FORMATO PARA EL REPORTE FINAL

PRESENTACION DEL PROYECTO.
1.1. DATOS DEL RESPONSABLE TECNICO

Maria Claudia Villicafia Torres, Investigadora por México, CVU 166471.

1.2. TITULO DESCRIPTIVO DE LA PROPUESTA

Aislamiento de bacterias degradadoras de glifosato y AMPA: alternativas biologicas para la

biorremediacién de suelos contaminados.

DATOS GENERALES DEL PROYECTO

NOMBRE DEL PROYECTO

Aislamiento de bacterias degradadoras de glifosato
y AMPA: alternativas biolégicas para la
biorremediacién de suelos contaminados.

AREA DE DESARROLLO:

DESARROLLO TECNOLOGICO (TRL 5 EN
ADELANTE)

OBJETIVO GENERAL

Formular un consorcio bacteriano sintético capaz de
degradar el glifosato y su derivado AMPA como una
alternativa para la biorremediacion de suelos
contaminados.

TIEMPO DE EJECUCION (meses)

6

RELEVANCIA DEL PROYECTO (maximo 300
palabras)

El glifosato es un herbicida utilizado ampliamente
en agricultura, el cual puede acumularse en suelo
provocando efectos negativos en la biota asociada.
El glifosato es degradado en los suelos por
mecanismos microbiolégicos generando acido
aminometil fosfénico (AMPA) como metabolito
mayoritario, el cual sigue siendo altamente toxico
para los seres vivos. En la actualidad, se busca
reducir el uso de glifosato a través de alternativas
amigables con el ambiente para disminuir la
contaminacién por estos compuestos. Sin embargo,
muchos suelos ya impactados por la acumulacion
de glifosato y AMPA representan focos potenciales
gue pudieran contaminar cuerpos de agua,
alimentos y la biota causando efectos negativos en
el ecosistema y en la salud humana, denotando la
importancia de la biorremediacion de los suelos.
Una de las estrategias de biorremediacion consiste
en la utilizacion de microorganismos con
capacidad para degradar el glifosato y sus
derivados, donde se han aislado bacterias
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degradadoras de glifosato siendo algunas de ellas
objeto para la generacion de patentes. En México
son pocos los trabajos que se han realizado en el
aislamiento de bacterias y otros microorganismos
autoctonos tolerantes o degradadores de glifosato y
sus derivados (Ortiz-Hernandez y Sanchez-Salinas,
2010; Ortiz-Perez et al. 2019; Cota-Alvarez 2021).
Por tal, la relevancia de este proyecto radica en que
se propone el aislamiento y caracterizacién de
bacterias de suelos agricolas contaminados de la
region de Sinaloa que presenten potencial
degradador de glifosato y AMPA para generar
consorcios microbianos que puedan aplicarse en la
biorremediacion de suelos. Esta alternativa resulta
atractiva puesto que el consorcio microbiano
resultante estara conformado por cepas bacterianas
del microbiota natural de los suelos de la region
buscando con ello reducir efectos nocivos en el
ecosistema y la contaminacion por estos quimicos.

RESULTADOS E IMPACTOS (méaximo 300
palabras)

Los resultados de la presente propuesta consistiran
en una coleccion de cepas bacterianas caracterizadas
bioguimica y molecularmente, asi como un
consorcio bacteriano sintético degradador de
glifosato y AMPA, los cuales representaran
herramientas para la biorremediacion de suelos
contaminados con estos agroguimicos. Estos
resultados asi como un cepario disponible
constituyen la base para el disefio de otros
consorcios asi como realizar pruebas experimentales
en campo para demostrar la efectividad del
consorcio sintético en la degradacion de glifosato y
AMPA en suelos altamente contaminados, sentando
las bases para vislumbrar el disefio de un proceso de
manufactura y licenciamiento de un producto
biotecnoldgico. Los usuarios potenciales de esta
tecnologia basada en microorganismos lo
constituyen los agricultores para la
descontaminacién de suelos agricolas, lo cual
ademas reducird la contaminacion de cuerpos de
agua, alimentos y los efectos toxicos en seres vivos
debido a la exposicidn con suelos contaminados. Por
todo lo anterior, el impacto de dichos resultados
principalmente se reflejara en la reduccion de
ambientes contaminados y restauracion de suelos,
tarea llevada por agricultores o por instituciones de
gobierno en programas de restauracion de
ecosistemas dafiados; se espera una reduccion de los
efectos en salud humana al reducir las fuentes de
contaminacion; se contribuird con la generacion de
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tecnologias biol6égicas con la posibilidad de
licenciamiento para su comercializacion y uso.

3. DESCRIPCION DEL PROYECTO.
3.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La agricultura es una de las actividades econdmicas mas relevantes en el estado de Sinaloa, cuenta con poco
mas de 1 millon de hectareas sembradas y es principal exportador de alimentos, por lo que se ha estimado se
emplean alrededor de 700 toneladas anuales de plaguicidas para evitar pérdidas por ataque de plagas (Arellano-
Aguilar et al. 2017). El volumen de produccion de plaguicidas en México para 2017 fue de 59 157 ton (INEGI,
2018) y del total de plaguicidas utilizados en la zona noroeste, Sinaloa se aplica cerca del 30% (Leyva et al. 2014).
De estos, algunos se clasifican como Plaguicidas Altamente Peligrosos (PAPS), siendo extremadamente peligrosos
y mortales si son inhalados, asi como carcindgenos, probables carcindgenos, mutagénicos, bioacumulables,
persistentes en agua, suelo o sedimento, y muy tdxicos en organismos acuaticos y abejas. Los estados de Sonora
y Sinaloa utilizan entre un 40 y 50% de PAPs, destacando por su alta toxicidad: paration metilico, malation,
metamidofos, clorpirifés, monocrotofos, paraquat, glifosato, carbofuran, metomilo, mancozeb, clorotalonil,
dimetoato, carbarilo, atrazina, fosfuro de aluminio, imidacloprid, cipermetrina, lambda cialotrina y endosulfan
(Hernandez et al. 2018)

El glifosato es un fosfonato sintético utilizado como herbicida no selectivo aplicado extensamente para la
eliminacion de hierbas y de arbustos en los cultivos, considerado por mucho tiempo como un herbicida que no
afectaba al medio ambiente, pero la preocupacién ha ido aumentando por los posibles efectos en animales y en la
salud humana. EI movimiento de este y otros plaguicidas en el suelo puede ocurrir debido a las precipitaciones, la
lixiviacion, el desbordamiento de la superficie, el drenaje subterraneo y la transferencia de nutrientes minerales
del suelo a los productos agricolas. El uso excesivo de glifosato y los metabolitos derivados de su degradacion
provoca que estos compuestos permanezcan mas en el suelo, provocando la degradacion del suelo y pudiendo
ocasionar contaminacion secundaria de cuerpos de agua, suelo, plantas y alimentos, impactando diferentes
ecosistemas, asi como también la salud humana (Mamy et al. 2016).

La degradacion del glifosato en los suelos es impulsada principalmente por el cometabolismo microbiano,
donde las bacterias se encuentran entre los microorganismos cominmente estudiados por su capacidad de utilizar
glifosato como fuente de P inorganico (Pi) y como fuente de nitrégeno (N), C o ambos. EI metabolismo de las
bacterias del suelo que pueden degradar glifosato y otros fosfonatos, se lleva a cabo principalmente por dos vias.
La primera es la via C-P liasa, el glifosato es transportado y escindido por medio de un conjunto de proteinas
codificadas en el oper6n phn, produciendo fésforo inorganico y sarcosina, que luego es metabolizada por la
sarcosina oxidasa a glicina y formaldehido. Por otra parte, la via AMPA produce glioxilato y acido
aminometilfosfonico (AMPA) a partir del glifosato. EI AMPA es el principal y metabolito mayoritario durante la
degradacion bioldgica del glifosato. Tiene un rango de toxicidad similar al del glifosato, por lo tanto, se convierte
en la fuente de contaminacion secundaria en el medio ambiente. Interesantemente, también se han reportado
bacterias que utilizan AMPA como fuente de Pi. Debido a que el AMPA aln conserva el enlace C-P, puede
canalizarse a la via CP-liasa para una degradacion completa. Entre las muchas proteinas involucradas, el complejo
central phnGHIJK vy la proteina phnJ tienen un papel clave en el corte del enlace C-P, actuando especificamente
como C-P liasa (Singh et al. 2020). Es por ello que aquellas bacterias que expresan estas proteinas que degradan
glifosato y AMPA, tienen potencial para ser utilizadas en un proceso biotecnoldgico, conocido como
biorremediacion.

