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RESUMEN

LBG Cesar Martinez Ledezma. Fecha de Graduacion:
Facultad de Ciencias Quimicas Febrero, 2019
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Degradacion de glifosato por un sistema alternativo a la c-p liasa independiente de los
niveles de fosfato producido por Bacillus cereus 6P nativa de nuevo leén

NUmero de paginas: 55 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
Orientacion en Microbiologia Aplicada.

Area de Estudio: Microbiologia Ambiental Aplicada

Propdsito y Método de Estudio: Demostrar que la bacteria nativa del Estado de Nuevo
Ledn aislada en el Laboratorio de Biotecnologia, Bacillus cereus 6P es capaz de degradar
el herbicida glifosato mediante una enzima distinta a la C-P liasa y de manera
independiente a los niveles de fosfato en el ambiente

Conclusiones y Contribuciones: La bacteria B. cereus 6P es capaz de degradar el glifosato
por una via alternativa a la C-P liasa rompiendo el enlace C-P, realizdndolo de manera
independiente de los niveles de fdsforo en el medio. La enzima encargada de la
degradacion del glifosato tiene actividad intracelular. Se disminuyen los efectos
negativos del glifosato confirmando asi su degradacién. Con esto, se logra dar un paso
mas en el estudio de la degradacion del glifosato acercandose cada vez mas al objetivo

de desarrollar un proceso para la remocién de pesticidas organofosforados.

Dr. Juan Francisco Villarreal Chiu:
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

1.1 INTRODUCCION

El fésforo es un elemento quimico que se encuentra ampliamente distribuido en los
ecosistemas y juega un papel muy importante en el metabolismo de todas las formas de
vida. En la naturaleza, suele encontrarse principalmente en suelos y sedimentos en
forma de roca fosfdrica, la cual es extraida y comercializada industrialmente. (Cooper
et al., 2011). Se estima que el 90% del uso total del fésforo comercializado es destinado

a la produccién de alimentos en forma de fertilizantes y herbicidas (Brunner, 2010).

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es el herbicida derivado de fosfato mds usado en la
agricultura para el control de maleza. Es un herbicida no selectivo de amplio espectro
post-emergencia, que pertenece a una familia de compuestos llamados fosfonatos (Van
Stempvoort etal., 2014). Estos se caracterizan por contener un enlace covalente
carbono-fésforo (C-P), que a diferencia del enlace Iabil carbono-oxigeno-fésforo (C-O-P),

es quimicamente inerte, resistente a hidrolisis y fotolisis (Terman y Quinn, 1998).

El mecanismo de accidn del glifosato se da a través de la inhibicion de la enzima 5-
enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintasa, una enzima esencial en la ruta metabdlica en
plantas y bacterias para la sintesis de aminoacidos aromaticos. Dado que la ruta
metabdlica del shikimato no se encuentra presente en animales superiores, estos,
aparentemente, no se ven afectados por el glifosato (Solomon etal, 2007;
Thongprakaisang et al., 2013). A pesar de esta aparente inocuidad, en marzo del 2015,
el Centro Internacional de Investigaciones Sobre el Cancer (IARC por sus siglas en inglés)
clasifico al glifosato como probablemente carcindgeno para los seres humanos,
ubicandolo en el grupo 2A de su lista de compuestos quimicos. Esto debido

principalmente a que se han presentado pruebas experimentales de que el glifosato



puede causar cancer en animales de laboratorio, ademas de causar dafio cromosomal
en células humanas (International Agency for Research on Cancer, 2015). Esto ha traido
como consecuencia un amplio estudio sobre la toxicidad del glifosato en
microorganismos, ratones y células humanas (Martinez et al., 2007; US Environmental

Protection Agency, 2016).

Se estima que se han utilizado alrededor de 8.6 millones de toneladas de glifosato a nivel
mundial desde suimplementacion en la agricultura en 1976 por Monsanto. Por otro lado,
la vida media de degradacién que presenta el glifosato depende del tipo del suelo,
variando desde unos pocos dias hasta meses e incluso afos, mientras que los resultados
en laboratorio muestran una vida media de degradacién que va de 25 a 28 dias (Moneke
et al.,, 2010; Cassigneul et al., 2016). Por lo tanto, tomando en cuenta los efectos
adversos del glifosato que se han reportado a la fecha, las grandes cantidades de
glifosato liberado al ambiente y la estabilidad del herbicida, se ha incrementado en gran
manera el interés en entender el mecanismo por el cual el glifosato es degradado o

metabolizado por microorganismos (Kamat y Raushel, 2013).

A pesar de su amplia distribucién en la naturaleza, son pocas las bacterias capaces de
metabolizar el glifosato, ya que la enzima responsable del rompimiento del enlace C-P,
la C-P liasa, solo esta presente en una pequefia parte de la poblacién procaridtica
(Villarreal-Chiu, Quinn y McGrath, 2012). Al romper el enlace C-P, las bacterias son
capaces de liberar al grupo fosfato de la molécula y asi emplearlo como una fuente de

fésforo y energia (White y Metcalf, 2007; Wanner, 1994).

Cabe destacar que la degradaciéon por medio de la C-P liasa depende fuertemente de los
niveles de fosfato en el ambiente (Villarreal-chiu y Acosta-cortés, 2017), por lo que esta
enzima solo es activada en las bacterias cuando el fésforo esta limitado en el ambiente.
Esto hace que el glifosato suela ser degradado por una segunda via, la cual incluye una

oxidacién inicial del herbicida, produciendo dcido aminometilfosfénico (AMPA), el cual

2



es un producto metabdlico mas toéxico y persistente que el glifosato, agravando asi el

problema de contaminacién ambiental.

Dado que el fésforo presente en el ambiente suele encontrarse en niveles relativamente
altos, éstos son suficientes para reprimir la sintesis de la enzima C-P liasa y por ende la
posibilidad de degradar el glifosato en un entorno natural se ve limitada, llevando el
problema a una escala mayor con la generacién y acumulacion de AMPA en el ambiente

(Quinn et al., 2007).

