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RESUMEN

El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ha sido uno de los herbicidas mas empleados globalmente desde hace mas
de 60 afios, con el impacto ambiental que esto supone. En este trabajo se aislo una cepa bacteriana capaz de degradar
el herbicida y con potencial para ser empleada en procesos de bioenriquecimiento de sitios impactados por este
contaminante. Mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA se logro la identificacion del género vy la especie de la
cepa bacteriana. Este es el primer reporte de aislamiento en México de una cepa de Serratia marcescens con esta

caracteristica.

Palabras clave: Agroquimicos como contaminantes, biorremediacion, cultivo de enriqguecimiento.

ABSTRACT

2.4-dichlorophenoxyacetic acid has been one of the most globally used herbicides for more than 60 years, with the
environmental impact that this implies. In this work, a strain capable of degrading the herbicide and with potential to be
employed in bioenrichment processes of impacted sites by this pollutant was isolated. 16s rRNA gene sequencing allowed
identification of the genus and species of the bacterial strain. This is the first report of isolation in Mexico of a strain of

Serratia marcescens with this capability.
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INTRODUCCION
| estado de Chiapas tiene una superficie de 74
millones de hectareas, de las cuales aproxima-
damente el 50% estan destinada a la agricultu-
ra. De los cultivos estatales, el del maiz ocupa el
mayor porcentaje de la superficie sembrada (75%) y por
el valor econdmico de su produccion, tiene el primer
lugar dentro del sector (SAGARPA, 2010). En su cultivo
se emplean diversos agroquimicos, algunos destinados
al combate de insectos plaga y otros para el combate
de malezas indeseables, como el paraquat, el glifosato
y el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Este ultimo
es uno de los herbicidas mas ampliamente usados no
solo en Chiapas sino en el mundo (Marouani et al., 2017)
y ha sido empleado globalmente desde hace mas de 60
anos. La aplicacion extensiva del 2,4-D y su alta hidro-
solubilidad han causado contaminacion en cuerpos de
agua (superficiales y subterraneos), suelos y aire (Kumar
et al., 2016); no solo en las regiones dénde ha sido apli-
cado intencionalmente, sino, por efecto de arrastre del
viento y desplazamiento del agua, en sitios ajenos a los
destinados al acondicionamiento con el agente defo-
liante. Se ha demostrado que el 2,4-D es un agente tera-
togénico, toxico para los rinones e higado, supresor del
sistema inmunoldgico (Tuschl y Schwab, 2003) vy esta
clasificado por la Agencia Internacional para la Investi-
gacion del Cancer como posible carcinogénico a hu-
manos (Samir et al., 2015); también se conoce su efecto
como disruptor endocrino (Marouani et al., 2017). Auna-
do a los riesgos a la salud humana, el herbicida tambien
representa un riesgo para la diversidad biologica, pues
tiene efectos sobre poblaciones que no son el objeti-
vo de su aplicacion. Entre las poblaciones no objetivo
sobresale la microbiota del suelo, pues desempefa un
papel trascendental en la preservacion de la calidad del
mismo (mantiene la disponibilidad de nutrientes y el ci-
clado de elementos mediante la descomposicion de la
materia organica), lo que se refleja directamente en su
fertilidad (Zhang et al., 2010). Esta comunidad microbia-
na responde a los cambios ambientales asociados a la
aplicacion de los herbicidas y se han reportado ya re-
duccion de su biodiversidad en general (Gonod et al,
2006), disminucion de bacterias heterotroficas incluyen-
do bacterias desnitrificantes y alteracion del equilibrio
entre sus diversas poblaciones; lo que en conjunto afec-
ta a las tasas de descomposicion de materia organica
(Singh y Singh, 2016).

Con el objetivo de eliminar los residuos indeseables del
2,4-D del ambiente, se han desarrollado diversos proce-

sos tecnologicos, siendo la biorremediacion uno ellos.
Un factor necesario para desarrollar un proceso de bio-
rremediacion exitoso es contar con el microorganismo
adecuado para condiciones ambientales particulares
(Boopathy, 2000), y aunque ya se han aislado multiples
cepas capaces de biodegradar ex situ el 2,4-D, también
muchos de esos mismos estudios reportaron que una
vez introducida la cepa en un ambiente ajeno No man-
tuvo ni su viabilidad ni actividad, resultando en proce-
sos de bioenriquecimiento no funcionales a o largo del
tiempo (Dai et al,, 2015; Xia et al,, 2016). Por ende, el em-
pleo de una cepa nativa competente puede ser el factor
determinante del buen funcionamiento de un proceso
in situ de biorremediacion. El objetivo de este trabajo fue
aislar, de muestras de suelo agricola con largo historial
de aplicacion del 2,4-D, mediante la técnica de cultivo
de enriquecimiento, una cepa nativa capaz de degradar
el 2,4-D y con potencial para ser empleada en procesos
de bioenriquecimiento de los suelos y cuerpos de agua
de la region.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos quimicos