La biorremediacion es una tecnologia donde se utiliza plantas 0 microorganismos, que convierten o degradan los
productos quimicos toxicos en componentes menos toxicos 0 no téxicos, lo que nos brindan posibilidades para
procedimientos de descontaminacion. Se ha reportado de algunas bacterias para la biorremediacion en entornos
contaminados con glifosato, como Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Burkholderia gladioli y Flavimona
soryzihabitans que han demostrado ser eficaces en la degradacion de este plaguicida (Martinez-Nieto et al. 2012).
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Bacillus cereus CB4 se report6 con capacidad de degradar concentraciones hasta de 12 g/L (12,000 ppm) de
glifosato en cultivo y ademas se identificaron las vias metabdlicas relacionadas con la actividad de CP liasa y de
glifosato oxidorreductasa degradando el glifosato a AMPA, glioxilato, sarcosina, glicina y formaldehido como
productos (Fan et al. 2012). Liang et al. (2020) reportaron la abundancia de bacterias oxidantes de azufre, como
Sulfurifustis, Sulfuriferula y Thiobacillus durante la eliminacion de glifosato y nutrientes de efluentes agricolas,
formando parte del proceso de remediacion. De estos y otros trabajos acerca del aislamiento de bacterias
degradadoras de glifosato, se han patentado algunas bacterias y consorcios principalmente de Francia y China
(patentes CN201911095758.7A y WO01992019719A1), pero no incluido México. Para que las bacterias
desempefien su maximo rendimiento en el proceso de biodegradacion, se propone la utilizacién de consorcios
(grupos coexistentes de dos 0 mas especies microbianas) que actlen de manera sinérgica para la biotransformacion
del contaminante de interés y realicen la degradacion completa del contaminante. El intercambio de metabolitos o
sefiales entre los miembros de un consorcio, permite realizar diversas reacciones bioquimicas complejas y paralelas
0 secuenciales, aumentando la eficiencia de la utilizacion de los recursos y reduciendo la formacién de
subproductos. En un consorcio natural, es dificil saber qué especies participan realmente en la biorremediacion.
Por lo tanto, un consorcio sintético (cultivo de dos especies microbianas en condiciones bien definidas de
interaccién y funcion) es un método prometedor para la biorremediacion no solo porgue cumplen con las funciones
deseadas, sino también mantiene el crecimiento celular de manera estable.

En México, Ortiz-Pérez et al (2019) aislaron e identificaron bacterias del género Bacillus, Microbacterium,
Bordetella, Pseudomonas, Enterobacter, Stenotrophomonas y Achromobacter en suelos agricolas en Tamaulipas
las cuales mostraron ser capaces de tolerar distintos pesticidas, entre ellos el glifosato, y utilizarlos como Unica
fuente de carbono y energia. Por otra parte, Cota-Alvarez (2021) identificd y caracteriz6 la capacidad de tolerancia
(CT) a diferentes concentraciones de glifosato, carbofurdn, permetrina y clorpirifés de cepas bacterianas y
consorcios del genero Bacillus en suelos agricolas de Guasave, Sinaloa. Sin embargo, en estos trabajos no se llegd
al disefio de un consorcio para evaluar la remocion de glifosato en suelo, lo cual representa una ventana de
oportunidad para la presente propuesta. EI uso de microorganismos autéctonos, altamente tolerantes y funcionales
para una biodegradacion sostenible de glifosato brindan la posibilidad de ser utilizados para la desintoxicacién in
situ de ambientes severamente contaminados (Ortiz-Herndndez y Sanchez-Salinas, 2010), teniendo como
principales ventajas el evitar la introduccion de bacterias extrafias en el sistema ecoldgico. Por tal, debido a la
necesidad de resolver el problema de acumulacién de glifosato y sus derivado AMPA, en este proyecto se propuso
aislar y caracterizar bacterias de suelos agricolas con capacidad degradadora de glifosato y AMPA para el disefio
de un consorcio que promueva los procesos de biorremediacion tomando ventaja de la maquinaria metabdlica de
microorganismos autdctonos de la region.

3.2. JUSTIFICACION. Con fundamento en elementos cualitativos y cuantitativos, problematica a atender u
oportunidad de desarrollo detectada, misma que sera atendida mediante la implementacion del proyecto
y la transferencia de los resultados.

En México en el afio 2017, se reportd un volumen de produccion de 59 157 ton de plaguicidas, siendo Sinaloa
y Sonora de los principales estados agricolas consumidores. De los plaguicidas mayormente aplicados en cultivo,
se encuentra el glifosato, el cual es un compuesto organofosforado que se utiliza ampliamente en el control de
malezas. El glifosato es degradado en los suelos por mecanismos fisicos, quimicos y microbiolégicos generando
acido aminometil fosfénico (AMPA) como metabolito mayoritario, que continta siendo altamente toxico para los
seres vivos. Sin embargo, el uso excesivo de glifosato y otros agroquimicos puede saturar los procesos ambientales
y biolégicos de degradacion dando como resultado la prolongacion de la vida media del herbicida y sus derivados
en el ambiente contribuyendo con la acumulacion en el suelo y disminuyendo su fertilidad. La acumulacion
prolongada de glifosato y AMPA subsecuentemente pueden contaminar cuerpos de agua, animales y plantas por
el arrastre de aguas por lluvia o por exposicién con el suelo, generando diversos impactos ambientales y problemas
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de salud al ser humano. Por tal, en la actualidad, ademés de buscar alternativas para reducir el uso de glifosato,
también existe un interés en la biorremediacion de los suelos dado que una gran extension ya ha sido impactada
por la acumulacion de glifosato y AMPA representando focos potenciales de contaminacion. De aqui que el uso
de microorganismos que degradan estos compuestos representa una estrategia prometedora para la
biorremediacion de suelos altamente contaminados. La obtencion de consorcios bacterianos en suelos tratados con
glifosato nos permite aprovechar la maquinaria metabdlica de microorganismos nativos de la regién para la
biorremediacion de suelos impactados y con ello reducir la contaminacion. Por tal, en este proyecto se propuso el
aislamiento de cepas bacterianas degradadoras de glifosato y AMPA para el disefio de un consorcio sintético con
capacidad de degradacion de glifosato y AMPA in vitro y en un contexto de microcosmos, como paso inicial en
la generacion de una tecnologia basada en microorganismos para biorremediacion de suelos contaminados con
plaguicidas.

3.3. OBJETIVO GENERAL

Formular un consorcio bacteriano sintético capaz de degradar el glifosato y su derivado AMPA como una
alternativa para la biorremediacion de suelos contaminados.

3.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS. Breve descripcion de cada uno de ellos.

Objetivo 1. Aislar e identificar cepas bacterianas degradadoras de glifosato y AMPA a partir de muestras de suelos
agricolas contaminados.

Descripcion: Consistié en la toma de muestra de suelo de 2 sitios agricolas expuestos a glifosato, las cuales se
procesaron para el aislamiento de las cepas bacterianas que utilicen como fuente de carbono o fosfato el glifosato
y AMPA. Los aislados obtenidos se identificaron molecularmente por el gen 16S rRNA, caracterizaron por pruebas
bioquimicas y se realizé la deteccion por PCR de genes phn asociados a las vias de degradacion de glifosato y sus
derivados, como paso inicial para obtener los agentes biolégicos que se utilizaran en la formulacién del consorcio
bacteriano.

Objetivo 2. Evaluar la capacidad de tolerancia al glifosato y AMPA de las cepas bacterianas y en consorcios en
ensayos de cultivo in vitro, asi como su capacidad de remocion de glifosato.

Descripcion: Una vez obtenidos las cepas bacterianas capaces de crecer en medios con glifosato o AMPA, se
evalu6 la tolerancia a concentraciones crecientes de glifosato (1000, 5000, 10000 y 15000 ppm) y AMPA (100 y
500 ppm) en medio sélido como primer tamiz para seleccionar las cepas mas tolerantes a glifosato y AMPA. Se
seleccionaron 8 cepas (4 de glifosato y 4 de AMPA) para el ensayo de remocion en medio MSM1 suplementado
con 1000 ppm de glifosato teniendo como tratamientos cepas puras y combinaciones para el consorcio, creciendo
por 7 dias. De este ensayo in vitro, se colectaron muestras para analizar con una microplaca basada en ELISA para
deteccion de glifosato y obtener evidencia de la combinacion de cepas con mayor actividad de remocion de
glifosato y decidir la composicién del consorcio.

Obijetivo 3. Evaluar la degradacion de glifosato y AMPA de un consorcio bacteriano sintético en un modelo de
microcosmos de suelo.

Descripcion: la actividad degradadora de glifosato y AMPA del consorcio seleccionado se evaluara en un contexto
de microscosmos de suelo, donde muestras de suelos libres de glifosato y AMPA serdn autoclaveados, se
contaminaran experimentalmente en laboratorio con glifosato y se inocularan con el consorcio bacteriano. La

5de 24



presencia de glifosato y AMPA se cuantificard por UPLC-MS para obtener datos méas precisos de la capacidad
degradadora del consorcio en estudio.

METAS

-Generar una coleccidn de cepas bacterianas con capacidad para degradar el glifosato y AMPA gue constituyan la
base para el disefio de consorcios sintéticos.

-Generar un consorcio bacteriano con capacidad para degradar el glifosato y AMPA como una estrategia para el
mejoramiento y restauracion de suelos contaminados.

-Probar a nivel de microcosmos la efectividad del consorcio bacteriano en la remocion de glifosato y AMPA, que
daran la pauta para evaluar su efectividad en estudios de campo, parametros de aplicacion, y a futuro, el disefio y
licenciamiento de un producto biotecnolégico.

3.4. ACERCAMIENTO TEORICO 'Y CONCEPTUAL. Descripcion de la metodologia que se empleé durante
la ejecucion del proyecto (técnicas, procedimientos, factores, variables e indicadores).

Aislamiento de cepas por enriguecimiento con glifosato y AMPA.

Para el aislamiento de las cepas bacterianas, se colecté una muestra de suelo de dos sitios: 1) periferia de
invernadero de Fundacion Produce Sinaloa, y 2) Campo agricola localizado en la Sindicatura de Costa Rica,
Sinaloa, ambos sitios con antecedentes de exposicion a glifosato. Se tomaron al menos 400 g de suelo a una
profundidad de 30 cm, se eliminaron las rocas y residuos vegetales de las muestras y se almacenaron en bolsas de
plastico estériles a 4°C para su traslado al laboratorio. Se almacenaron a 4°C hasta el aislamiento que se realiz6 en
maximo 5 dias posteriores al muestreo. El aislamiento de las bacterias se realiz6 siguiendo la metodologia de
enriquecimiento por Manogaran et al. (2017), utilizando medio salino mineral 1 (MSM1) suplementado con
glifosato o AMPA como Unica fuente de carbono, medio MSM2 suplementado con glifosato o AMPA como fuente
de fésforo y medio LB Miller (de aqui en adelante como LB) como medio rico.