1.2 JUSTIFICACION

Debido al alto riesgo para la salud humana y los ecosistemas que implica la acumulaciéon
del glifosato y su producto metabdélico AMPA en el ambiente, es indispensable realizar
estudios sobre microorganismos capaces de degradar este herbicida mediante un
sistema alternativo a la C-P liasa que sea independiente de los niveles de fosfato con el
fin de lograr superar las limitaciones que han existido para generar un proceso de
biorremediacién eficaz y generar asi una propuesta biotecnolégica que dé una solucion

real al problema ambiental al que la sociedad moderna se esta enfrentando.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

La invencidn del glifosato fue llevada a cabo por John E. Franz, a principios de los afios
70’s y patentada en 1974 con asignacién a Monsanto Company, como un herbicida o
fitotdxico. Tenia como objetivo, realizar un control selectivo del crecimiento de una o
mas especies de plantas en presencia de otras plantas. Obteniendo como resultado, un
producto capaz de controlar el crecimiento de semillas, brotes, vegetacién herbacea y

lefiosa y plantas acuaticas.

Meses antes de la aprobacidon de la patente, Spurrier, (1973) bajo consigna de Monsanto
Company, reporté los aspectos técnicos de la aplicacién del glifosato en campo. En
donde menciona una aparente baja toxicidad para la fauna silvestre y con caracteristicas
de la formulacidn, que minimiza los riesgos para los trabajadores que aplican el

herbicida. Ofreciendo un herbicida de amplio espectro, inocuo y de gran eficacia.

En los aifos posteriores a la invencidn del glifosato diferentes cientificos como Rueppel
etal., (1977); Torstensson y Aamisepp, (1977), estudiaron el destino del glifosato en
suelo, asociando la inactividad del glifosato principalmente con la degradacién
microbiana debido a que este compuesto mostrd ser quimicamente inerte. Ademas,
identificaron al AMPA como el Unico metabolito significante en suelo, proponiendo la

ruta de degradacion del glifosato via AMPA.

Shinabarger et al. (1984), demostraron que microorganismos como Pseudomonas eran
capaces de degradar una amplia gama de compuestos organofosfonatos, como los
alquilfosfonatos, fosfonatos amino-terminales y arilfosfonatos a fin de utilizarlos como
fuente de carbono. 2 anos después el mismo grupo de trabajo describid la via de

degradacion utilizada por Pseudomonas sp. para degradar fosfonatos. Utilizando



etiquetas radioactivas de [3-1* C] identificaron a la sarcosina como el producto de
descomposicién inmediata, sugiriendo la existencia de una segunda via de

metabolizacidn (Shinabarger y Braymer, 1986).

Wackett etal, (1987) estudiaron la degradacién del enlace carbono-fésforo,
identificando a Agrobacterium radiobacter, como una bacteria capaz de degradar el
enlace carbono-fésforo de un amplio rango de sustratos, incluyendo al glifosato.
Atribuyeron esta capacidad degradativa con la actividad de una enzima a la que llamaron

carbono-fésforo (C-P) liasa, la cual se inhibia en presencia de fésforo.

En el afio 1988, Pipke y Amrhein estudiaron la degradacién especifica del glifosato por
Arthrobacter atrocyaneus ATCC 13752 y demostraron que el glifosato era degradado via
AMPA, mineralizandolo completamente a CO,. Reportando la degradacion del glifosato
por una cepa bacteriana sin seleccidn previa para la utilizacion del glifosato como fuente
de fésforo. Tres afos después, Liu et al. (1991) sugirieron que la capacidad de
degradacion del glifosato también se encontraba de forma generalizada en la familia

Rhizobiaceae.

A principios de los afios 90’s, Chen et al. (1990) y Metcalf y Wanner (1993) identificaron
las bases moleculares para del funcionamiento de la enzima C-P liasa. Para esto
realizaron la mutagénesis de un plasmido que contenia el operdn phn, utilizando el
transposdn TnphoA'-l para bloquear la expresion de los genes. De esta manera,
demostraron que los genes necesarios para la degradacion de fosfonatos se encuentran

en 10.9 kb, divididos en catorce genes, a los cuales denominaron phnCDEFGHIJKLMNOP.

En estudios sobre la degradacién bioldgica del glifosato, se ha determinado que existe
un aumento considerable en las concentraciones de AMPA en muestras tomadas de un
efluente de plantas de tratamiento de aguas residuales (67,5%) en comparacién con el

glifosato (17,5%), demostrandose asi, que la degradacién de glifosato via AMPA es la mas



distribuida entre las bacterias (Kolpin et al. 2006). Por otra parte, reportes
proporcionados por Kjzer et al., (2005) mencionan que el AMPA es mas persistente en

los suelos que el glifosato, reportando tiempos de vida media de hasta 1.5 afios.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos por Grandcoin et al.,, (2017), quien
demostrd que el AMPA es mas toxico que el glifosato debido a que induce efectos toxicos
en eritrocitos humanos y dafno en el DNA, se le debe prestar mas atencién a la

acumulacién de AMPA en el ambiente, debido a al riesgo latente a la salud humana.

A pesar demostrarse que la degradacién de glifosato suele llevarse naturalmente via
AMPA, Quinn et al. (2007) y Kamat y Raushel (2013) han sugerido la posible existencia
de enzimas alternativas a la C-P liasa capaces de degradar a los compuestos fosfonatos,
incluyendo al glifosato. Estos investigadores describieron la capacidad de bacterias como
Pseudomonas y Enterobacter de mineralizar fosfonatos independientemente de las
condiciones ambientales. Algunos de los fosfonatos de origen biogénico degradados
fueron el acido 2-aminoetilfosfdnico (ciliatina), acido fosfonoacético y el acido 2-amino-
3-fosfonopropidnico (fosfonoalanina). Con esto abrieron la posibilidad de que existan
nuevas reacciones y vias bioldgicas capaces de metabolizar fosfonatos aun desconocidas

hasta el momento.



CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La bacteria Bacillus cereus 6P, nativa del Estado de Nuevo Ledn, es capaz de biodegradar
el herbicida glifosato por medio de una via alternativa a la C-P liasa e independiente de

los niveles de fosfato en el ambiente.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la bacteria Bacillus cereus 6P es capaz de degradar el herbicida glifosato
mediante una enzima distinta a la C-P liasa y de manera independiente a los niveles de

fosfato en el ambiente.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar las enzimas involucradas en el metabolismo de fosfonatos y polifosfatos
en bacterias pertenecientes a la familia Bacillaceae

2. Demostrar mediante ensayos in-vitro la capacidad de metabolizar fosfonatos y
polifosfatos por bacterias pertenecientes a la familia Bacillaceae

3. Evaluar los pardmetros cinéticos y metabdlicos del de la biodegradacion del
glifosato suministrado como Unica fuente de fésforo por la bacteria Bacillus
cereus 6P

4. Demostrar la independencia de Bacillus cereus 6p a los niveles de fdsforo en el
ambiente para metabolizar el glifosato

5. Determinar la localizacién celular de la enzima degradadora investigada

6. Estudiar la toxicidad del residuo de |la degradacién de glifosato



CAPITULO 4

METODOLOGIA

Este proyecto se llevé a cabo conjuntamente entre el Laboratorio de Biotecnologia | de
la Facultad de Ciencias Quimicas y el Laboratorio L8 del Instituto de Biotecnologia de la
Faculta de Ciencias Bioldgicas de la U.A.N.L. Dichos laboratorios proporcionaron los

materiales y equipos necesarios que se requirieron para la terminacion de este proyecto.

