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RESUMEN

El 2,4-Diclorofenoxiacetico es uno de los herbicidas mas usados para controlar malezas de hoja ancha, el
ingrediente activo, sin embargo, tiene efectos cronicos sobre la salud humana y efectos letales sobre el suelo. Se
ha demostrado que existen microorganismos que tienen la capacidad de degradar estos compuestos fendlicos, a
la que se le denomina biorremediacion. El objetivo de la investigacion es determinar la presencia de
Pseudomonas fluorecens degradadora del herbicida 2,4 D en suelos agricolas procedentes del sector Barraza,
Trujillo, Pera. Se obtuvieron muestras de suelo y de cada una se separd 10 g para efectuar diluciones,
posteriormente se sembraron en agar minimo de sales + 2,4 D y finalmente se seleccionaron colonias con
diferentes morfologias. A partir de un cultivo puro se realizé la identificacion basandose en su morfologia
cultural y caracteristica bioquimicas, determinando la presencia de P. fluorescens degradador del 2,4 D aislada de
suelos del sector Barraza-Trujillo.
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ABSTRACT

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid is one of the herbicides most used to control broadleaf weeds, the active
ingredient has chronic health effects, and lethal effects on the soil because it has a residual effect. It has been
shown that there are microorganisms that have the capacity to degrade these phenolic compounds, which is
called bioremediation The objective of the research is to determine the presence of Pseudomonas fluorecens
degrading 2,4 D herbicide in agricultural soils from the Barraza sector; Trujillo - La Libertad.. Soil samples
collected from the Barraza, Trujillo - La Libertad sector were obtained and dilutions were made from 10 grams
of soil, then seeded on minimal agar + 2,4 D salts and finally colonies with different morphologies were
selected. From a pure culture the identification was made based on its cultural morphology and biochemical
characteristic, determining the presence of P. fluorescens degradant of 2,4 D isolated from soils of the sector
Barraza-Trujillo.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna se basa en gran medida en el uso herbicidas para el control de malezas y su
facilidad para maximizar el rendimiento de los cultivos. Debido al uso excesivo de herbicidas, existe
una gran preocupacion sobre su potencial riesgo ambiental. La contaminacion por herbicidas puede
conducir a la contaminacion del suelo y del agua, reduccion de la biodiversidad y la disminucion de
bacterias heterotrofas en el suelo (incluyendo las bacterias desnitrificantes) y hongos.!2 El 2.4-
Dichlorophenoxyacetic (2,4-D) es uno de los herbicidas mas utilizados en el mundo y es un andlogo
de una hormona de crecimiento, la auxina.> Se ha propuesto como un control selectivo, efectivo y
economico de malezas de hoja ancha en cultivos agricolas, pastos y bosques durante los ultimos
decenios.*

El 2,4-D es uno de los herbicidas mas utilizados en tierras cultivables y su alta toxicidad en los
animales y plantas han reforzado el descubrimiento de vias de su degradacion, junto con genes
implicados en tales vias. 5.6

Se han descrito a varias cepas bacterianas que son capaces de utilizar 2,4-D como fuente de carbono
y energia.”® Los géneros degradadores mas cominmente citados son Pseudomonas, Alcaligenes,
Ralstonia, Delftia, Arthrobacter y Burkholderia.'0-'5. De ellos, Pseudomonas ha sido registrado como
el primer género que presenta especies degradadoras del compuesto y, teniendo en cuenta su ubicuidad
debido a que no es exigente respecto de los componentes utiles para su sobrevivencia, es posible que
esté presente en suelos agricolas de diversos lugares, entre ellos, los de Trujillo (Peru).

La presente investigacion estuvo dirigida a determinar al o los géneros bacterianos que se encuentran
degradando al herbicida 2,4 D en suelos agricolas del sector Barraza, Trujillo (Peru).

MATERIAL Y METODOS

Zona de estudio.

La zona de muestreo se ubica a 38 msnm a 8° 06° 59.23” LS y 78° 59’ 07.01” LO, en el sector Las
Hectareas de la zona agricola Barraza, en el distrito de Trujillo, Region La Libertad, Perti, donde se
aplica frecuentemente el herbicida 2,4D con la finalidad de controlar el crecimiento de malas hierbas.
Muestreo.

Se realizdé un muestreo probabilistico en la cual se tom6 3 Kg demuestra a partir de 3 hectareas
elegidas aleatoriamente de las 11 que conforman el sector, la toma de muestra se realizé entre 30 y 60
cm de profundidad, luego se transport6 al laboratorio para su procesamiento, dentro de las 8 horas.
Procesamiento de las muestras®:12

El procesamiento de la muestra se inicié con la homogeneizacion y el tamizado de los 3 Kg de tierra.
Luego se realizo el pre-enriquecimiento no selectivo, donde se pes6 700 g de muestra, luego se colocod
en una bandeja de plastico de primer uso, inmediatamente se le aplicé una solucion de herbicida a 360
ppm con la ayuda de un atomizador. Posteriormente se incubd a temperatura ambiente (25°C) durante
7 dias.

Se prepar6 4 diluciones sucesivas (10-! hasta 10-4), partiendo del uso de 10 gramos de la muestra pre-
enriquecida y 90 ml de agua destilada.