Para el enriquecimiento con glifosato, aproximadamente 15 g suelo se colocaron en un tubo cénico de 50
ml y se agregaron 30 mL de medio MSM1, MSM2 o LB (segun sea el caso) y se agregd glifosato a una
concentracién inicial de 500 ppm (0.5 g/L) utilizando el producto comercial FAENA (stock 363 mg/mL), el cual
se esterilizo por filtracion. El cultivo se incubd en rotacion en un horno de hibridacién a 28°C en la oscuridad por
7 dias. Después se realizaron otras cuatro transferencias sucesivas cada 7 dias a medio fresco con 1 g/L de glifosato
(1000 ppm), 5 g/L de glifosato (5000 ppm), 10 g/L de glifosato (10,000 ppm) y 15 g/L de glifosato (15,000 ppm).
Se tomaron 100 uL de cada cultivo enriquecido y se plaqueé en cajas con medio sélido suplementado con glifosato
(0.5,1,5,10y 15 g/L). Para el enriquecimiento con AMPA, 15 g de suelo se agregaron a 30 mL de medio MSML1,
MSM2 o LB para el enriquecimiento de bacterias degradadoras usando 0.05 g/L de AMPA (50 ppm). El cultivo
se incub6 en rotacién en un horno de hibridacion a 28°C en la oscuridad por 7 dias. Se realiz6 una transferencia
de 5 mL del cultivo a medio fresco con 0.1 g/L de AMPA (100 ppm) y se incub6 a 28°C por 7 dias. Después se
realizé una Ultima transferencia a medio fresco con 0.5 g/L AMPA (500 ppm) incubando a 28°C por 7 dias. Se
tomaron 100 uL del cultivo enriquecido y se plaqued en cajas con medio sélido suplementado con AMPA (0.1 y
0.5¢g/L).

Las colonias resultantes de los enriquecimientos se estriaron en medio solido LB suplementado con 1000
ppm de glifosato 0 100 ppm de AMPA para su purificacion a través de la técnica de estriado de colonia individual,
donde este proceso se repitio 4 veces para asegurar la pureza del aislado bacteriano. Los aislados resultantes se
conservaron con glicerol al 30% almacenados a una temperatura de -70°C para conformar un cepario, mientras
gue para los ensayos las cepas se activaron a partir de los gliceroles en LB con 1000 ppm de glifosato o 100 ppm
de AMPA.
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Tincion de Gram y pruebas bioquimicas de los aislados bacterianos.

Las cepas bacterianas aisladas se caracterizaron por tincion de Gram, y las pruebas bioguimicas de
actividad catalasa, oxidasa, ureasa, hidrolisis de almiddn, reduccion de nitrato, utilizacion de citrato, produccion
de indol y uso azucares como glucosa, arabinosa y maltosa de acuerdo a métodos establecidos (Schaad 1988).

Extraccion de ADN gendmico.

El ADN gendmico de los aislados se realiz6 siguiendo la metodologia de Wilson et al. (2001) con
modificaciones. Brevemente, se colectaron 1.5 mL de un cultivo fresco de la cepa de interés, el botén celular se
resuspendioé en 562 ul de buffer TE, se agregaron 5 uL de lisozima (25 gm/mL), mezclar bien e incubd 1 ha 37°C.
Posteriormente se adicionaron 30 pl de SDS al 10%, se agregaron 3 uL de proteinasa K (20 mg/mL) e incub6 1 h
a 37°C. Se agregaron 100 pul de NaCl 5 M y se mezcl6 perfectamente por inversion. Se agregaron 80 pl de solucion
10% CTAB en 0.7 M NaCl, se mezcl6 completamente e incubé 10 min a 65°C. Se adiciond 1 volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se vortexe6 y centrifugd a 13000 rpm 5 min. La fase acuosa se transfirié a
un tubo de microcentrifuga nuevo y se le hizo una extraccién con 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), agitando en vortex y centrifugando durante 5 min a 13000 rpm. La fase acuosa se transfirio
a un tubo nuevo y el ADN se precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto y 0.1 volumen de acetato de sodio 3
M pH 5.2 a -20°C toda la noche. Posteriormente, el tubo se centrifugd 10 min a 13000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y el ADN se lavo con 1 mL de etanol al 70% centrifugando 5 min a 13000 rpm. EI ADN precipitado
se dejo secar a temperatura ambiente, se resuspendi6é en 400 uL de buffer TE, se agregaron 2 uL de RNAsa e
incubd a 37°C por 30 min. Se hizo una extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 centrifugando en las
condiciones antes mencionadas. EI ADN se precipitd con 2 volumenes de etanol al 100% incubando a -20°C por
1 h. Se centrifug6 10 min a 13000 rpm y se hizo un lavado con 1 mL de etanol al 70%. Se removié el sobrenadante
y el ADN se dejé secar a temperatura ambiente. Se resuspendio el ADN en 50 ul de buffer TE o agua ultrapura.
La pureza e integridad del ADN se verifico por espectrofotometria y electroforesis.

Amplificacion del gen RNAr 16S y genes phn.

La amplificaciéon de la region conservada del gen 16S rRNA se realizard con los oligonucleétidos
universales 27f (5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492r (5"-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3)
reportados por Melnicakova et al. (2013) para amplificar un producto de aproximadamente 1500 pb. La
amplificacion del 16S rRNA de cada cepa bacteriana se realizO con el kit GoTaq PCR, se verific en un gel de
agarosa al 1% y los productos de PCR se purificaron con el kit PureLink™ PCR Purification Kit Invitrogen para
su envio a secuenciacion en Langebio CINVESTAV. Las secuencias obtenidas se analizaron por BLAST en la
base del NCBI para identificar secuencias muy similares en las bases de datos. Para el analisis filogenético, se
descargaron secuencias del gen 16S rRNA de representantes de los diferentes grupos bacterianos y se analizaron
en conjunto con las secuencias obtenidas de cada cepa en el programa Mega X. El alineamiento maltiple se realizé
con MUSCLE vy se construy6 un arbol filogenético por Neighbor Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas, todo
en Mega X.

Para la amplificacion de los los genes phn, inicialmente se tenia contemplado amplificar los 5 genes
phnGHIJK, los cuales forman un complejo con actividad C-P liasa; sin embargo, debido al nimero de cepas
aisladas se decidio solamente amplificar el gen phnJ, el cual se sabe es la unidad catalitica del complejo C-P liasa
(Joshimsen et al. 2011), y los genes phnG y phnH, los cuales se han utilizado para analizar muestras ambientales
(Mauffrey et al. 2017). Para ello, se seleccionaron los iniciadores phnJ F1 (5"-CST ATC TSG ACG ARC AGA
CSA A-3) y phnJ R2 (5-TCG TCG GMG CCC TGR TCG A-3") reportados por Morales et al. (2020) que
amplifican un producto de PCR de 198 pb; para phn G, los iniciadores PhnGf (5'-
ATGATGGACGCAGCGAAGACAAGTGACGATG-3") y PhnGr (5"-ATCCTCTCCGCGGACCATGGTG-3")
que amplifican un producto de 447 pb; para phnH, los iniciadores PhnHf (5°-
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ATGACCGCCCAATCGCAAATCTATAGCGGC-3") y PhnHr (5"-CTCCCGCTCGAGTTTGGTGGTGC-3")
gue amplifican un producto de 577 pb (Parker et al. 1999).

Ensayos de tolerancia en medio sélido.

Para los ensayos de tolerancia, se realizaron ensayos en placas de medio sélido MSM1, MSM2 o LB con
concentraciones crecientes de glifosato (1000, 5000, 10000 y 15000 ppm) y AMPA (100 y 500 ppm) para
determinar aquellas cepas mas tolerantes al glifosato y AMPA. Para ello, las cepas se crecieron en LB
suplementado con 1000 ppm de glifosato o 100 ppm de AMPA por 24 h a 28°C en agitacion. Se transfirio 1 mL
del cultivo a un microtubo, se centrifugd a 6000 x g por 5 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante. El pellet de
células se lavo 3 veces con 1 mL de solucidn salina al 0.85% NaCl y se resuspendieron las células por vortexeo
para lavarlas. Se centrifugd nuevamente a 6000 x g por 5 min a 4°C para eliminar el sobrenadante. De los cultivos
lavados, se tomaron 20 uL y se deposité en forma de gota sobre cajas con medio LB, MSM1 o0 MSM2 a las
concentraciones de 1000, 5000, 10000 y 15000 ppm de glifosato, y 100 y 500 ppm de AMPA.. Se dejaron secar y
se incubaron a 28°C por 3 dias para registrar su crecimiento.

Ensayo de remocidn de glifosato en cultivo liquido y cuantificacion por ELISA.

Las cepas seleccionadas se sembraron en 5 mL de medio LB con glifosato 1000 ppm (FPS-16, FPS-22,
CR-Gli-09, CR-GIi-10) o AMPA 100 ppm (FPS-AMP-05, FPS-AMP-08, CR-AMP-07, CR-AMP-10) y se
incubaron a 28°C en agitacion por 24 h. El cultivo celular se centrifug6 a 6000 rpm 5 min para obtener el pellet.
Este pellet se lavé 3 veces con solucion salina al 0.85% de NaCl, agregando 1 mL de la solucion y vortexeando
hasta resuspender, para centrifugar a 6000 rpm 5 min y descartando el sobrenadante. El pellet lavado se
resuspendié en 1.5 mL para utilizar 1 mL para medir DO600 y el resto para inocular. La cantidad de inéculo se
calculd basado en que un cultivo con una DO600 de 2.0 se inocularon 50 uL en 5 mL de medio MSM1
suplementado con 1000 ppm de glifosato de cada cepa en el caso de los cultivos mixtos, y 100 uL de in6culo para
los cultivos puros (monocultivos). Para los ensayos de remocion, se incluyeron como tratamientos la cepa
degradadora de glifosato y una de AMPA (cultivos mixtos), y los respectivos controles (monocultivos) como se
observa en la siguiente tabla:

Tratamientos para ensayo de remocién de glifosato in vitro.