4.1 ANALISIS DE ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE
FOSFONATOS Y POLIFOSFATOS

4.1.1 Andlisis bioinformatico

A fin de evaluar las enzimas involucradas en el metabolismo de fosfonatos y polifosfatos
en miembros de la familia Bacillaceae, las secuencias aminoacidicas del componente
catalitico de la C-P Liasa [PhnJ; nUmero de acceso: AAA96997.1, (Blattner et al., 1993)],
fosfonoacetaldehido hidrolasa [PhnX; nimero de acceso: 0JS53386.1, (Wang etal.,
2017)] y la polifosfato quinasa [PPK; numero de acceso; ABF20121.1,([Gilmour et al.,
2007)] fueron empleadas como moldes para llevar a cabo una busqueda bioinformatica
en la base de datos del Centro Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica (NCBI por sus
siglas en ingles). Esto se llevd a cabo mediante un analisis BlastP, empleando la base de
datos de secuencias proteicas no redundantes (nr) y la matriz Blosum 62. Como criterio
de seleccidon se empled un valor de E-value menor a E® en bacterias pertenecientes a la

familia Bacillaceae.

4.1.2 Andlisis molecular
A fin de confirmar los resultados bioinformaticos obtenidos, se llevaron a cabo ensayos
de PCR para determinar la presencia o ausencia de los genes estudiados en la bacteria B.

cereus 6P, asi como en Escherichia coli ATCC CRM-11229 (control positivo) y B. cereus



ATCC 10876 (control negativo). Para esto se disefiaron primers del componente catalitico

de la C-P liasa (phnJ) y polifosfato quinasa (ppk) Tabla 1.

Tabla 1. Primers utilizados para la amplificacién de los genes phnJy ppk

Amplicon
Objetivo Clave Secuencia TM | %GC | Longitud
esperado

phnJ F TCAATCACCTTCAGCACGTC | 59.8 50 20 bp
phnJ 209
phnJ R AGCGGCTACAACTTTGCCTA | 60.0 50 20 bp

ppk F TGAACGCCACTGACTTTCTG | 60.0 50 20
ppk 287
ppk R ATAAAGCTGGGCAAAGCTGA | 60.0 45 20

El DNA gendmico de las bacterias fue extraidos utilizando el kit one-4-all genomic DNA
(Biobasic Inc, Markham, Canada) siguiendo las especificaciones del proveedor para
bacterias Gram positivas, las cuales consistieron en la preparacion de un cultivo en medio
LB para cada bacteria dejandolo incubar durante una noche, después se recuperaron 1.5
mL del cultivo y se centrifugd a 10,000 rpm por 30 s y se retird el sobrenadante,
posteriormente se resuspendié en buffer de lisozima (20mg/ml de lisozimay 2mM EDTA)
y se incubd a 37°C por 1 h. Pasado el tiempo de incubacidn, se afiadieron 200 uL del
buffer CLy 20 pL de proteinasa K, se agité en vortex, se volvié a incubar por 30 min y se
afiadieron 200uL de etanol al 96% para después mezclar la solucion vigorosamente. La
mezcla se transfirié a una columna EZ-10 y se centrifugd a 9,000 rpm por 1 minuto,
después de descartd el filtrado y se afiadieron 500 pL de la solucion CW1, se centrifugd
a 9,000 rpm por 1 minuto y se descarté el filtrado nuevamente. Se afiadieron 500 pL de
la solucion CW2 a la columna, se centrifugd a 9,000 rpm por 1 minuto y se descarté el
filtrado nuevamente, posteriormente, se secd la membrana de la columna
centrifugandola a 9,000 rpm por 2 min, después se transfirid el tubo colector a una
microtubo de 1.5 mL nuevo y se incubd por 5 min para evaporar el etanol. Finalmente,
para eluir el DNA, se afiadieron 50 pL de agua al centro de la membrana, se incubd la

columna por 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 9,000 rpm por 2 min.



Una vez extraido, la calidad del DNA gendmico se visualizo a través de una electroforesis
en gel de agarosa 0.8% con buffer TBE, teflido con GelRed Nucleic Acid Gel Stain,
empleando fotodocumentador Mini-imager UV/LED (Maestrogen Inc; Hsinchu, Taiwan).
A fin de cuantificar la concentracion de DNA obtenido, se empled un espectrofotémetro

UV-Vis de tipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

La reaccion de PCR se llevé a cabo con 12.5 uL de agua Milli-Q, 5 uL de My Taq buffer
(Bioline), 0.5 uL de Go Taq polimerasa (Bioline), 0.5 uM de cada oligo y 2 uL de DNA
templado. La programacion de la PCR fue de 95 °C / 5 min, 35 ciclos de 95 °C / 15 s, 54
°C / 15s, 72 °C / 30s y extension final a 72°C por 5 min en un termociclador 3Prime
(Techne, UK). El producto de PCR fue visualizado mediante una electroforesis en gel de

agarosa 1% buffer TBE tefiidos con GelRed Nucleic Acid Gel Stain.

4.2 ENSAYOS IN-VITRO PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD DE
METABOLIZAR FOSFONATOS Y POLIFOSFATOS

4.2.1 Comprobacion del método de cuantificacion de fosfonatos

Para la cuantificacion de fosfonatos naturales y sintéticos, entre ellos glifosato (GPn), 2
acido aminoetil fosfénico (2AEP) y acido aminometilfosfonico (AMPA), se empled el
método adaptado de Waiman etal., (2012). Para esto se prepararon diferentes
soluciones de los fosfonatos en KCI 0.1 M a diferentes concentraciones desde 0 hasta
300 pM. Se mezclaron 3 mL de cada solucidn con 500 pL de buffer de borato,
posteriormente, se le afadieron 500 pL de solucion de cloruro de
fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC-ClI) como agente derivatizador. Se homogenizd
manualmente, y se dejd reposar a temperatura ambiente por 2 h, posteriormente cada
solucién se mezcld con 4 mL de triclorometano se agitdé manualmente y se centrifugd a
4,000 rpm durante 6 min para separar el solvente. Se utilizo triclorometano para extraer
la solucién de FMOC-CI en exceso y evitar la interferencia con mediciones
espectrofotométricas. La fase acuosa que contiene el producto derivatizado se recuperd

y se analizé utilizando espectrofotémetro UV-Vis (Varian Cary 50), el cudl registré el
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espectro de absorcién en un rango de 200-800 nm. Se empleé la longitud de onda de
295 nm para realizar la curva de calibracion para cada fosfonato. Como solucién blanco
se utilizé una solucién de buffer de KCI 0.1 M sin agregar fosfonatos y se siguid la

metodologia antes descrita.