Se uso el reactivo analitico acido 2,4-diclorofenoxia-
cético (2,4-D) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), con
98% de pureza, para preparar las soluciones de concen-
tracion conocida de las curvas de calibracion. La solu-
cion acuosa comercial de la sal dimetilamina del acido
2, 4-diclorofenoxiacético, empleada en los medios de
cultivo, fue de la marca UNIAMINA 480 de la compafiia
United Phosphorus de México (Alvaro Obregon, Ciudad
de México, México) El resto de los reactivos fueron de
grado analitico y el agua empleada fue destilada. Los
solventes empleados para preparar la fase movil de los
analisis por HPLC fueron del correspondiente grado de
pureza.

Medios de cultivo

Los ensayos de biodegradacion fueron desarrollados
empleando medio liquido mineral (MLM), adicionado
con diferentes volumenes de la solucion acuosa comer-
cial del 2,4-D como Unica fuente de carbono y energia.
La composicion del MLM fue, en g L™% de 3 de KoH-
PO4 y de KHyPO4, 1 de (NH4)»SO4, 0.0005 de CaCly
y de MgSO4 y 0.000125 de CuSO4, MnSOy4, CoCly,
(NH4)gM070,, HzBOz, ZnSOy4, v FeSO4. El pH final del
medio fue de 7%x0.1 unidades.

Aislamiento de la cepa por cultivo de enriquecimiento
Se colectaron muestras de 1 kg de suelo agricola (de
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0 a 10 cm de profundidad) de 10 sitios historicamente
tratados con el agente defoliante. De cada muestra ho-
mogeneizada se colocaron 10 g en matraces Erlenme-
yer de 1 L de capacidad con 250 mL de MLM estéril con
una concentracion de 100 mg L™t de 2,4-D. Los cultivos
se mantuvieron a temperatura constante (352 °C) en
un agitador orbital a 150 rpm por 72 h. Transcurrido esa
primera etapa, se transfirieron frente a mechero 10 mL
de sobrenadante de cada matraz a nuevos matraces con
la misma cantidad y composicion del MLM original. Se
continud el proceso de enriguecimiento (resiembra del
cultivo anterior en medio fresco cada 72 horas) hasta
que se aprecio incremento en la turbiedad asociada a
crecimiento microbiano en los matraces; de ellos, sus
microorganismos fueron cultivados (por estria cruzada)
sobre placas de agar con 2,4-D coOmo unica fuente de
carbono y se observd si habia colonizacion. Cuando
ocurrio asi, las placas con crecimiento se refrigeraron
para usar esos microorganismaos en los experimentos si-
guientes de identificacion y biodegradacion.

Identificacién de la cepa degradadora de 2,4-D

La cepa degradadora fue identificada mediante la se-
cuenciacion del gen 16S rRNA, el cual se amplifico me-
diante PCR utilizando los cebadores eubacterianos: 8F
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 142R (5-ACGGC-
TACCTTGTTACGACTT-30) y una DreamTaqg Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA,
EUA). La secuenciacion de ADN se realizd en la Uni-
dad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, vy se realizd una busqueda
a traves de BLAST para identificar género y especie del
microorganismo (Altschul et al.,, 1997).

Acondicionamiento del inéculo para las cinéticas

Con una asada de una colonia de la cepa mantenida en
refrigeracion, se inocularon frente a mechero 100 mL
de MLM estéril con 100 mg L™! de 2,4-D en matraces
de 500 mL y se incubaron a 352 °C, con una agitacion
orbital de 150 rpm por 24 h. Transcurrido ese tiempo se
cuantificd por espectrofotometria la concentracion de
biomasa y de 2,4-D.

Cuantificacion espectrofotométrica de biomasa
formaday de 2,4-D residual

La concentracion de biomasa se estimo por la absor-
bancia de luz, de 600 nm de longitud de onda, de la
suspension celular (Péquignot et al., 1998). El 2,4-D re-
sidual se cuantifico por la absorbancia de luz, de 285
nm de longitud de onda, del sobrenadante clarificado de
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las suspensiones celulares centrifugadas a 10000 rpm
por 10 min (Gonzalez et al., 2012). Se utilizd para estas
pruebas un espectrofotometro marca Thermo Scienti-
fic, modelo GENESYS 10S UV-Vis (Waltham, MA, EUA). La
curva de calibracion se realizd con soluciones de con-
centracion conocida de 2,4-D.