Cepas FPS Cepas CR

e FPS-16 e CR-GIi-09

e FPS-22 e CR-GIli-10

e FPS-AMP-08 e CR-AMP-07

e FPS-AMP-05 e CR-AMP-10

e FPS-16 X FPS-AMP-05 e CR-Gli-09 X CR-AMP-07
e FPS-16 X FPS-AMP-08 e CR-Gli-09 X CR-AMP-10
e FPS-22 X FPS-AMP-05 e CR-Gli-10 X CR-AMP-07
e FPS-22 X FPS-AMP-08 e CR-Gli-10 X CR-AMP-10
e Control glifosato e Control glifosato

Los cultivos se realizaron en tubos cénicos de 50 mL y se incubaron por 7 dias a 28°C en agitacion. Para
la toma de muestra, se tomaron 1.5 mL del cultivo, se centrifug6 a 13000 rpm por 5 min, se colect6 el sobrenadante
y se dividio en dos alicuotas: una de 1 mL que se almacend a -20°C y una de 0.5 mL almacenada a 4°C para su
andlisis por ELISA dentro de los 7 dias de colecta.

8 de 24



A la fecha se han realizado 2 experimentos, los cuales no se han hecho por triplicado ya que se realizaron
para estandarizar el ensayo de remocion y la técnica de ELISA ya que el numero de placas con que disponemos
es solamente de 4 debido a su alto costo. Sin embargo, considerando los resultados, se procedera a realizar el
ensayo final por triplicado cada tratamiento para que pueda analizarse de manera estadistica.

La concentracion de glifosato se determind utilizando el kit Abraxis Glyphosate Plate Assay Kit (96T) PN
500086, el cual es un método colorimétrico tipo ELISA que permite cuantificar la presencia de glifosato en un
rango de 0.13-4 pg/L con un limite de deteccion de 0.05 pg/L en agua. Se incluy6 un control de agua destilada
utilizada para las diluciones, el kit ya contiene estandares para realizar la curva y un control de calidad (0.75 pug/L).
Las muestras obtenidas de los ensayos de cepas individuales y cultivos mixtos se diluyeron a 1:1,000,000 para
alcanzar los niveles dentro del rango de cuantificacion de la curva de calibracion. La concentracidn de glifosato se
calculd de acuerdo a las instrucciones del kit. Los niveles de glifosato residual se graficaron como porcentaje
relativo al control de medio MSM1 con 1000 ppm de glifosato (como 100%) y la concentracion de cada
tratamiento.

Montaje del microcosmos (en montaje).

Se colectaron muestras de suelo de 1 kg a una profundidad de hasta 30 cm en zonas libres de glifosato
(para ensayo final), para la estandarizacién se utilizd el suelo remanente de la coleccion de muestras para el
aislamiento. Se eliminaron las rocas y restos vegetales, se dejé secando al aire y se tamiz6 para lograr un tamafio
de particula >2 mm. El suelo se esterilizé por autoclave 20 min a 121°C al menos 2 veces. L0s tratamientos
fueron los siguientes: 1) Suelo + glifosato (100 mg/kg), 2) Suelo + glifosato (100 mg/kg) + Cepa Gli, 3) Suelo +
glifosato (100 mg/kg) + Cepa AMPA, y 4) Suelo + glifosato (100 mg/kg) + Consorcio, cada tratamiento por
triplicado consistiendo en 30 g de suelo. La seleccién de la concentracion de 100 mg/kg de glifosato se baso en
reportes donde se muestran niveles maximos en suelo de Argentina (05 mg/kg) (Peruzzo et al. 2008) mientras que
en México se han reportado menos de 1 mg (Salazar-Lo6pez, 2016). Considerando que las cepas seleccionadas
removieron altas concentraciones de glifosato in vitro, se decidi6 usar 100 mg/kg que corresponde a una
concentracién muy alta y evaluar la eficiencia en la degradacion de glifosato.

Para el montaje de los microcosmos, 1.8 kg de suelo se dividié en 4 submuestras de 450 g. Para cada
submuestra la humedad se ajusté a 35% con agua destilada mezclando hasta homogenizar. Una vez ajustada la
humedad, se agreg6é la cantidad equivalente de glifosato de 100 mg/kg, se dividié en 15 microcosmos
independientes de 30 g cada uno, y se inoculd para los controles de cada cepa con una concentracion de 1x 108
CFU/g, mientras que para los cultivos mixtos se indculo con 1x 10* CFU/g de cada cepa. Cada tratamiento
considerando las tomas de muestra se hicieron por triplicado. Los experimentos de| microcosmos se incubaron a
temperatura ambiente (aprox. 28°C) en oscuridad. La humedad del microcosmos se ajust6 a lo largo de todo el
experimento con agua destilada. La toma de muestras se realiz6 a los dias 0, 7, 14, 28 y 40 dias, tomando al azar
3 microcosmos de cada tratamiento. De cada microcosmos muestra se tomaron 25 g de suelo para cuantificacion
de glifosato y AMPA y se almacenaron a -20°C en oscuridad para su andlisis posterior por UPLC-MS, mientras
gue para la cuantificacién bacteriana se tomaron muestras de 3 g de suelo. La cantidad de glifosato y AMPA de
las muestras de suelo del microcosmos se cuantificO por UPLC-MS, en el Laboratorio de Plaguicidas del
Laboratorio Nacional para Investigacion en Inocuidad Alimentaria (LANIIA-CIAD) en CIAD Coordinacion
Culiacén. Para la cuantificacion bacteriana, 1 g de suelo se resuspendi6 en 10 mL PBS agitando vigorosamente en
un vortex para desprender las bacterias, se realizaron diluciones seriales y se estimd la abundancia como UFC/g
de suelo.

4. GRUPO DE TRABAJO. Descripcion de las capacidades cientificas, técnicas, de infraestructura y
administrativas de los participantes en el proyecto y, de ser el caso, de las instituciones u organizaciones a las
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que estén adscritos y su relacion con los objetivos planteados en el proyecto.

El Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A. C. Coordinacion Culiacdn cuenta con la
infraestructura necesaria para la ejecucion del proyecto por parte del laboratorio de Biologia Molecular y
Genomica Funcional con el equipo para el aislamiento de las bacterias, su caracterizacion microbiol6gica,
identificacion a nivel molecular, la realizacidn de los ensayos in vitro y de microcosmos. Cuenta con incubadoras,
ultracongeladores, congeladores, autoclave, potenciémetro, campanas de bioseguridad, termocicladores, equipos
de electroforesis, etc. Ademas, como parte de la institucion existe el acceso a equipo de laboratorios bajo el
resguardo de otros investigadores donde se cuenta con los lectores de placas, espectrofotémetros, y otros equipos
atiles en microbiologia en el area agricola.

Por su parte, el proyecto contempla la participacion del Laboratorio de Plaguicidas del Laboratorio Nacional
para Investigacion en Inocuidad Alimentaria (LANIIA-CIAD), cuya unidad cuenta con amplia experiencia en la
determinacion de glifosato y otros agroquimicos en agua, suelos, alimentos y biota utilizando técnicas analiticas
de punta incluyendo cromatografia de gases, UPLC-MS/MS, espectrometria de masas con trampa de iones, HPLC
con detector de florescencia, entre otras. Relacionados con la presente propuesta, este laboratorio ha apoyado y se
encuentra apoyando en la determinacion de glifosato en muestras de orina de trabajadores agricolas, en alimentos
y en otras matrices ambientales, por lo que se cuenta con la capacidad técnica y cientifica para el desarrollo del
proyecto.

Finalmente, Fundacion Produce Sinaloa es un aliado importante de la presente propuesta ya que representa un
vinculo directo con el productor agricola para conocer sus necesidades y establecer proyecto conjuntos. Para el
presente proyecto, sus contribuciones son de capacidad cientifica y técnica en el conocimiento de los suelos, los
sitios para los muestreos y el aislamiento de los microorganismos, asi como ser el vinculo para difundir los
resultados del presente proyecto en la comunidad de agricultores y dar a conocer las posibilidades de
biorremediacion de suelos contaminados con tecnologias basadas en microorganismos.

Investigadores y estudiantes:

» Laboratorio de Plaguicidas del Laboratorio Nacional para Investigacion en Inocuidad Alimentaria (LANIIA-
CIAD)

M. en C. Pedro Bastidas Bastidas: Profesor Investigador Asociado A, adscrito al Laboratorio de Analisis de
Residuos de Plaguicidas del Laboratorio Nacional para la Investigacion en Inocuidad Alimentaria — CIAD, A.C.
Unidad Culiacan. Participacion en ensayos de aptitud a Nivel Nacional e Internacional en la determinacion
analitica de residuos de plaguicidas tanto en alimentos como en matrices ambientales (agua, suelo, aire, etc.),
validacién de métodos para la determinacién de contaminantes. Su capacidades técnicas y cientificas seran
primordiales para la evaluacion de la degradacion de glifosato y AMPA por UPLC-MS en los ensayos de
microcosmos de suelo y en caso de ser posible de muestras de ensayos de cultivos in vitro.