4.2.2 Reactivacion y conservacion de cepas

Las cepas de trabajo fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Biotecnologia |,
ubicado en el edificio CELAES de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. Su
reactivacion se llevd a cabo en un cultivo utilizando caldo LB (Luria Bertani), incubandose
en condiciones aerobias por 24 h a una temperatura de 28 °C con agitacidn constante de
150 rpm. Para su conservacion se agregé 1mL del cultivo a un microtubo de polipropileno
y se realizaron 5 centrifugaciones contintas eliminando el sobrenadante para concentrar
la biomasa, al terminar las centrifugaciones se le afiadieron 400 pL del cultivo a cada
microtubo y 600pL de glicerol estéril al 50%, se homogenizé la solucidn y se conservo a

una temperatura de -20°C.

4.2.3 Determinar la capacidad de biodegradar glifosato y acumular

polifosfato suministrando glifosato como unica fuente de fosforo

Se determind la capacidad de biodegradar glifosato por B. cereus 6P y 4 cepas de
referencia miembros de la familia Bacillaceae: B. cereus, B. licheniformis, B. thuringiensis
y B. clausii. Para esto se realizaron ensayos inoculados a una densidad éptica de 0.05 en
medio mineral minimo completo (MMMc), el cudl contenia acetato de sodio como
fuente de carbono (C;H3NaO), Cloruro de amonio (NH4Cl) como fuente de nitrégeno y
glifosato como fuente de fésforo. Las condiciones de incubacién fueron 28 °Cy 150 rpm.
Las muestras se tomaron al final del experimento, después de 120 h y se determinaron
las proteinas totales, el porcentaje de degradacion de glifosato y la presencia de granulos

de polifosfatos.
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4.2.3.1 Determinacion de proteinas totales

Para la precipitacién de proteinas, se recuperd 1mL de cada cultivo en un microtubo de
polipropileno y se le agregaron 100 pL de acido tricloroacético (TCA) al 100%, se incubd
en hielo por 10 min para favorecer la precipitacion de las proteinas y se centrifugd a
5,000 rpm durante 5 min. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 50 pL

de NaOH 0.1 N y se agitd en vortex por 1 min.

La cuantificacién de proteinas totales se llevd a cabo por el método de Bradford, donde
se agrego a una cubeta de espectrofotémetro 20 uL de la solucién de NaOH 0.1N con las
proteinas y 1 mL de la solucidn de Bradford. Se dejé incubar por 20 min y se determind
la absorbancia utilizando un espectrofotémetro Uv-Vis Spectronic Genesys 20 (Termo

spectronic, Virginia, USA) a una longitud de onda de 595 nm.

4.2.3.2 Cuantificacion de glifosato

Se empled el método adaptado de Waiman et al., (2012), donde se recuperaron 900 pL
de cada cultivo en un microtubo de polipropileno y se centrifugd a 12,000 rpm durante
5 min. El sobrenadante se filtré utilizando un filtro de 0.22 um para evitar que la biomasa
suspendida en el medio interfiera con las lecturas. Al sobrenadante filtrado se le agrego
2.25 mLde KCI 0.1M, después el sobrenadante se mezclé con 500 pL de buffer de borato,
posteriormente, se le afadieron 500 pL de solucion de cloruro de
fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC-CI). Se homogenizé manualmente, y se dejo reposar a
temperatura ambiente por 2 h, posteriormente la solucidon se mezclé con 4 mL de
triclorometano, se agitdé manualmente y se centrifugé a 4,000 rpm durante 6 min para
separar el triclorometano. La fase acuosa que contiene FMOC-CI se recuperd y se
cuantific6 mediante espectrofotometria UV-VIS a 295 nm para la cuantificacion de

glifosato.
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4.2.3.3 Visualizacion de grdnulos de polifosfato

Se recuperd 1 mL del cultivo en un microtubo de polipropileno y se centrifugd a 13,000
rpm durante 10 min en una microcentrifuga 5415D (Eppendorf, Hamburgo, Alemania),
se descartdé el sobrenadante y se lavd con solucidon salina estéril. Se centrifugd
nuevamente y se almacend la biomasa a -20°C durante 20 h en un congelador CVPS15
(Torrey, Monterrey, México) para ocasionar poros en la membrana de la bacteria
permitiendo que moléculas de colorante puedan acceder a las estructuras del interior
de las células. Después se resuspendid en 100 pL de solucidn salina estéril y se agregaron
200 pL de solucion de tefiido DAPI. Se incubd durante 2 h a -20 °C para que ocurra la
reaccion entre el marcador de fluorescencia DAPI con el polifosfato, posteriormente se
realizé un frotis fijando con calor la biomasa tratada sobre un portaobjetos. Finalmente
se observod en un microscopio de fluorescencia DM-3000 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) observdndose en el filtro para DAPI (A= 358 nm excitacién y A=463 nm
emision), para la observacion de granulos de polifosfato de color verde fluorescente,
mientras que DAPI unido a acidos nucleicos tiene un color azul fluorescente (Smith y

Morrissey, 2007).