Cinética por lote de degradacion del 2,4-Dy

de formacion de biomasa

En un matraz Erlenmeyer de 1 L, se colocaron 250 mL
de MLM estéril con una concentracion aproximada de
90 0 140 mg L™ de 2,4-D. A este sistema se adiciona-
ron frente a mechero 10 mL del cultivo previamente
acondicionado como inoculo y se mantuvo a tempe-
ratura constante de 352 °C con agitacion orbital de
150 rom. Inmediatamente después de la adicion y cada
90 minutos se colectaron frente a mechero 7 mL de
muestra para cuantificar biomasa formada, 2,4-D resi-
dualy DQO.

Cuantificacion de la demanda quimica de

oxigeno (DQO)

Una medida indirecta de la degradacion de todos los
compuestos organicos provenientes de la formulacion
comercial del 2,4-D es la disminucion en la demanda
guimica de oxigeno (DQO) de las muestras (Gonzalez-
Cuna etal, 2016). La DQO se midio aplicando el método
de oxidacion por dicromato en medio acido, establecido
en la NMX-AA-030/2-SCFI-2011 (SE, 2011), usando para
los analisis los sobrenadantes clarificados de las mues-
tras centrifugadas. La curva de calibracion se realizo con
soluciones de concentracion conocida de biftalato de
potasio.

Cuantificacion por HPLC del 2,4-D residual

La cuantificacion del herbicida se realizdO con un cro-
matografo de liquidos de alta resolucion (HPLC) marca
Shimadzu, modelo SPD-10A (Columbia, MD, EUA), equi-
pado con un detector UV ajustado a 280 nm y con una
columna marca LiChrospher modelo 100 RP-18, bajo las
condiciones descritas por Gonzalez-Cuna et al. (2016).
La fase movil estaba compuesta de dos soluciones; agua
con 1% de acido acético y metanol también con un 1%
de acido acético, en proporcion 40:60, respectivamen-
te. La curva de calibracion se realizd con soluciones de
concentracion conocida de 2,4-D.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de una cepa bacteriana capaz de usar el 2,4-
D como fuente de carbono y energia.
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Tras 5 resiembras del cultivo de enriquecimiento solo
una de las muestras mostro crecimiento bacteriano y
simultanea disminucion de la concentracion de 2,4-D.
Tras una octava reinoculacion en MLM, ese cultivo fue
sembrado en cajas Petri con 2% de agar y la misma con-
centracion de nutrientes y 2,4-D que el MLM, por estria
cruzada y por dilucion, dejandose propagar por 48 ho-
ras a 352 °C. La uniformidad de la morfologia colonial
del crecimiento sugirié la existencia de una sola cepa,
la cual se conservo en las cajas para los experimentos
posteriores de identificacion y biodegradacion.

Identificacién de la cepa degradadora de 2,4-D

La cepa degradadora de 2,4-D fue sembrada por dilu-
cion y por estria cruzada en placas con agar medio mi-
nimo mineral, con 100 mg L™t de 2,4-D y se incubaron a
30=x2 °C. Se aprecio el crecimiento de una colonia rojiza
que se empled para la secuenciacion del gen 16S rRNA.
La secuencia presentd un 99% de identidad con cepas
del género Serratia, en cuanto a la especie tuvo mayor
identidad con marcescens. Se han reportado cepas de-
gradadoras de los géneros Achromobacter, Arthrobacter,
Corynebacterium, Cupriavidus, Flavobacterium,
Pseudomonas, Streptomyces, Enterobacter, Variovorax,
Delftia, Burkholderia, Sphingomonas, Comamonas,
Acinetobacter, Klebsiella, Bradyrhizobium (Dai et al,
2015; Kumar et al,, 2016; Singh y Singh, 2016; Xia et al,
2016). Silva et al. (2007) aislo e identificd una cepa de
Serratia marcescens capaz de degradar el herbicida.
Hasta la fecha de elaboracion de este escrito, a nivel
mundial, el de Silva et al. (2007) era el unico reporte de
una cepa de Serratia marcescens capaz de degradar el
acido 2,4-diclorofenoxiacético.
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento microbiano en cultivo por lote a