* Fundacion Produce Sinaloa

Dra. Mayra Esparza Araiza: doctora en biologia molecular de plantas. Ha trabajado ampliamente con bacterias
patégenas de plantas, entre ellas realizando estudios moleculares en Clavibacter michiganensis. Tiene amplio
conocimiento de zonas de cultivo agricola y suelos, y participa activamente en la vinculacion con productores
agricolas a través de Fundacion Produce Sinaloa (FPS). Actualmente, el CIAD tiene vigente un convenio general
de Colaboracion con FPS desde 2018 y tiene una vigencia de 5 afios. Asimismo, FPS e investigadores del
laboratorio de Biologia molecular y Gendmica Funcional de CIAD Culiacén ya han establecido vinculos a través
de proyectos de colaboracion, entre estos ultimos el proyecto “Desarrollo de marcadores moleculares de ADN
para la deteccion de cultivares de tomate resistentes a patdgenos” teniendo como responsable técnico a la Dra.
Josefina Leon, y la Dra. Maria Claudia Villicafia Torres como colaborador, y por parte de FPS a la Dra. Mayra
Esparza Araiza como responsable. Su capacidad técnica y cientifica en técnicas de aislamiento asi como toma de
muestras de suelos, asi como la vinculacién con productores agricolas y difusion de resultados.

* Laboratorio de Biologia molecular y genémica funcional, CIAD Culiacan.
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-Dra. Maria Claudia Villicafia Torres (responsable técnico): Investigador Catedra CONACYT comisionada
en CIAD Culiacéan. Realizo sus estudios de maestria en el CIBNOR con la caracterizacion de bacterias promotoras
del crecimiento realizando cultivos mixtos y otras técnicas microbioldgicas. Doctorado en genética y ha
participado en proyectos relacionados con el aislamiento de bacteridfagos utilizando bacterias fitopatogenas. Tiene
amplia experiencia en técnicas moleculares, asi como en el aislamiento, caracterizacion de bacterias de fuentes
ambientales y ensayos fisioldgicos en cultivos bacterianos puros y mixtos. Ha participado en la coordinacion de
actividades, supervision y andlisis de resultados y elaboracion de informes. Realiz6 las pruebas bioquimicas de
utilizacion de citrato e hidrdlisis de almidon de los aislados de la localidad de Costa Rica.

-Dra. Josefina Ledn Félix: Investigador Titular de CIAD Culiacan y Jefe del Laboratorio de Biologia molecular
y Gendmica Funcional. Ha realizado proyectos relacionados con el aislamiento y caracterizacion genémica de
bacterias patdgenas en alimentos y muestras ambientales, y posee amplia experiencia en técnicas moleculares para
la deteccion e identificacion de patogenos relacionados con inocuidad alimentaria y enfermedades en plantas.
Apoyo técnico en las metodologias de extraccién de ADN, amplificacion por PCR y andlisis filogenético.

-QFB. Héctor Carrillo Yafez: analista técnico enfocado principalmente en el desarrollo e implementacion de
procedimientos para la identificacion de microorganismos patdégenos para el ser humano a través de alimentos y
medio ambiente. Ha participado ampliamente en proyectos involucrando el aislamiento y la caracterizacion de
bacterias de muestras ambientales. Su participacion en el proyecto implicd la supervision y entrenamiento de
estudiantes, cotizaciones y seguimiento administrativos para la adquisicién de equipos, materiales y reactivos.

-M. en C. Lucia Margarita Rubi Rangel: es licenciada QFB y M. en C. de CIAD Culiacén, realizando tesis de
licenciatura y de maestria con el aislamiento de bacteriéfagos que infectan bacterias patdgenas de humanos y
plantas, actualmente se encuentra como estudiante de doctorado de CIAD, Culiacan. Tiene amplia experiencia en
el aislamiento y caracterizacion de bacterias de muestras ambientales y de alimentos. Particip6 en el proyecto
como colaborador en los muestreos asi como en el entrenamiento y supervision en el aislamiento de las cepas
bacterianas degradadoras de glifosato y AMPA. Adicionalmente, participara en la purificacion del ADN genémico
para su envio a secuenciacion para obtener el genoma de las cepas seleccionadas.

-Tesistas de licenciatura:

Solangel Machado Valdes (activo): participd en el aislamiento de las cepas en medios enriquecidos con glifosato
a partir de muestras de suelo obtenidas de Fundacién Produce Sinaloa. Ha realizado la purificacion de 27 cepas y
conservacion en gliceroles; realizacion de tincion de Gram; ejecucion de las pruebas bioguimicas de catalasa,
oxidasa, ureasa, produccion de indol, hidrolisis de almiddn, utilizacion de citrato, mientras se encuentra en proceso
la prueba de reduccion de nitrato y uso de azUcares; ha realizado el aislamiento de ADN genémico de los aislados,
amplificado por PCR el gen RNAr, enviado a secuenciacion quedando en espera de las secuencias para su andlisis;
se encuentra pendiente la amplificacion por PCR del gen phnJ de cada aislado.

Brenda Kirey Figueroa Iriarte (activo): particip6 en el aislamiento de las cepas en medios enriquecidos con
AMPA a partir de muestras de suelo obtenidas de Fundacién Produce Sinaloa. Ha realizado la purificacion de 9
cepas y conservacion en gliceroles; realizacion de tincion de Gram; ejecucion de las pruebas bioquimicas de
catalasa, oxidasa, ureasa, produccion de indol, hidrdlisis de almiddn, utilizacién de citrato, mientras se encuentra
en proceso la prueba de reduccion de nitrato y uso de azlcares; ha realizado el aislamiento de ADN gendmico de
los aislados, amplificado por PCR el gen RNAr, enviado a secuenciacion quedando en espera de las secuencias
para su analisis; se encuentra pendiente la amplificacion por PCR del gen phnJ de cada aislado.

Valeria Le6n Medina (activo): ha realizado los ensayos de tolerancia a glifosato en medio sélido para las 64
aislados que conforman el cepario probando la tolerancia a glifosato utilizando medio MSM1 (glifosato como
fuente de carbono), MSM2 (glifosato como fuente de fésforo) y LB (medio rico) utilizando concentraciones de
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1000, 5000, 10000 y 15000 ppm de glifosato. Actualmente, se encuentra realizando los ensayos de remocion de
glifosato in vitro para cuantificar por el método de ELISA y determinar las cepas o el consorcio con mayor
capacidad de degradacién de glifosato y potencialmente su analisis por UPLC-MS.

-Residentes graduados por memoria

Alexandra Yaquelin Guzman Lopez (finalizado): participé en el aislamiento de las cepas en medios
enriquecidos con glifosato a partir de muestras de suelo obtenidas de la localidad de Costa Rica Sinaloa, obteniendo
un total de 16 cepas conservadas en gliceroles; se realizd la tincion de Gram; y se realizaron las pruebas
bioquimicas de catalasa, oxidasa, ureasa y produccion de indol.

Alejandro Payan Garcia (finalizado): participé en el aislamiento de las cepas en medios enriquecidos con
AMPA a partir de muestras de suelo obtenidas de la localidad de Costa Rica Sinaloa, obteniendo un total de 12
cepas conservadas en gliceroles; se realizé la tincién de Gram; y se realizaron las pruebas bioguimicas de catalasa,
oxidasa, ureasa y produccion de indol.

Juan Imanol Castro Valdez (activo): se encuentra participando en la extraccion de ADN para la amplificacion
del gen 16S RNAr y envio a secuenciacion de los aislados de la muestra de suelo de Costa Rica (28 aislados); se
encuentra pendiente la amplificacion por PCR del gen phnJ de estos aislados. Realizara la prueba de reduccion de
nitrato y uso de azucares de los aislados de Costa Rica. Y finalmente evaluaréa las cepas y el consorcio seleccionado
en el microcosmos de suelo.

5. PRODUCTOS OBTENIDOS. Descripcion clara y concisa de los productos comprometidos en el proyecto.
Es necesario vincular cada uno de los objetivos especificos con los productos esperados. Se sugiere usar la
informacidn en la pregunta 3 y 4 del informe técnico.

Objetivo 1.

Para el objetivo 1, se logré generar un cepario constituido por 64 cepas bacterianas aisladas de muestras
de suelo de dos sitios agricolas (Fundacién Produce Sinaloa y agricola en Sindicatura de Costa Rica), las cuales
se aislaron con 3 diferentes medios de enriquecimiento suplementados con glifosato 0 AMPA a concentraciones
crecientes. De las 64 cepas, se obtuvieron 43 cepas que se enriquecieron en presencia de glifosato y 21 cepas que
crecieron en medios suplementados con AMPA (ver archivo Cepario Glifosato-Ampa proy316020.xIs). Las cepas
presentaron diferentes morfologias y pigmentacion de colonia, asi como perfiles diferentes en cuanto a las pruebas
bioquimicas (actividad catalasa, oxidasa, ureasa, produccion de indol hidrélisis de almidon, utilizacidn de citrato),
encontrandose 25 cepas Gram positivas y 39 cepas Gram negativas, con formas de cocos y bacilos (Ver archivo
Pruebas biog_molecular.xls, Figura 1).
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Figura 1. Ejemplos de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas aisladas de este proyecto. Lo

marcado con una estrella indica respuesta positiva a la prueba.