4.2.4 Determinar la capacidad de biodegradar dcido 2-aminoetil fosfonico
(2AEP) y acumular polifosfato suministrando 2AEP como unica fuente de
fosforo

Se determino la capacidad de biodegradar 2AEP por B. cereus 6P y 4 cepas de referencia
miembros de la familia Bacillaceae: B. cereus, B. licheniformis, B. thuringiensis y B. clausii.
Para esto se realizaron ensayos inoculados a una densidad dptica de 0.05 en medio
mineral minimo completo (MMMoc), el cudl contenia acetato de sodio como fuente de
carbono (C;H3NaOy), cloruro de amonio (NH4Cl) como fuente de nitrégeno y 2AEP como
fuente de fdsforo. Las condiciones de incubacién fueron 28 °Cy 150 rpm. Las muestras
se tomaron al final del experimento, después de 120 h y se determinaron las proteinas
totales, el porcentaje de degradacion de glifosato y la presencia de granulos de

polifosfatos mediante las técnicas descritas anteriormente.
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4.3 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE
BIODEGRADACION DE GLIFOSATO, SUMINISTRANDO GPn COMO UNICA
FUENTE DE FOSFORO

A fin de determinar los parametros cinéticos de biodegradacion de glifosato, se realizé
un ensayo empleando un inoculo inicial de 0.05 D.O. para B. cereus 6P, en medio mineral
minimo completo (MMMCc) utilizando acetato de sodio (C;HsNaO;) como fuente de
carbono, cloruro de amonio (NH4Cl) como fuente de nitrégeno y glifosato como fuente
de fésforo. El cultivo se incubd a 28 °Cy 150 rpm. Se realizaron tomas de muestras por
triplicado cada 12 h para determinar proteinas totales y la concentracion de glifosato en
el sobrenadante. Ademas, se determind la concentracion fésforo presente, se realizé el
conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC), se visualizdé la formacién de
esporas y se cuantificd la acumulacién de polifosfato. Como controles negativos, se

utilizaron dos fuentes de fésforo adicionales, fenilfosfonato y metilfosfonato.

4.3.1 Determinacion del fosforo inorgdnico

Se recuperd 1 mL del cultivo de Bacillus cereus 6P en un microtubo de polipropileno y se
centrifugé a 13,000 rpm durante 5 min en una microcentrifuga, se recuperaron 100uL
del sobrenadantey se le adiciond 1 mL de Biomol Green y se incubd por 10 min. El fosfato
en el medio formara un complejo fosfomolibdato verde de malaquita que tiene una
maxima absorcion a 620 nm, por lo que se midié la D.O. en un espectrofotémetro
(spectronic genesys 20) a una longitud de onda de 620 nm por consiguiente la
absorbancia a 620 nm fue directamente relacionada con la concentracion de fosfato libré

en el medio.

4.3.2 Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Se recuperd 1mL del cultivo y se realizaron diluciones seriadas hasta la 1x107. Se

sembraron 100 plL de las ultimas 3 diluciones en placas con agar LB (Luria Bertani) por
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extension con varilla de vidrio. Se dejaron incubar las placas por 24 h a 28°Cy se realizé

el conteo de las UFC en las placas donde el crecimiento fuera de entre 30-300 colonias.

4.3.3 Visualizacion del desarrollo de esporas

Se tomo una asada del cultivo y se realizé un frotis en un portaobjetos. Se cubrié el frotis
con la solucién de verde Malaquita y se colocé a fuego directo por 5 min, evitando la
ebullicidn. Se lavé con agua y se aplicé Safranina por 1 min, para favorecer el contraste,

posteriormente se lavd y dejé secar. Se observé en un microscopio éptico al 100X.

4.3.4 Cuantificacion de la acumulacion de polifosfato

Para la cuantificacién de polisfosfato se llevé a cabo la metodologia descrita por
(Kulakova et al., 2011). Se recuperé 1 mL del cultivo de Bacillus cereus 6P en un
microtubo de polipropileno y se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min en una
microcentrifuga 5415D (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Se descarté el sobrenadante,
se resuspendio el pellet en 50 pL de H,SO4 1M y se dejo incubar a temperatura ambiente
durante 5 min. Después se neutralizé con 50 pL de NaOH 2 M y 100 uL de buffer Tris de
pH 7.5. Se centrifugo a 4000 rpm durante 20 min y una temperatura de 4°C en una
centrifuga DSC-15125D-1 (LW Scientific, CDMX, Mexico). Se le agregd a una columna de
silice (Roche) 600 pL de KI 6M y 150 pL de sobrenadante. Se centrifugd a 4,000 rpb
durante 5 min y se lavé la columna 2 veces con buffer (10 mM tris buffer pH 7.5, 50%

etanol, 1 mM EDTA y 10 mM NacCl). Finalmente, se eluyé el polifosfato en 50 uL de agua.

4.4 INDEPENDENCIA DE BACILLUS CEREUS 6P A LOS NIVELES DE FOSFORO
EN EL AMBIENTE PARA METABOLIZAR EL GLIFOSATO

Se realizé un cultivo con un inoculo inicial de 0.05 D.O. para B. cereus 6P, en medio
mineral minimo completo (MMMCc) controlando las fuentes de carbono, nitréogeno y
fosfato, utilizando C;H3NaO: (C) como fuente de carbono, NH4Cl (N) como fuente de
nitrégeno y glifosato (GPn) suplementado con K;HPO4 como fdésforo inorganico (Pi) como
fuente de fésforo, como se muestra en la Tabla 2. Empleando condiciones de incubacion
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a 28 °Cy 150 rpm. Se tomo una muestra a las 240 h para la determinacién de proteinas

totales, midiéndose con la metodologia descrita anteriormente.

Tabla 2. Fuente de carbono, nitrégeno y fosforo utilizado.

Relaciéon de Redfield
Condiciones de evaluacion

C N P GPn
Fésforo inorganico como fuente de
100 16 1 -
fésforo
Glifosato como fuente de fésforo 100 16 - 1
Fosforo inorganico mas Glifosato
100 16 0.5 0.5
como fuente de fésforo
Medio sin fésforo 100 16 - -

4.5 DETERMINACION DE LA LOCALIZACION DE LA POTENCIAL ENZIMA
DEGRADADORA

Del cultivo de Bacillus cereus 6P donde se utiliz6 GPn como Unica fuente de fésforo con
una incubacion de 120h, se realizé un fraccionamiento celular siguiendo el esquema del

fraccionamiento mostrado en la Figura 1.

Sobrenadante —{ Agregar GPn

Cultivo — Centrifugacién

Agregar GPn

Biomasa

Sonicar — Agregar GPn

Figura 1. Esquema general del fraccionamiento celular realizado al cultivo de Bacillus cereus.

El sobrenadante del cultivo se le afiadid GPn 1mM y se incubd a 28 °Cy 150 rpm.
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La biomasa precipitada del cultivo se dividié en dos. La primera parte se lavd 2 veces con
solucidn salina 0.85%, se resuspendid en solucidn salina 0.85%, se le afiadid GPn 1mM vy
se incubd a 28 °Cy 150 rpm. La segunda parte se lavd 2 veces con solucién salina 0.85%,
se resuspendio en solucidn salina 0.85% vy se llevd a cabo el siguiente procedimiento de
sonicaciéon: Amplitud 100%, lapso 1 min, incubacién en hielo 3 min, realizandolo 6 veces.
Posteriormente se centrifugd a 4000rpm x 10 min y se recuperd el sobrenadante. Se le

afiadio GPn 1mM y se incubd la biomasa sonicada a 28 °Cy 150 rpm.