El Aislamiento selectivo se realizo sembrando por duplicado las 4 diluciones mediante la técnica de
estria (0,1 mL), en un medio Agar minimo de sales suplementado con el herbicida 2,4-D a 360 ppm,
luego se incubo en estufa a 37 °C durante 8 dias.
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La purificacion se realizd6 haciendo repiques en agar nutritivo, sembrado por superficie y
posteriormente por estria, y ademds sets de coloraciones Gram para verificar la pureza, agrupacion, y
forma de las bacterias, para luego para conservarse como cultivo puro.

Identificacion de P. fluorescens!o:20,

La identificacion se realizd en base a las caracteristicas fenotipicas descritas en el manual de
Berguey de bacteriologia sistematica 1984. Donde se us6 medios especificos para la determinacion de
especies de P. fluorenscens. En Caldo glutamato se verifico la presencia de pigmentos, en la que se
observd la producciéon de la pioverdina (verde fluorescente), caracteristico de P. fluorenscens'y P.
putida. Luego al caldo glutamato de le agregd cloroformo, para el descarte de la presencia de
piocianina, caracteristico de P. aeroginosa. En TSI se comprobd la no fermentacion de azucares
(lactosa, glucosa y sacarosa); manteniéndose su color inicial (rojo). En LIA (Agar de hierro y lisina) se
comprobo la ausencia enzima Lisina descarboxilasa, y por tanto se mantuvo el color original del
medio (morado). En Citrato se verifico la degradacion del citrato mediante el viraje de color verde a
color azul. En SIM se verifico la movilidad (flagelo). En la prueba de citocromo oxidasa se
verifico descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, mediante el desprendimiento
de burbujas procedentes del oxigeno. En la prueba de la gelatinasa se diferencié P. fluorenscens de
P. putida, mediante la presencia de la enzima proteolitica (gelatinasa); donde P. fluorescens produce la
licuefaccion de la gelatina.

El proceso de biodegradacion, se inicid con la propagacion de la bacteria conservada sembrando por
estria en agar nutritivo incubando a 37°C durante 24 a 48 horas, luego se realizé la cosecha con 1 ml
de caldo nutritivo, luego se obtuvo el cultivo en fase logaritmica inicial inoculando el mililitro de la
cosecha en 10ml de caldo nutritivo en tubo de ensayo y se incubd 37°C durante 1 hora, luego se
realiz6 3 lavados con agua destilada estéril por centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos, luego
se realizo la resuspencion de la bacteria en caldo minimo de sales y se inocul6 en un sistema semejante
a aun biorreactor agitado en un recipiente de vidrio que contenia 250 ml de medio minimo de sales
suplementado con 2,4D a 360ppm, y se incubé durante 8 horas a temperatura ambiental(25°C).

Luego la determinacion de la Biodegradacion se realiz6 mediante el método de Mohr, donde se
realiz6 la deteccién de iones cloruro producto de la degradacion por la bacteria de la estructura
quimica del herbicida 2,4D.

RESULTADOS

Se aislo e identifico a P. fluorecens en suelos agricolas del Sector Barraza de Trujillo (Per) con
capacidad de liberar iones de cloruro a partir del herbicida 2,4-Diclorofenoxiacetico.

DISCUSION

El uso inadecuado de herbicidas ha provocado la acumulacion y persistencia de agentes quimicos
que no solo son toxicos en las plantas para las cuales se aplican; sino que ademas, por su efecto
residual contaminan suelos y aguas usados en la agricultura. Uno de los herbicidas mas toxicos y aun
generalmente usados es el acido 2, 4 diclorofenoxiacético.

Debido a que algunas especies de Psecudomonas habitan en suelo y en la superficie de plantas, estan
expuestas a determinadas concentraciones de 2, 4-D, por lo que terminaron por incorporar una via
metabolica que les permita degradar este compuesto quimico y utilizarlo como fuente de carbono y
energia. Asi como en otras investigaciones!s: 1. en este estudio el medio para aislar bacterias
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degradadoras de 2,4-D consistié en un medio minimo suplementado Unicamente con el herbicida para
asegurar que este sea la tinica fuente de carbono para el aislado bacteriano.

En el presente estudio se aislé una bacteria con capacidad de degradar al 2, 4-D, P. fluorecens. Y
aunque anteriormente ya se habian descrito otros géneros de bacterias con capacidad para degradar
este compuesto como Alcaligenes, Ralstonia, Delftia, Arthrobacter y Burkholderiz®'7:18.1° fue en el
género Pseudomonas donde se caracterizo por primera vez la via de degradacion del 2,4-D.20

Las enzimas que participan en la via de degradacidn son codificadas por un grupo de genes que han
sido encontrados generalmente en tres plasmidos el pJPl, pEMT1 y pJP 18.21.22 ¢] mismo que se ha
encontrado en todos los géneros antes mencionados. Por ello es que siempre existe la posibilidad de
encontrar nuevas especies con la capacidad de degradar el 2,4-D, siempre y cuando estas bacterias
tengan la capacidad de adquirir estos plasmidos.
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