En cuanto a la caracterizacién molecular de los genes phn, se evalu6 por PCR la presencia de phnG, phnH
y phnJ utilizando los ADN gendmicos de las 12 cepas aisladas con AMPA del sitio de Costa Rica (CR-AMP-01
a CR-AMP-12). Interesantemente, las PCRs mostraron que solo el gen phnJ se detecté en varias cepas CR-AMP,
aunque produjo fragmentos mas grandes (CR-AMP-04 y CR-AMP-08) que pudieran ser inespecificos (Ver archivo
Pruebas biog_molecular.xls); en el caso del gen phnG, la mayoria no amplificaron y algunos produjeron productos
de PCR de tamafio diferente que pudieran ser inespecificos, solo CR-AMP-05 present6 dos bandas de las cuales
una de ellas se encuentra en el peso esperado; mientras que para el gen phnH no hubo amplificacion (Figura 2).
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Figura 2. Deteccion por PCR de los genes phnG, phnJ y phnH en cepas CR-AMP. Los triangulos azules indican
los fragmentos con el tamafio esperado: phnG, 447 pb; phnJ, 198 pb.

Tomando en cuenta estos resultados, nos hace suponer que los iniciadores para los genes phnG y phnH no
estan disefiados para detectar estos genes en un amplio rango de bacterias, a pesar de que el estudio de Mauffrey
et al (2017) mostrd que estos genes amplificaron para muestras de agua. Por tal, se reviso el trabajo de Parker et
al. (1999), donde se disefiaron los iniciadores para estos genes y se observé que los iniciadores se generaron
basados solo en la secuencia de Rhizobium meliloti indicando que estos iniciadores no se disefiaron a partir de
regiones conservadas obtenidas por alineamiento de varias secuencias de diferentes bacterias. Por tal, en conjunto
con los ensayos de PCR, se decidié que para las cepas faltantes sélo se analizara la presencia de phnJ, donde los
iniciadores si se disefiaron tomando en cuenta secuencias de diversas bacterias (Morales et al. 2020) y dado que
este gen se ha descrito como la unidad catalitica del complejo C-P liasa (Joshimsen et al. 2011), se considerara
como indicador de la presencia de dicho complejo en las bacterias analizadas.

En cuanto a laamplificacion del 16S RNAr, ya se amplificd y se envid a servicio de secuenciacion, estando
pendiente la entrega y analisis de las secuencias para identificar cada cepa.

Como productos de este objetivo se encuentran:

-Cepario conformado por las cepas degradadoras de glifosato y AMPA bajo el resguardo del Laboratorio de
Biologia Molecular y Genémica Funcional de CIAD Culiacan (Finalizado).

-Lista completa y descripcion de las bacterias identificadas con actividad degradadora de glifosato y AMPA
(avance 90%). En proceso, las pruebas bioquimicas de reduccion de nitrato y uso de azucares; se completara la
deteccion del gen phnJ en las cepas faltantes; la identificacion por 16S RNAr, ya se envid el material a secuenciar
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y esté pendiente la entrega de las secuencias para su anlisis e identificar las cepas.

-En cuanto a la formacion de recursos humanos: No se logré incorporar un estudiante de maestria y uno de
doctorado, como se sugiri6 en los productos, sin embargo se logrd: 1) Incorporacion de 2 tesistas de licenciatura
involucrados en el aislamiento y caracterizacién de las bacterias con proyeccion de titulacion a mas tardar en junio
2022 (90%); 2) Capacitacion de 2 residentes de licenciatura, con lo cual generaron una memoria de residencias
que les permitid graduarse bajo la modalidad de titulacion integral del Instituto Tecnoldgico de Culiacan
(Finalizado). Con lo cual se cumple con la formacién de recursos humanos altamente capacitados.

Objetivo 2.

En este objetivo, se realizaron inicialmente pruebas de tolerancia a glifosato y AMPA en medio sélido
como una estrategia para seleccionar del cepario aquellas cepas que presentaran una mayor tolerancia a estos
compuestos y, por tanto, representen candidatos para los ensayos de remocion de glifosato in vitro. Se observé de
manera general que la mayoria de las cepas toleraron sin problema una concentracion de glifosato de 1000 ppm
(1 g/L) de glifosato y las de AMPA 500 ppm; interesantemente, se logré observar que las cepas pudieron crecer
en medio MSM2, donde se utiliza el glifosato como fuente de fésforo, a mayores concentraciones del agroquimico
en contraste con el medio MSML1, donde el glifosato se utiliza como fuente de carbono. Esto nos sugiere que las
cepas presentan una mayor capacidad de asimilar el glifosato como fuente de fésforo en vez de carbono, y en el
caso del AMPA se observé un patrén similar (Ver archivo .xls). De todas las cepas evaluadas, se seleccionaron las
cepas FPS-16 y FPS-22 que mostraron tolerancia a concentraciones de 5000 y 10000 ppm de glifosato,
respectivamente; las cepas FPS-AMP-05 y FPS-AMP-08, 1000 ppm de glifosato; las cepas CR-AMP-09 y CR-
AMP-10, 5000 ppm de glifosato; CR-Gli-09 y CR-Gli-10, hasta 10000 ppm (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplo de ensayo de tolerancia en medio so6lido, donde se observa el crecimiento de las cepas
seleccionadas en medio MSML a diferentes concentraciones de glifosato.
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Para los ensayos de tolerancia, se incluyeron como tratamientos la cepa degradadora de glifosato y una de
AMPA y los respectivos controles teniendo como tratamientos:

Tratamientos para ensayo de remocién de glifosato in vitro.

Cepas FPS Cepas CR

e FPS-16 e CR-Gli-09

e FPS-22 e CR-Gli-10

e FPS-AMP-08 e CR-AMP-07

e FPS-AMP-05 e CR-AMP-10

e FPS-16 X FPS-AMP-05 e CR-Gli-09 X CR-AMP-07
e FPS-16 X FPS-AMP-08 e CR-Gli-09 X CR-AMP-10
e FPS-22 X FPS-AMP-05 e CR-Gli-10 X CR-AMP-07
e FPS-22 X FPS-AMP-08 e CR-Gli-10 X CR-AMP-10
e Control glifosato e Control glifosato
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Como resultado de la cuantificacion por ELISA se obtuvo que todas las cepas seleccionadas, excepto la
CR-GIli-09 que no se analiz6 en este ensayo, fueron capaces de eliminar el glifosato en un alto porcentaje
mostrando un remanente de aproximadamente 56% de glifosato para FPS-22 y entre 10-30% de glifosato en las
cepas restantes. Sin embargo, al analizar los tratamientos en cultivo mixto de las cepas se observo un efecto
antagonista en cuanto a la remocion de glifosato ya que el porcentaje de glifosato remanente fue mayor en los
cultivos mixtos en comparacién con los cultivos puros, observando un efecto muy drastico para las combinaciones
de la cepa CR-GIli-10 con CR-AMP-07 y CR-AMP-10 donde se redujo drasticamente la remocién de glifosato
(Figura 4). Estos datos resultan relevantes porque nos indican la importancia de las interacciones entre
microorganismos, lo cual puede repercutir en la eficiencia de las cepas destinadas para consorcios y de su
efectividad cuando son aplicadas en campo, donde la comunidad bacteriana es compleja.
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Figura 4. Cuantificacion de glifosato residual de ensayos de remocion por ensayo de ELISA. El ensayo consistid
de cultivos liquidos de MSM1 suplementado con 1000 ppm de glifosato y dejado en incubacion por 7 dias. A)
Cepas aisladas de Fundacion Produce Sinaloa (FPS), y B) Cepas aisladas de Costa Rica (CR).
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La cuantificacién de acuerdo a la curva estandar proporcionada en el kit de ELISA mostrd que para el
ensayo con cepas FPS, el control de MSM1 con glifosato presentd una concentracion de 4266 ppm de glifosato,
mientras que el control de MSM1 con glifosato para el ensayo CR presentd una concentracion 6943 ppm de
glifosato, presentando ambos ensayos valores muy superiores a lo teérico suplementado de 1000 ppm partiendo
de la concentracion del glifosato comercial FAENA. No obstante, el porcentaje de glifosato residual se calculd
basando la concentracién del control de glifosato como 100%, por lo que a pesar de la variacion en el valor absoluto
de glifosato (debido a variaciones de pipeteo e incluso concentracion del producto comercial), el valor relativo es
representativo de la remocién de glifosato por parte de las cepas. Interesantemente, de acuerdo al ensayo, las cepas
gue presentaron el menor porcentaje de glifosato remanente fueron las cepas FPS-16 y FPS-AMP-05 con un 13%
aproximadamente. Estos ensayos se repetiran incluyendo la cepa CR-GIli-09 y sus combinaciones para confirmar
los resultados obtenidos de este primer ensayo.

Considerando los resultados de remocion de glifosato por ensayo de ELISA, se tiene contemplado
confirmar los datos de glifosato remanente obtenidos por ELISA de las cepas con mayor remocion (FPS-16 y FPS-
AMP-05) y de su respectivo consorcio por UPLC-MS para validar la confiabilidad del método de ELISA como
método cuantitativo y confirmar la capacidad degradadora de las cepas. Por otro lado, también se realizara un
ensayo de remocion, pero utilizando AMPA a 500 ppm en cultivo por 7 dias para verificar si FPS-16 y FPS-AMP-
05 degradan AMPA, demostrando la versatilidad de las cepas donde tienen la capacidad de degradar ambos
compuestos. En el caso de las cepas aisladas por enriquecimiento con AMPA se observé que son capaces de
degradar el glifosato, indicando que pueden procesar no sélo el AMPA sino el glifosato también, aunque si ambos
procesos se deben al complejo C-P liasa o involucran a la glifosato oxidoreductasa (GOX) no se puede inferir,
ademas de que no se han reportado iniciadores especificos para GOX puesto que la informacion genémica de este
gen es muy escasa.