Se realizaron ensayos de degradacion por triplicado a las 4 fracciones del cultivo a las 96
h, para determinar la localizacién potencial enzima degradadora. Para esto se recuperé
1 mL de cada fraccién con la cual se determind la concentracién de fosforo inorgdnico y

glifosato en el sobrenadante.

4.6 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD DEL RESIDUO DE DEGRADACION
DE GLIFOSATO

Para estudiar la biocompatibilidad del producto de degradacién del glifosato por B.
cereus 6P, se realizaron bioensayos de toxicidad aguda en lombrices Eisenia foetida bajo

4 condiciones como se muestra en la Tabla 3, realizando cada ensayo por triplicado.

Tabla 3. Condiciones del bioensayo con lombrices Eisenia foetida

# de condicidn Condicion
1 Control (agua)
2 Glifosato comercial (3.38 ppm)
3 Producto de degradacion del glifosato grado reactivo
4 Glifosato grado reactivo (3.38 ppm)

Para llevar a cabo el bioensayo, se pesaron 100 g de tierra y se colocaron en

contenedores de plastico. Posteriormente se depositaron para cada ensayo, 10
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lombrices que contaran con el clitelo (engrosamiento en el tercio anterior del cuerpo)
con un peso total por ensayo de 4.9 + 0.3 g. Se le afiadié 5 g de alimento (composta de
café) por semana, previamente mezclados con 2 mL de agua, glifosato comercial (3.38
ppm), el producto de degradacion del glifosato grado reactivo o glifosato grado reactivo
(3.38 ppm) segun sea la condicidn. Se almacenaron por cuatro semanas sin exposicion a
la luz directa a temperatura ambiente. Cada 7 dias, se retiraban las lombrices del
contenedor, se lavaban con agua y se pesaban, registrando el peso. Al término del

ensayo se contabilizé la mortalidad y el nimero de crias.

4.7 DISPOSICION DE RESIDUOS GENERADOS

Los residuos generados fueron clasificados de acuerdo con el documento de
procedimientos para clasificacidén de residuos peligrosos PR-CLB-SRR/000 de la Facultad
de Ciencias Quimicas establecido por el Departamento de Manejo y Control de Residuos

de la institucion.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS DE ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE
FOSFONATOS Y POLIFOSFATOS

A través del andlisis bioinformatico llevado a cabo, se determind que el componente
catalitico de la C-P liasa (PhnJ), no esta presente en ningin miembro de la familia
Bacillaceae (Tabla 4), lo que sugeriria que estos microorganismos Gram positivos, son
incapaces de metabolizar el glifosato. Estos resultados concuerdan con lo descrito por
Villarreal-Chiu, Quinn y McGrath, (2012) quienes mencionaron que PhnJ no se encontré

presente en ningln miembro del Filo Firmicutes, incluyendo la familia Bacillaceae.

Sin embargo, se conocen otras enzimas capaces de degradar fosfonatos, por lo que se
investigo la presencia de la enzima fosfonoacetaldehido hidrolasa (PhnX), cuyo sustrato
especifico es el 2-aminoetil fosfonato (2AEP). De esta manera se encontrd que la enzima

PhnX estd presente en todos los miembros de la familia Bacillaceae estudiadas (Tabla 4).

Tabla 4. Homélogos del componente catalitico de la C-P Liasa (Phnl),

fosfonoacetaldehido hidrolasa (PhnX) y la polifosfato quinasa (PPK).

PhnJ PPK PhnX
B. cereus x v v
B. licheniformis x x v
B. thuringiensis x v v
B. subtilis x x v
B. clausii x x v

Esto sugiere que los miembros de la familia Bacillaceae son en teoria, capaces de

degradar el fosfonato biogénico 2AEP y utilizarlo como fuente de fésforo (Figura 2)
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(Kamat y Raushel, 2013). No obstante, se ha demostrado experimentalmente que esta
enzima presenta una alta especificidad al 2AEP y no presenta actividad frente al glifosato

(Villarreal-Chiu, Quinn y McGrath, 2012; Kamat y Raushel, 2013).

Pyruvate Alanine

D,
2 n I

2-aminoethylphosphonic Phosphonoacetaldehyde Acetaldehyde P,
acid

Figura 2. Ruta metabdlica de degradacidn del dcido 2-aminoetil fosfénico en bacterias (Quinn et al.,

2007).

Por otra parte, la enzima polifosfato quinasa (PPK), enzima responsable de la sintesis de
polifosfato a partir de mondmeros de fésforo, solo fue localizada en el proteoma de las
bacterias B. cereus y B. thuringiensis. Estos resultados sugieren que de entre todos los
miembros de la familia Bacillaceae, solo algunas especies son capaces de acumular
fosfato en forma de polifosfato. Esto concuerda con lo reportado por Shi, Rao y Kornberg,
(2004), quienes mencionan que un grupo de enzimas relacionadas con el metabolismo
de polifosfato, incluidas la PPK, exopolifosfatasa (PPX) y fosfonotrasnferasa (PAP) fueron

detectadas en B. cereus, pero no en otras especies del mismo género.

Los resultados in-silico fueron confirmados por experimentos de PCR, los cuales
demostraron la presencia del gen phnJ en la cepa control de E. coli, mas no asi en las
cepas de B. cereus. En la Figura 3 se muestra el gel de electroforesis realizado para
visualizar la amplificacion. El carril 1, corresponde al marcador de pares de bases
HyperLadder, el carril 2, corresponde al control negativo en donde se sustituyd la
muestra de DNA por agua, en el carril 3, se colocé el control positivo en donde se utilizd
DNA de E. coli y se presentd un fragmento de 209pb, correspondiente al amplicon
buscado de phnJ, los carriles 4 y 5, corresponden a las muestras de B. cereus 6P y B.

cereus en donde no se presentd ninguna banda de amplificacion.
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Figura 3. Gel de electroforesis correspondiente a la amplificacion de phnJ de B. cereus 6P

La ausencia del componente catalitico phnJ en los miembros del género Bacillus
demuestra la inexistencia de la enzima responsable de la degradacidn biolégica del
glifosato (Figura 4) y la incapacidad tedrica de estos microorganismos para llevar a cabo

este proceso in-vivo (Wang et al., 2016).
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Figura 4. Ruta metabdlica de degradacion del glifosato en bacterias. Vias de degradacion a través de
AMPA y sarcosina. TCC: ciclo del dcido tricarboxilico; THC: ciclo de tetrahidrofolato; SOM: materia

orgdnica de suelo (Wang et al., 2016).

