Angela Patricia Vargas
Orozco, la cual desarrollara la tesis denominada “Evaluacion de la biodegradacion de plaguicidas

’

organofosforados a través de un sistema de camas biologicas”. En el proyecto la estudiante
evaluara formulados para la biomezcla, mismo que incluiran 1) cepa bacteriana 1 DOgoonm, 2) suelo
0 composta y 3) residuo agroindustrial de soporte (paja de trigo), se determinara el porcentaje de
degradacion final del herbicida en el sistema y su eficiencia de degradacion con respecto al tiempo,
agregando soluciones con concentraciones del herbicida de 100, 500 y 1,000 mg/L. Una vez
establecidas las condiciones de operacion y la biomezcla mas eficiente para el sistema de cama
bioldgica, la tecnologia podra ser transferida a los agricultores para su utilizacién en campos

agricolas.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion se llego a las siguientes

conclusiones:

1. Tanto la cepa B. zhejiangensis S4-3 como B. cenocepacia CEIB S5-2 son capaces de resistir
la exposicién a la formulacién comercial (FAENA®) del herbicida glifosato en

concentraciones de 100 hasta 6,000 mg/L.

2. La cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 presentdé mayor tolerancia a la exposicion de la
formulacion comercial (FAENA®) del herbicida glifosato, con respecto a la cepa bacteriana

B. zhejiangensis S4-3.

3. Ambas cepas presentaron alta tolerancia la formulacion comercial (FAENA®) del herbicida
glifosato en los ensayos de CMI en placa de agar, lo que revela el potencial de estas cepas
bacterianas para poder ser utilizadas como estrategia de degradacién del herbicida en suelos

contaminados

4. En los ensayos con el herbicida grado analitico (pureza >98%), la exposicion a 50, 100 y
200 mg/L no generd efectos adversos sobre la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2, sin embargo,
en el caso de la cepa B. zhejiangensis S4-3 concentraciones de 100 y 200 mg/L retardaron

considerablemente su crecimiento.

5. De acuerdo con los datos generados al momento la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 presenta
mayor potencial para la degradacion del herbicida glifosato (formulacion comercial y

reactivo de alta pureza) en sistemas in vitro, tanto en solucion como soélidos.
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6. Finalmente, de acuerdo a todos los resultados experimentales generados en el presente
proyecto podemos concluir que la cepa B. cenocepacia CEIB S5-2 fue resistente y es capaz
de degradar el herbicida glifosato por lo que presenta potencial para ser utilizada en
estrategias de biorremediacion de suelos contaminados y el tratamiento de residuos de este

plaguicida.
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8. CUMPLIMIENTO DE LOS PRODUCTOS COMPROMETIDOS EN EL
PROYECTO

En las siguientes tablas se desglosan los productos comprometidos por objetivo especifico y los

resultados obtenidos:

o o Porcentaje de o
Objetivo especifico Meta Producto(s)/Entregable(s) Justificacion
avance

Se cuenta con las muestras

listas para su derivatizacion, se
En la etapa se plantea la

. espera que en las proximas
siguiente meta: Evaluar la 1.1) Datos experimentales de la

. ) o semanas el proveedor
capacidad de capacidad de biodegradacion in vitro o .
. 50% suministre  los  reactivos
biodegradacion de de glifosato para ambas cepas .
correspondientes para

glifosato de las cepas bacterianas. o i
derivatizar e inyectar en el

bacterianas del género .
g UHPLC para concluir con este

Burkholderia in vitro y a
paso del proyecto.

través de un sistema de

L . Se incorpord en febrero de
camas bioldgicas, asi

1) Determinar de la . 2022 un estudiante de
. como determinar los . .
capacidad de las ) o licenciatura para desarrollar su
cambios transcripcionales )
cepas de ) tesis. Se anexa la propuesta de
. en las bacterias expuestas . ) .
Burkholderia para la . . tesis que serd sometida a la
) » al herbicida, como 1.2) Avances de una tesis de o
biodegradacion  de ] . . o 100% Facultad de Ciencias
. L estrategia para el Licenciatura en Biologia. L .
glifosato in vitro. Bioldgicas para el registro de

tratamiento de sus . .
. . o tesis  correspondiente.  El
residuos solidos y liquidos .
estudiante  se  encuentra
generados en el campo . .
. realizando la escritura de su
mexicano y  como .
o . protocolo de tesis.
requerimiento previo para

proponer estrategias e Se publicé el 10 de noviembre

biorremediacion de sitios  1.3) Manuscrito de un articulo de
impactados ~ por el revisién referente a la 100%

glifosato. biorremediacion de glifosato.

de 2021 el articulo de revision
“Glyphosate Pollution
Treatment and  Microbial
Degradation Alternatives, a

Review”. Se anexa el articulo.
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Objetivo especifico

Meta

Porcentaje de

Producto(s)/Entregable(s)

Justificacion

2) Evaluar los
mecanismos de
biodegradacion de

glifosato los efectos de
la exposicion a glifosato
sobre las cepas
evaluadas por

transcriptomica.

En la etapa se plantea
la siguiente meta:
Evaluar la capacidad
de biodegradacion de
glifosato de las cepas
bacterianas del
género Burkholderia
in vitro y a través de
un sistema de camas
bioldgicas, asi como
determinar los
cambios

transcripcionales en

las bacterias
expuestas al
herbicida, como

estrategia para el
tratamiento de sus
residuos  solidos 'y
liquidos generados en
el campo mexicano y
como requerimiento
previo para proponer
estrategias de
biorremediacion  de
sitios impactados por

el glifosato.

