UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CARRERA INGENIERIAAGRONOMICA

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION:

“CARACTERIZACION DE CONSORCIOS MICROBIANOS CON CAPACIDAD BIORREMEDIADORA DE
PESTICIDAS, Piretroides (CIPERMETRINA), Organofosforados (CLORPIRIFOS) Y N-(fosfonometil) glicina
(GLIFOSATO).”

AUTORES
Luis Fernando Vera
Angel Cedefio Moreira

Hayron Canchignia Martinez

Quevedo — Los Rios - Ecuador.
2019


http://www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=xNThkmgvZLAo2M&tbnid=hOrxJMeFGByrVM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uteq.edu.ec/infopagina.php?recordID=48&ei=ShHmUcgc76_gA9nZgOgD&bvm=bv.49405654,d.dmg&psig=AFQjCNGdnn9UjsK6ZkRvmTh6FT6OtI1e5A&ust=1374118588477271
http://www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=H9PiAJGKDEBhGM&tbnid=tdI2YMY8aaQtKM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uteq.edu.ec/movil/unidades_academicas/FCA.php&ei=dhHmUYjiAqT-4APGkoD4Dw&bvm=bv.49405654,d.dmg&psig=AFQjCNGJrobUkqNYNgfcPDi0dG0FgQII3Q&ust=1374118641327055

Generacion de
organismos resistentes

INTRODUCCION

Efectos de pesticidas sobre el medio

Ambiente

—

Persistencia ambiental
de residuos toxicos

bl GlFosatodns  SINa'GlOSAOSEE  B|hy? Gifoasto 485

>

Contaminacion de
recursos hidricos

l

Degradacion de la flora
y fauna

l

Problemas en la salud
humana




N

BIORREMEDIACION

Biorremediacion de suelos
contaminados

Degradacion enzimatica

Remediacion microbiana

Fitorremediacion

v"  Creado en Suecia como camas

bioldgicas (Torstensson, L. and
M. d. P. Castillo (1997).

Compuesta en su mayoria por un
sustrato vegetal(arroz, trigo,
maiz ) fuente de energia para
microorganismos
descomponedores de moléculas
de pesticidas

Usada para verter excedentes
de pesticidas para su posterior
degradacion microbioldgica



METODOLOGIA

R e Cipermetrina Clorpirifos Glifosato
S_lembra de pre'-lnoculoen m'e.dlo Desarrollo de las colonias microbianas 48 horas
mineral contaminado de pesticidas

Nt uns ” Siembra inicial de muestras en medio
Cama bioldgica “Biodep de cultivo King B

después de la inoculacion.

123456678 9301230

soudioD
012s0)1|9.

- E de biod dacién de | Caracterizacidn de cepas
Extraccion de DNAy PCR Nsayos de blodegradacion de fas seleccionadas como
cepas seleccionadas degradadoras de pesticidas medio contaminado (0.01, 1y 5 %)

pruebas individuales de adaptacion en




Resultados

Aislamiento de microorganismos descomponedores de pesticidas. A, consorcio microbiano desarrollado en

medio contaminado con glifosato. B, consorcio microbiano desarrollado en medio contaminado con

Cipermetrina. C, consorcio microbiano desarrollado en medios contaminado con Clorpirifos.
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Clave de identificacion morfoldgica Resultados
bacteriana

Copyright © The McGraw-Hil Companies, nc. Prmission requied for reproducton o dsplay FORMA ELEVACION MARGEN CATALASA | PROTEASA

, CEPA| C F G P C PL E O D P N P N
Form ' ' .. .
CL1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0

Punctform ~ Circular ~ Filamentous  Imequiar  Rhizoid Spindle

CL2 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1

CL3 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0

oalin “‘ e | 1l ol olol1lol1lololol1]lo]a1
Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate CP2 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0

AR/ A 1

Entie  Undulate Lobate Erose  Filamentous  Curled GL3 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

CP3 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1

GL1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

GL2 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

Caracteres morfologicos y bioquimicos. FORMA: Circular (C), Filamentosa (F), Granular (G).
ELEVACION: Plana (P), Convexa (C), Pulvinada (PL). MARGEN: Entera (E), Ondulada (O), Lobulada
(L). CATALASAY PROTEASA: Positivo (P), Negativo (N).