Los resultados de PCR demuestran la existencia del gen ppk en las cepas de estudio,
particularmente en B. cereus 6P. En la Figura 5 se muestra el gel de electroforesis
realizado para visualizar la amplificacién del gen ppk. El carril 1, corresponde al marcador
de pares de bases HyperLadder, el carril 2, corresponde al control negativo en donde se
sustituyd la muestra de DNA por agua, en el carril 3, se colocé el control positivo en
donde se utilizéd DNA de E. coli y se presentd un fragmento de 287 pb, correspondiente
al amplicon buscado de ppk, los carriles 4 y 5, corresponden a las muestras de B. cereus
6P y B. cereus en donde se observan dos bandas de amplificaciéon, una banda de 287 pb
correspondiente al amplicon buscado de ppk y otra banda localizada entre 1500 y 2000

pb que no fue identificada.
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Figura 5. Gel de electroforesis correspondiente a la amplificacion de PPK de B. cereus 6P

La presencia del amplicén correspondiente al gen ppk en B. cereus 6P sugiere que esta
bacteria es capaz de almacenar fosfato en forma de granulos de polisfosfato en el interior

de la célula (Shiba et al., 2000), proceso representado en la Figura 6.

poly(P),

PAP
(PPK + ADK)

ADK
poly(P)._1
ADP - ATP
ﬁ%
poly(P), poly(P)._4

Figura 6. Ruta metabdlica de la sintesis de PolyP en bacterias (Shiba et al., 2000).
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5.2 ENSAYOS IN-VITRO PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD DE
METABOLIZAR FOSFONATOS Y POLIFOSFATOS

Debido a la dificultad que existe en la actualidad para la cuantificacién de fosfonatos por
medios instrumentales, se llevd a cabo la implementacion de un método
espectrofotométrico basado en el método de Waiman et al., (2012), debido a que es un

método que ha demostrado ser reproducible, econdmico y accesible.

El método fue implementado para los fosfonatos de interés del presente trabajo,
incluyendo el glifosato, AMPA y 2AEP. Estos 3 diferentes fosfonatos tienen en comun la
presencia de los grupos fosfonato y amino en sus estructuras (Figura 7), siendo este
ultimo, el grupo que participa en la reaccion de derivatizacién al reaccionar con el FMOC-
Cl (Figura 7). Cada uno de los fosfonatos derivatizados muestra absorbancia en la region

UV del espectro electromagnético debido a la presencia de grupo aromatico que provee

el FMOC-CI.
? 9 5
HN-CHg-ll%-OH H,N-CH,-P-OH H,N-CH,-CH,-P-OH
CH, OH OH OH
COOH
Glifosato AMPA 2AEP
+ R-NH —_—
CH-Q-CrCl ® CH,-O-C-N-R
e} O R
FMOC-CI

Figura 7. Estructuras quimicas del glifosato, AMPA y 2AEP. Reaccidn dederivatizacion con FMOC-CI. R: H o
grupo alquilo. Modificado de (lbafiez et al., 2005; Kleps et al., 2007)

Los resultados del barrido de absorcion a lo largo de la zona de absorcién del UV

obtenidos para el glifosato derivatizado se muestran en la Figura 8. En ella se observa el
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espectro de absorcidn de las soluciones de glifosato que van de concentraciones de 0 a
300 uM. El glifosato derivatizado muestra diferentes absorbancias, de las cuales se tomé

la de 295 nm en vista que mostraba valores de absorbancia por debajo de 1.

y =0.0028x + 0.0009
R?=0.9992

Absorbancia
[

0 100 200 300 400
Concentracion (uM)

. ——

200 300 400

Numero de onda (nm)

Figura 8. Espectro UV-vis del glifosato derivatizado con FMOC-CI a diferentes concentraciones de

glifosato de 0 hasta 300 uM. El recuadro muestra la regresion en linea recta obtenida a 295 nm.

Al representar esta absorbancia en funcion de la concentracidn de glifosato, se obtuvo
un coeficiente de regresion lineal de 0.9992, manteniéndose una linealidad en el rango
de concentracién de glifosato de 10 a 300 pM. Esta fue comparable con otros trabajos
como los obtenidos por ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) vy
cromatografia liquida de intercambio aniénico acoplado a espectrometria de masas en
tandem por electrospray. Ademas, este método presenté un rango de deteccién menor

(Chen et al., 2013; Mortl et al., 2013).

Por otra parte, los resultados obtenidos para el AMPA derivatizado, muestran una
absorcion de las soluciones a concentraciones de 0 a 300 uM (Figura 9). EIl AMPA
derivatizado muestra diferentes absorbancias, de las cuales se tomé la de 295 nm dado

gue mostraba valores de absorbancia por debajo de 1.
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Figura 9. Espectro UV-vis del AMPA derivatizado con FMOC-CI a diferentes concentraciones de glifosato

de 0 hasta 300 uM. El recuadro muestra la regresion en linea recta obtenida a 295 nm.

Al representar esta absorbancia en funcidn de la concentracidn, se obtuvo un coeficiente
de regresién lineal de 0.9993 con una linealidad en el rango de concentracion de 10 a
300 uM. De esta manera, se logré demonstrar que esta metodologia puede llegar a ser
una buena alternativa a la metodologia actual para la deteccién de AMPA, siendo mas
rapida y econdmica que las cromatografias liquidas de ultra-rendimiento acoplado a
masas/masas (UPLC—MS/MS) o de masas triple cuadrupolo. (Guo et al., 2018; Pinto,
Soares y Ferreira, 2018). Sin embargo, a pesar de la sencillez del método, la metodologia
instrumental sigue presentando una sensibilidad menor, presentando un rango de

deteccion de AMPA de 2 a 590 nM.

De igual manera, los resultados obtenidos para el 2AEP derivatizado demuestran una
absorcién de las soluciones de concentraciones que van de 0 a 300 uM (Figura 10). El
2AEP derivatizado muestra diferentes absorbancias, de las cuales se tomé la de 295 nm

debido a que mostraba valores de absorbancia por debajo de 1.
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Figura 10. Espectro UV-vis del 2AEP derivatizado con FMOC-CI a diferentes concentraciones de glifosato

de 0 hasta 300 uM. El recuadro muestra la regresion en linea recta obtenida a 295 nm.