Se realizo la extraccion de
RNA de las 36 muestras de
ambas cepas bacterianas y
se enviaron a la empresa de
GENEWIZ para su

secuenciacion.

Se integr6 en enero de
2022 la Bidl.
Patricia Vargas Orozco del

Angela

programa de Maestria en
Biotecnologia para
desarrollar su tesis. Se
anexa el formato de
registro de la tesis, asi
como  sus  sinodales
propuestos para  su
evaluacion y la constancia
de  asignacion  como

director de la estudiante.

avance
2.1) Extraccion de ARN total para los
tiempos y condiciones experimentales
. ; 100%
establecidas, envio para el
secuenciamiento de los transcriptomas.
2.2) Avances de una tesis de Maestria en
. . 100%
Biotecnologia.
2.3) Avances de una tesis de Doctorado
100%

en Ciencias Naturales.

Se integré al proyecto el
M. en B. José Antonio
Diaz Soto, se anexa el
avance de su tesis Doctoral
y constancia de asignacion
como director del

estudiante.
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Objetivo especifico

Meta

3) Evaluar la eficiencia
de biodegradacion de
glifosato a través de un
sistema de camas
bioldgicas, para
residuos en suelo o
tratamiento de pasivos
ambientales de
glifosato derivados de
la prohibicion de su uso
en México.

INFORME FINAL

En la etapa se plantea la
siguiente meta: Evaluar la

capacidad de
biodegradacion de
glifosato de las cepas

bacterianas del género
Burkholderia in vitro y a
través de un sistema de
camas bioldgicas, asi como
determinar los cambios
transcripcionales en las
bacterias  expuestas  al
herbicida, como estrategia
para el tratamiento de sus
residuos solidos y liquidos
generados en el campo
mexicano y como
requerimiento previo para
proponer estrategias de
biorremediacion de sitios
impactados por el
glifosato.

Producto(s)/Entregable(s) Izjorcentaje Justificacion
e avance
3.1) Revision sistematica de la Se  realizé  una  revision
disponibilidad de _residuos sistematica de los residuos
agroindustriales en México y - .
o . 100% agroindustriales. Se anexa la
su aplicacion en estrategias de . . X
camas biolégicas para el tesina del gstudlantg I. Héctor
tratamiento de plaguicidas. Miguel Quiroz Medina.
Se integré la Biol. Angela
Patricia Vargas Orozco del
programa de Maestria en
3.2) Datos experimentales Biotecnologia para desarrollar.
sobre el  proceso  de 50% Se anexa el formato de registro
biodegradacion de glifosato de la tesis, asi como sus
en camas bioldgicas. sinodales propuestos para su
evaluacion y la constancia de
asignacion como director de la
estudiante.
Solo se incorpor6 un estudiante
de la Licenciatura en Biologifa. Se
anexa la propuesta de tesis que
3.3) Avances de una tesis de se_ré s_ometid_a a I_a Facultad de
Licenciatura en Biologia. 100% Ciencias Blo_loglcas para el
registro de tesis correspondiente.
El estudiante se encuentra
realizando la escritura de su
protocolo de tesis.
El estudiante I.1. Héctor Miguel
Quiroz  Medina de la
Especialidad en  Gestion
3.4) Avances de una tesina de Integral de Residuos, concluyo
especialidad en  Gestion 100% su tesina y se encuentra en
Integral de Residuos. proceso de titulacion,
presentara su examen de grado
en el mes préximo. Se anexa la
tesina concluida del estudiante.
Se escribio un capitulo de libro
para la editorial Springer, se
3.4) Manuscrito de un articulo anexa el manuscrito del
de revision referente a la capitulo. Asimismo, se esta
aplicacién de camas 100% escribiendo un articulo de
bioldgicas para el tratamiento revision basado en los datos
de residuos de plaguicidas. obtenidos en la tesina del
estudiante I.I. Héctor Miguel
Quiroz Medina.
4) Informe técnico final de la 100% Se anexa informe en extenso

etapa

(Anexo 5).
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FORMACION DE RECURSOS HUMANOS

Para el desarrollo del proyecto se integraron los siguientes estudiantes:

Grado Nombre del estudiante Nombre de la tesis o tesina

Evaluacién de la degradacion de glifosato a través
Licenciatura Abrajan Rivera Jesus Eduardo de cepas bacterianas aisladas de ambientes

contaminados con plaguicidas organofosforados.

Aprovechamiento de residuos agroindustriales en
Especialidad I.1. Héctor Miguel Quiroz Medina la generacién de biobeds para disminuir la

contaminacion puntual por plaguicidas.

Evaluacién de la biodegradacién de glifosato a

Maestria Bidl. Angela Patricia \VVargas Orozco ) i Lo
través de un sistema de camas bioldgicas.
Respuesta  transcripcional de  Burkholderia
Doctorado M. en B. José Antonio Diaz Soto cenocepacia CEIB S5-2 en la degradacién de

glifosato.

PRODUCTOS ADICIONALES AL PROYECTO
PARTICIPACION EN SIMPOSIO

Adicionalmente a los productos comprometidos, se presento el siguiente trabajo en un simposio.

1. Diaz-Soto José Antonio, Castrejon-Godinez Maria Luisa, Mussali-Galante Patricia. Tovar-
Sanchez Efrain, Rodriguez Solis Alexis Joavany. Ponente en modalidad cartel con el trabajo
titulado: Evaluacion de la resistencia a glifosato en cepas bacterianas del género
Burkholderia, en el 5° Simposio del Cuerpo Académico Ecotoxicologia: de las moléculas a
los ecosistemas, celebrado de manera virtual el 04 de noviembre de 2021 en Cuernavaca,

Morelos, México.
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