Resultados

Caracteres morfologicos coloniales. Corresponden a la evaluacion de las cepas a las 48 Tincion de GRAM. Células bacterianas con 24 horas de crecimiento en medio de cultivo
horas de crecimiento en medio King B sélido, A CL1, B CL2, C CL3, cepas pertenecientes solido, A CL1, B CL2, C CL3, cepas pertenecientes al grupo de Clorpirifos. D CP1, E
al grupo de Clorpirifos. D CP1, E CP2, F CP3, grupo Cipermetrina. G GL1, H GL2, | GL3, CP2, F CP3, grupo Cipermetrina. G GL1, H GL2, I GL3, grupo Glifosato.

grupo Glifosato.
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Prueba de catalasa., A CL1, B CL2, C CL3, cepas pertenecientes al grupo de
Clorpirifos. D CP1, E CP2, F CP3, grupo Cipermetrina. G GL1, H GL2, | GL3,
grupo Glifosato.
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Prueba de proteasa
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Relacion filogenética de aislados asociados a degradacion de pesticidas. Dendrograma construido con datos de caracteres morfoldgicos y bioquimicos de
los aislados correspondientes a la degradacion de Piretroides (CIPERMETRINA), Organofoforados (CLORPIRIFOS) Y N-(fosfonometil) glicina
(GLIFOSATO). La distancia evolutiva se dedujo empleando el método Neighbor-Joining. El arbol filogenético se construyé empleando Maximum

Composite Likelihood. Los nimeros representan porcentajes de bootstrap.
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Figura 9. Desarrollo de microorganismos en medios contaminados. A, grupo perteneciente al apartado Cipermetrina Al,

aislado CP1, A2, aislado CP2, A3, aislado CP3. B, grupo Clorpirifo, B1, aislado CL1, B2, aislado CL2, B3, aislado

CL3. C, grupo glifosato, C1, aislado GL1, C2, aislado GL2, C3, aislado GL3. D) control
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Velocidad de crecimiento bacteriano en medios contaminados. Los valores con letras similares no representan diferencia
estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05). Las barras indican el crecimiento bacteriano correspondiente de cada

tratamiento, mostrando resultados simultaneos a las 24,48 y 72 horas después de la inoculacion.



Resultados

Degradacion Cipermetrina
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Figura 11. Espectrofotometria Degradacion de Cipermetrina. Los valores con letras similares no
representan diferencia estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05). Las lineas de tendencia de cada
tratamiento muestran el progreso y disminucién del compuesto contaminante, eje de las y muestra los valores

de absorbancia y eje de las x proyeccion en dias.



Resultados

Degradacion Clorpirifo
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Espectrofotometria Degradacién de Clorpirifo. Los valores con letras similares no representan diferencia
estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05). Las lineas de tendencia de cada tratamiento muestran el
progreso y disminucién del compuesto contaminante, eje de las y muestra los valores de absorbancia y eje de las x

proyeccion en dias.



Resultados

Degradacion Glifosato
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Espectrofotometria Degradacion de glifosato. Los valores con letras similares no representan diferencia
estadistica, a un nivel de significancia de (P<0.05). Las lineas de tendencia de cada tratamiento muestran el
progreso y disminucion del compuesto contaminante, eje de las Y muestra los valores de absorbancia y eje de las

X proyeccion en dias.



Caracterizacion molecular

Primers
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Resultados
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Perfiles electroforéticos generados por ERIC-PCR. A, marcador de peso molecular. B, mapeo gendémico de las cepas
correspondientes a la degradacion de PESTICIDAS, CP1, CP2, CP3, grupo correspondiente al tratamiento Cipermetrina. CL1, CL2, CL3,

grupo Clorpirifo y GL1, GL, GL3, grupo Glifosato.
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Relacion filogenética de aislados asociados a degradacion de pesticidas. Dendrograma construido con datos binarios procedentes de ERIC PCR
obtenidos a partir de aislados correspondientes a la degradacion de Piretroides (CIPERMETRINA), Organofoforados (CLORPIRIFOS) Y N-
(fosfonometil) glicina (GLIFOSATO). La distancia evolutiva se dedujo empleando el método Neighbor-Joining. El arbol filogenético se construyd

empleando Maximum Composite Likelihood. Los nimeros representan porcentajes de bootstrap.
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