Adicionalmente, a partir de los resultados de ELISA, se enviara a secuenciacion el material genético de
las cepas que presenten el mayor porcentaje de remocion de glifosato (candidatas posibles FPS-16 y FPS-AMP-
05) para conocer las caracteristicas gendmicas de los aislados, lo cual dard la pauta para realizar estudios
funcionales y entender a nivel molecular los mecanismos de degradacién de glifosato, ya que la informacidn en
este sentido es escasa. Este aspecto representa una ventana de oportunidad para realizar estudios gendmicos,
genéticos y fisiol6gicos a futuro en esta linea de investigacion con el proposito de generar conocimiento basico
acerca de los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de degradacién de agroquimicos.

Como productos de este objetivo se encuentran:
-Base de datos con los resultados de tolerancia a glifosato y AMPA por parte de las cepas (Finalizado).

-Obtencion de la composicion del consorcio con mayor actividad de remocion de glifosato in vitro (80%). Este
producto viene enlistado como tal en el convenio; sin embargo, a la luz de los presentes resultados, se confirma la
actividad degradadora de cepas puras mientras que en los cultivos mixtos se observaron interacciones antagonistas.
Estas observaciones implican que el disefio de un consorcio deberd implicar un proceso mas exhaustivo de
combinaciones de mas de dos cepas, lo cual no se abordaré en este proyecto. Sin embargo, como perspectiva se
tiene aprovechar el cepario generado de este proyecto para evaluar las interacciones entre cepas y su efecto en la
remocion de glifosato en futuras investigaciones utilizando un disefio estadistico de Plakett-Burman, el cual se ha
reportado para el disefio de consorcios para el tratamiento de aguas residuales (Mazzucotelli et al. 2014). Por otro
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lado, independientemente de las relaciones antagonistas de los cultivos mixtos, las cepas como monocultivos,
especialmente FPS-16 y FPS-AMP-05 degradaron una alta proporcion de glifosato dejando solo un 13% del
glifosato total en 7 dias, y de ser confirmado por UPLC-MS, estas cepas son fuertes candidatas para procesos de
biorremediacidn. Asimismo, el ensayo por UPLC-MS arrojaria datos acerca si la degradacion de glifosato es a
través de la produccion de AMPA ya que este compuesto también se detecta por la técnica.

-Incorporacion de una tesista de licenciatura involucrada en la evaluacion de tolerancia y remocion de glifosato en
cultivo con proyeccion de titulacion a mas tardar en junio 2022 (90%).

Objetivo 3.

A la fecha para este objetivo, se ha realizado la estandarizacién del tratamiento del suelo, desde el secado,
tamizado y pruebas para establecer las condiciones de humedad (entre 35-50%) del ensayo por 7 dias. Por otro
lado, revisando la literatura, se decidié evaluar la actividad de las cepas y del consorcio a una concentracion de
100 mg glifosato/kg de suelo, ya que algunos trabajos han reportado niveles maximos de 5 mg/kg en suelo de
Argentina (Peruzzo et al. 2008) mientras que en México se han reportado menos de 1 mg (Salazar-Lo6pez, 2016).
Considerando que las cepas seleccionadas removieron altas concentraciones de glifosato in vitro, se decidié usar
100 mg/kg que corresponde a una concentracién muy alta y evaluar la eficiencia en la degradacion de glifosato.
Por tal, al finalizar los datos confirmatorios del ELISA y las cepas que se analicen por UPLC-MS, se procedera al
montaje del ensayo de microcosmos.

Productos:

-Validacion del consorcio degradador en laboratorio con condiciones ambientales relevantes (ensayo de
microcosmos). En proceso, considerando los resultados del ensayo ELISA, en este objetivo el producto a entregar
corresponde a la validacion de las cepas degradadoras en suelo asi como la eficiencia del consorcio gque como ya
se observo en el ensayo preliminar de ELISA, resulté en interacciones antagonistas para la remocion de glifosato.
En este punto, el ensayo de microcosmos validara la eficacia de las cepas y demostrara los efectos antagonistas de
interaccién, apuntando a la relevancia del disefio cuidadoso de los consorcios para que resulten exitosos en ensayos
de campo.

-Capacitacion de 1 residente de licenciatura en curso, que generara una memoria de residencias de los ensayos de
microcosmos que le permitirad graduarse bajo la modalidad de titulacién integral del Tecnoldgico de Culiacan
(20%): incorporado en febrero de 2022 y se encuentra participando en la extraccién de ADN gendmico,
amplificacion del gen 16S RNAr y phnJ, y caracterizacion bioquimica faltante de las cepas de Costa Rica (28
aislados).

-Una nota de divulgacién asociada al uso de bacterias en la degradacion de agrotoxicos como el glifosato en la
restauracion de suelos (Finalizado).

-Adicional: Una nota de divulgacién asociada al uso de bacterias en la degradacion de agrotdxicos como el
glifosato en la restauracién de suelos (Finalizado).

-Escritura de un manuscrito de investigacion para enviarse a revision a una revista internacional con JCR (Avance
50%).
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6. BENEFICIOS, RESULTADOS Y USUARIOS FINALES. Se deberé indicar las ventajas, consecuencias
positivas e impacto del proyecto y cuales fueron los mecanismos de transferencia de resultados y/o usuarios
finales.

Los resultados del presente proyecto son:
» Generacion de un cepario que se encuentra bajo resguardo en el laboratorio de Biologia molecular y genémica
funcional del CIAD Culiacén (finalizado).

« Se generé una lista completa con descripcion de las bacterias identificadas (morfoldgica, bioguimica y
molecularmente) con actividad degradadora de glifosato y AMPA (90%).

 Se generd una base de datos con los resultados de tolerancia a glifosato y AMPA por parte de las cepas
(Finalizado).

» Se demostré la capacidad degradadora de glifosato de las cepas seleccionadas por ensayo in vitro, e
interesantemente se revelaron interacciones antagonistas en los consorcios bacterianos sintéticos, sugiriendo que
se deben abordar otras metodologias para el disefio de un consorcio funcional, aunque las cepas individuales
presentaron una actividad de remocidn considerable por lo que son candidatas para proceso de biorremediacién
(80%)).

 En proceso: Se demostrara la actividad de las cepas seleccionadas, asi como de su respectivo consorcio en
condiciones ambientales relevantes por ensayo de microcosmos de suelo proporcionando evidencia para mejorar
el disefio de un consorcio o monocultivo que pueda utilizarse en biorremediacion de suelo (40%).

« Se tiene material para 3 tesistas de licenciatura proyectado para titularse a mas tardar en junio 2022 (90%).

« Se capacitaron 3 residentes de nivel licenciatura en técnicas microbioldgicas de aislamiento y caracterizacion de
cepas bacterianas, caracterizacion molecular y ensayo de microcosmos (2 finalizados y uno en proceso con un
20%).

* Se tiene un avance en la escritura de un manuscrito de investigacion para enviarse a revisién a una revista
internacional con JCR con los resultados obtenidos del proyecto (50%).

« Se publicé una nota de divulgacion titulada “Degradacién microbiana del glifosato y sus derivados: una estrategia
para la biorremediacion de suelos contaminados” asociada al uso de bacterias en la degradacién de agrotdxicos
como el glifosato y AMPA en la restauracion de suelos para su difusion a la comunidad académica y publico en
general (100%). https://www.ciad.mx/notas/item/2630-degradacion-microbiana-del-glifosato-y-sus-derivados-
una-estrategia-para-la-biorremediacion-de-suelos-contaminados

* Se publico un articulo de divulgacion en la revista El Jornalero titulado “Bacterias degradadoras de glifosato y
el disefio de consorcios como estrategia en la biorremediacion de suelo” con el potencial de difundirlos entre los
productores agricolas y despertar el interés por parte de las comunidades agricolas en el uso de esta tecnologia
basada en agentes biolégicos como una alternativa para la biorremediacion de suelos contaminados (100%).
https://issuu.com/eljornalero/docs/ed110 1 ?fr=sODIzNzlyOTEWOTU

De estos resultados, la generacion de un cepario constituido por cepas identificadas y caracterizadas por
su potencial degradador de glifosato y AMPA representando un avance significativo ya que se contara con un
recurso biolégico para el disefio de otros consorcios que potencialmente puedan utilizarse para la remocién de
glifosato y AMPA en suelo, plantas y otras fuentes con contaminacion, asi como analizar en otros aspectos las
cepas tales como enfoques fisiolégicos, bioquimicos y genémicos. Por otro lado, la demostracion de la actividad
degradadora de las cepas aisladas constituye la prueba experimental del concepto que a futuro sera sujeta de
evaluacion en campo para evaluar su efectividad en condiciones ambientales relevantes. Relevantemente, la
observacion de interacciones antagonistas entre las cepas aisladas marca la pauta para considerar factores
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importantes tales como las interacciones entre microorganismos para el disefio de un consorcio asi como otras
estrategias mas exhaustivas para obtener un consorcio bacteriano sintético funcional. A futuro, el desarrollo de
una tecnologia basada en microorganismos seran la base para la generacion de un producto biotecnolégico con
aplicaciones en el area agricola beneficiando a los productores al reducir el impacto de los agrotdxicos en los
suelos y la potencial contaminacidn de agua y alimentos, asi como la reduccidon de la toxicidad por exposicion de
los trabajadores agricolas.

Por otro lado, la ejecucion del proyecto ha tenido un impacto importante en la generacion de recursos
humanos altamente especializados ya que ha proporcionado los espacios, la capacitacion técnica y cientifica para
el desarrollo del proyecto y con ello la generacion del material necesario para la capacitacion y titulacion de 3
tesistas y 3 residentes de licenciatura, despertando el interés en investigacion en ciencia béasica y aplicada con la
posible captacion de dos de las tesistas para su ingreso a maestria (comunicacion personal) con lo cual se
contribuye al fomento de las vocaciones cientificas. Por otro lado, en la comunidad cientifica se esta contribuyendo
con la generacion de una coleccidn de recursos biolégicos bien caracterizados asi como el establecimiento de la
linea de investigacion en camino hacia su consolidacion en el grupo de investigacién en el campo de la
biorremediacién de suelos, ademas de proporcionar conocimiento acerca de los procesos de remocion de glifosato
por métodos analiticos y develar factores importantes en el disefio de consorcios microbianos factibles para su uso
en la remocion de xenobidticos y otros compuestos toxicos.