Biodegradacién del 2,4-D en cultivo por lote

usando MLM

Para corroborar y evaluar parcialmente la capacidad
de la cepa aislada, se desarrollaron por triplicado, dos
cinéticas de formacion de biomasa y de remocion de
2.4-Dy de DQO bajo las condiciones previamente des-
critas. En la Figura 1 se muestra el perfil de ambas ci-
néticas de formacion de biomasa. No se presentaron
cambios significativos en el valor del pH al cabo de las
cinéticas. Se observd que ambas curvas describen un
perfil sigmoideo tipico del crecimiento bacteriano en
cultivo por lote con un solo sustrato limitante. Los datos
experimentales fueron ajustados al modelo logistico
de crecimiento (Zwietering et al., 1990) para calcular el
valor maximo de velocidad especifica de crecimiento
(Umax) para cada concentracion inicial de sustrato. Las
curvas experimentales tuvieron un R? de 0.9965 para la
desarrollada inicialmente con 140 mg L™t de 2,4-D y de
0.9956 para la de 90 mg L™ con respecto a los valores
correspondientes calculados con el modelo matema-
tico (Figura 2). Los valores de umgy fueron de 0.260 vy
0.290 h™! (tiempos de duplicacion de 2.67 y 2.42 h,
correspondientemente) para la de 140 mg Lt y la de
90 mg L™}, respectivamente.

En la Figura 3 se presentan las cinéticas de remocion
de 2,4-D correspondientes a las cinéticas de sintesis de
biomasa que se han discutido. En cuanto a la eficiencia
de remocion de 2,4-D, ésta fue de 91.07% y de 92.10%
para las cinéticas de 90 y 140 mg L™ de 2,4-D inicial,
respectivamente. No se observo diferencia estadisti-
camente significativa entre los valores de eficiencia de
ambas cinéticas, también se observo que aungue es un
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Figura 2. Correlacion entre los valores experimentales (de absorban-
cia a 600 nm) vy los calculados usando el modelo logistico de creci-
miento, a 90 (A) y 140 (m) mg L™ de concentracion inicial.
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valor alto, es inferior a los reportados por Gonzalez et
al. (2012), Xia et al. (2016) y Zabaloy y Gomez (2014), que
fueron de 99.9%, 100% y 100%, para cinéticas desarro-
lladas a 100, 200 y 250 mg L™t de 2,4-D, por 24,32y 72
horas, con cepas de Delftia sp., Achromobacter sp. y 10
cepas nativas de Cupriavidus necator, respectivamente.
Con esta comparacion, sobresale que la cepa de Serratia
marcescens aislada en este trabajo logro eficiencias de
eliminacion superiores al 90% en menos de 24 horas.
Para la velocidad volumétrica global de remocion de
2,4-D, ésta tuvo valores de 7.55 y 8.25 mg L™* h™ para
las cinéticas de 90 y 140 mg L™! de 2,4-D inicial, respec-
tivamente. En la Figura 4 se presentan las cinéticas de
remocion de DQO correspondientes a las cinéticas de
sintesis de biomasa que se han analizado. Los perfiles de
ambas cinéticas de remocion son practicamente iguales
a los que se presentaron cuando se analizo 2,4-D exclu-
sivamente. Tal comportamiento sincronizado indicé que
la presencia de los aditivos de la formulacion comercial
del herbicida no inhibid la biodegradacion de la molé-
cula de 2,4-D.

CONCLUSIONES
una cepa bactariana nativa de

Se a |Sl suelo agricola, capaz de utilizar

como unica fuente de carbono y energia el 2,4-D, y se
logré también su identificacion por secuenciacion del
gen 16S rRNA. Este es el primer reporte de aislamiento en
México de una cepa de la bacteria Serratia marcescens
nativa con esta caracteristica. En las concentraciones
ensayadas, la cepa incrementd su tiempo de duplica-
cion de 2.42 h (a baja concentracion) a 2.67 h (para la
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Figura 3. Cinéticas de degradacion de 2,4-D en cultivo por lote, a
90 (A) y 40 (@) mg L™! de concentracion inicial. Las barras de error
representan el 5% de variacion maxima que se presento entre los tri-
plicados de los ensayos.
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concentracion alta). La cepa degrado hasta 8.25 mg Lt
h~! de 2,4-D con una eficiencia del de 92.1% tras 16 ho-
ras de cultivo. Las curvas de reduccion de la DQO mos-
traron que la cepa fue capaz de degradar el herbicida en
presencia de los otros componentes de la formulacion
comercial usada, con una eficiencia de remocion de
DQO del 88.81% después de 16 horas de cultivo. Se trata
de una cepa con potencial para ser utilizada en procesos
de biorremediacion in situ de suelos y cuerpos de agua
y ex situ de aguas residuales de riego contaminadas con
el herbicida, por lo que se debe estudiar su desemperio
en cultivos continuo y por lote alimentado, asi como su
capacidad para formar biopeliculas utiles para biorreac-
tores de lecho empacado.
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