Se estima que los usuarios finales de dichas tecnologias seran los productores agricolas, asi como
miembros de instituciones interesados en programas de restauracion de suelos y ecosistemas contaminados con
agrotdxicos. No obstante, el alcance del presente proyecto involucr6 abordar los aspectos de ciencia basica que va
desde el aislamiento y caracterizacion de las cepas con actividad degradadora de glifosato y AMPA y los ensayos
funcionales para determinar la actividad de un consorcio bacteriano sintético; asimismo, este proyecto se enmarcé
en otras actividades tales como dar a conocer alternativas a los productores agricolas para la biorremediacién de
suelos, reducir los riesgos de toxicidad y contaminacién de los suelos y otras fuentes como alimentos, agua,
animales y sus efectos en la salud, todo ello demostrado con evidencia cientifica y difundiendo de esta manera
soluciones basadas en la vinculacién de instituciones de investigacion y la comunidad de agricultores. Entre los
mecanismos de transferencia, se difundi6é una nota de divulgacion dirigida al publico asi como un articulo en la
revista El Jornalero para dar a conocer el uso de microorganismos como agentes potenciales en procesos de
biorremediacién. Asimismo, se espera que los resultados del proyecto se logren difundir a través de la publicacién
de un articulo cientifico arbitrado, asi como seminarios académicos y abiertos al publico; e importantemente, a
través de Fundacion Produce Sinaloa se buscara llegar a los productores para dar a conocer esta tecnologia a través
de eventos publicos (Expo Agro 2022), y se buscara financiamiento para una propuesta de continuidad del proyecto
con el propdsito de evaluar un disefio estadistico para el desarrollo de un consorcio funcional en la remocion de
glifosato teniendo como base el cepario generado del presente proyecto y su evaluacion en suelo o0 en campo.

La formulacién de un consorcio bacteriano sintético y la demostracion de su efectividad en la remocion
de glifosato y AMPA en modelos de suelo seran la evidencia base que daran la pauta para evaluar la efectividad
del consorcio en estudios de campo, parametros de aplicacion, y a futuro, el disefio y licenciamiento de un producto
biotecnoldgico, para lo cual es importante la colaboracion de la comunidad de productores agricolas quienes
constituyen uno de los grupos que seran beneficiados, y articular los beneficios a través de instituciones de
gobierno y la comunidad agricola.

7. PROBLEMATICAS Y DIFICULTADES ENCONTRADAS DURANTE EL DESARROLLO DEL
PROYECTO. Describa brevemente los principales retos y dificultades cientificas, tecnolégicas, de
infraestructura, sociales, culturales, etc. a las cuales se enfrentd durante el desarrollo del proyecto y que
pudieron afectar su logro.

Debido a la pandemia, ha habido un retraso considerable en la entrega de diversos materiales y equipos;
sin embargo, el mayor retraso ocurrié en enero de 2022 donde no fue posible retomar las actividades presenciales
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después de las vacaciones de diciembre ya que se presentaron brotes recurrentes de COVID-19 entre los miembros
del laboratorio, reanudando actividades hasta el 1 de febrero de 2022. Estos acontecimientos implican un retraso
de un mes de trabajo y se refleja en los resultados que se encuentran pendientes, las cuales se abordaran en los
meses siguientes. En cuanto a los retrasos de los materiales, las pruebas bioquimicas faltantes de reduccién de
nitrato y uso de azlcares no se han realizado debido a que no han llegado y no hemos logrado conseguir dos
reactivos necesarios para su montaje, pero nos comprometemos a realizarlas en el mes siguiente.

Por otro lado, con respecto al ensayo de microcosmos, solo se ha empezado a estandarizar el montaje y no
se ha realizado dado que los tratamientos dependen de los resultados del objetivo 2, de los cuales tenemos
resultados parciales y de acuerdo a los resultados definitivos que obtengamos se decidiran los tratamientos a
montar en microcosmos. Interesantemente, los resultados obtenidos hasta ahora en el objetivo 2, nos indican que
las cepas seleccionadas pueden reducir los niveles de glifosato en cultivo in vitro, pero en cultivos mixtos indican
una relacion antagonista. Esto resulta relevante dado que sugiere que de no encontrar una combinacién adecuada
de las cepas para conformar un consorcio se tendra que abordar una metodologia donde se pueda evaluar un mayor
namero de combinaciones de méas de una cepa para encontrar un consorcio 6ptimo en proyectos futuros.

8. VINCULACION Y ARTICULACION AL IMPLEMENTAR EL MODELO PENTAHELICE
(Gobierno-Academia-Industria-Sociedad-Ambiente). Describa brevemente su experiencia general sobre las
vinculaciones realizadas o logradas durante el desarrollo del proyecto.

El presente proyecto se encuentra dentro de los primeros niveles de madurez tecnol6gico ya que involucra
principalmente el aislamiento de las bacterias degradadoras y la prueba del concepto todo a nivel laboratorio. El
desarrollo del presente proyecto principalmente ha articulado actores de la Academia, tales como el grupo de
investigacion incluyendo investigadores y estudiantes, con el sector Sociedad a través de la vinculacién con
Fundacién Produce Sinaloa como representante de la poblacién objetivo como productores agricolas con el
objetivo de desarrollar el presente proyecto y difundir sus principales logros a través de sus espacios y medios de
comunicacién (notas, articulos) proporcionando alternativas para mitigar el problema de contaminacién de suelos
con agroquimicos. Fundacion Produce ademas de ser una asociacion civil conformada por productores agricolas,
s una organizacién que participa en acciones en materia de investigacion, validacién y transferencia de tecnologia,
por lo que a futuro puede vincular un prototipo tecnolégico para biorremediacion hacia otros sectores incluidos la
Industria y el Gobierno, para favorecer el desarrollo del prototipo biotecnolégico a niveles superiores de escala
piloto e incluso a escala industrial en caso de ser exitoso, mientras que por parte del gobierno puede articular
dichos desarrollos para establecer estrategias para reducir el impacto del glifosato en los suelos y con ello a la
salud de los seres vivos vinculando finalmente con el sector Ambiente. Dado el nivel de desarrollo del presente
proyecto, el conocimiento generado permitird validar el concepto, lo cual representa la generacion del
conocimiento basico para el disefio de un prototipo de consorcio o cepa bacteriana funcional que permita restaurar
suelos altamente contaminados con glifosato para el desarrollo de un desarrollo tecnolégico, con la perspectiva de
desarrollar un producto biotecnolégico que pueda validarse para su comercializacion.

9. FINANCIAMIENTO SOLICITADO Y EJERCIDO. Presupuesto total solicitado y ejercido para el
desarrollo del proyecto y su justificacion, infraestructura disponible y la nueva requerida (explicando las
razones para su adquisicion), asi como posibles fondos complementarios.
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Se solicito un presupuesto total de $1,120,000.00 MXN, del cual se ejercieron $1,102,149.38 MXN como sigue:

Tipo de gasto:

Gasto corriente

Descripcion

Monto solicitado al fondo

Justificacion

Becas

$45,000.00

Beca por 3 meses ($5,000.00 MXN) para 3
tesistas de licenciatura que abordaran los
objetivos del proyecto.

Gasto  Auditoria  informe

Financiero

$11,000.00

Gastos de la Auditoria final para el informe
técnico del proyecto

Gastos de Trabajo de campo

$3,000.00

Gastos de transporte para la toma de muestras
de suelos para el aislamiento y el ensayo de
mMicrocosmos.

Reactivos e insumos

$677,099.00

Compra de reactivos Yy consumibles,
polimerasa para PCR, kit Elisa para deteccién
de glifosato (precio unitario $19,000.000
MXN, estimadas 4 placas), frascos, puntas,
microtubos, medios de cultivos, glifosato,
guantes, reactivos y accesorios para analisis
por espectrometria de masas.

Servicios externos

especializados

$79,411.50

1) Secuenciacién de fragmentos por Sanger
para identificacion de las bacterias
degradadoras de glifosato y AMPA,;
secuenciacion de DNA gendmico de las
bacterias seleccionadas.

Tipo de gasto:

Gasto de inversion

Equipo y accesorios

laboratorio

$286,638.88

Compra de un microscopio binocular
compuesto para la observacién de la
morfologia bacteriana; compra de un agitador
orbital para crecimiento bacteriano y ensayos
de remocion in vitro.

TOTAL

$1,102,149.38

El laboratorio de Biologia Molecular y Genémica Funcional del Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo, A. C. Coordinacion Culiacan cuenta con la infraestructura necesaria referente a microbiologia y
biologia molecular para la ejecucién del proyecto por parte, contando con equipo para el aislamiento de las
bacterias, su caracterizacion microbiologica, identificacion a nivel molecular, la realizacion de los ensayos in vitro
y de microcosmos. Cuenta con incubadoras, ultracongeladores, congeladores, autoclave, potenciémetro, campanas
de bioseguridad, termocicladores, equipos de electroforesis, etc. No obstante, el laboratorio cuenta con
incubadoras, pero no con un agitador ni un microscopio éptico, por lo que la adquisicién de ambos equipos
fortalecieron las capacidades de analisis y desarrollo de proyectos enfocados en el area de microbiologia.
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