La linealidad obtenida para el 2AEP fue observada en un rango de concentraciéon de 10 a
300 uM, con un coeficiente de regresién lineal de 0.997. EI 2AEP fue el primer compuesto
natural que se descubrié con un enlace C-P. Investigaciones posteriores demostraron
gue este compuesto es un constituyente comun en los lipidos, proteinas y polisacaridos
de organismos primitivos, por lo tanto, esta ampliamente distribuido en la naturaleza
(Kononova y Nesmeyanova, 2002). Sin embargo, a pesar de su amplia distribucion, no
existen métodos de deteccidon y cuantificacién para este fosfonato o no han sido
mejorados en las Ultimas 2 décadas, siendo la cromatografia en capa fina y cromatografia
de gas las metodologias utilizadas para su identificacion. Dichas metodologias
empleaban tiempos de preparacidn mayores a 12 h y la utilizacién de columnas con un
largo mayor a 2 metros con un flujo de nitrégeno como gas portador (Wackett et al.,

1987; Schowanek y Verstraete, 1990)

De esta manera, al haber establecido un método accesible y rapido para la cuantificacion
de los diferentes fosfonatos a emplear en este trabajo, se analizdé la capacidad de

biodegradacion del glifosato por la bacteria B. cereus 6P, usando como control distintas
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bacterias de la familia Bacillaceae, como lo son B. cereus, B. licheniformis, B. thuringiensis

y B. clausii.

Como puede observarse en la Figura 11, el desempeio que tuvieron las distintas
bacterias de la familia Bacillaceae para degradar el glifosato fue bastante diverso. De las
5 bacterias empleadas, Bacillus cereus 6P, fue la bacteria que tuvo un mayor incremento
en proteinas totales, asi como un mayor porcentaje de degradacién de glifosato,
alcanzando un 37% a las 120 h. Dado que el incremento en proteinas totales sefala un
crecimiento de biomasa en un cultivo celular, este resultado sugiere el crecimiento de la
poblacién de B. cereus 6P, evitando interferencias o falsos positivos en mediciones de
turbidez (Zubkov et al., 1999; Lo et al., 2015). Por otra parte, las bacterias control B.
cereus, B. licheniformis, B. thuringiensis y B. clausii mostraron poco o nulo incremento

en proteinas totales al igual que un bajo porcentaje de degradacion.
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Figura 11. Produccion de biomasa y degradacion de glifosato por bacterias de la familia Bacillaceae
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utilizando GPn como unica fuente de fosforo.
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Con estos resultados se sugiere que B. cereus 6P, es el Unico representante de la familia
Bacillaceae que tiene la capaz de metabolizar el glifosato y utilizarlo como fuente de

fosforo.

La tincidn con DAPI utilizada para identificar polifosfato intracelular mostré resultados
positivos para la cepa 6P, al ser observados los granulos con una coloracion
amarilla/verde facilmente diferenciable de la emisidn azul dada por la interaccidon DAPI-
DNA (Smith y Morrissey, 2007; Gomes et al., 2012). Las micrografias muestran gran

diferencia entre la cepa 6P y las diferentes bacterias de la familia Bacillaceae (Figura 12).

B. licheniformis B tlaiisii

B. cereus B. thuringiensis Blanco

Figura 12. Tincion DAPI para identificacion de Polifosfato en bacterias de la familia Bacillaceae utilizando

glifosato como unica fuente de fosforo.

La micrografia obtenida para B. cereus 6P, que se puede apreciar de mejor manera en la
Figura 13 confirman la capacidad de esta bacteria para transformar glifosato en
polifosfato. En el caso contrario para las bacterias que se utilizaron como control, no se
observaron granulos en color verde debido a su incapacidad de metabolizar el glifosato

y liberar el fésforo al medio o acumularlo en forma de polifosfato.
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Figura 13. Acumulacidn de grdnulos de Polifosfato en MMMc con glifosato como unica fuente de fésforo

por Bacillus cereus 6P. observado con tincion DAPI en microscopio de fluorescencia.

Los resultados sobre la presencia de granulos de polifosfato coinciden con lo
mencionado por Shi, Rao y Kornberg, (2004); Doruk et al., (2013), quienes mencionan
que los granulos de polifosfato son cadenas de cientos de residuos de Pi unidos por
enlaces fosfoanhidridos que se forman como un reservorio de fésforo ante condiciones
adversas y son sintetizados por diferentes bacterias como B. cereus y B. thuringiensis en

presencia de fdsforo.

Con estos resultados, se hace mencién, que la presencia de los granulos de polifosfato
en B. cereus 6P indica que el Pi se encontraba disponible como consecuencia del corte
en el enlace C-P del glifosato y a que la enzima PPK estaba presente, como se indicé en
los analisis bioinformaticos y moleculares realizados. Lo que contrasta con las bacterias
que se utilizaron como control, en donde, a pesar de contar con la enzima PPK, el Pi no

estaba disponible debido a que no se realizé el corte del enlace C-P del glifosato.

Para demostrar que no existe una interferencia por parte de la enzima PhnX en la

degradacion de glifosato, las bacterias de la familia Bacillaceae fueron sometidas a
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ensayos de biodegradacién del 2AEP. Como puede observarse en la Figura 14, los
resultados confirmaron que todas las bacterias empleadas son capaces de metabolizar
2AEP como fuente de fdsforo. Estos resultados concuerdan con lo reportado por autores
como Talbot, Johnson y Munneckew, (1984) y Singh y Walker, (2006), quienes
describieron la capacidad de algunas cepas de B. cereus para degradar el 2AEP y

emplearlo como fuente de fésforo para su crecimiento.
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Figura 14. Produccion de biomasa y degradacion de 2AEP por bacterias de la familia Bacillaceae

utilizando 2AEP como unica fuente de fosforo.

Comparando las Figuras 12 y 15, se puede observar que los perfiles de crecimiento y
degradacidn presentados por las bacterias frente a ambos compuestos son diferentes
entre ellos, sugiriendo que los mecanismos por los cuales metabolizan ambos fosfonatos
son diferentes. Esto coincide con los resultados bioinformaticos obtenidos
anteriormente, demostrandose que la enzima PhnX involucrada en la degradacién de
2AEP no participa en la degradacién de glifosato, como ha sido demostrado por otros
estudios (White y Metcalf, 2007). Esto puede confirmarse también por medio de las
micrografias de las tinciones con DAPI, las cuales muestran la ausencia de polifosfato en

las bacterias de la familia Bacillaceae estudiadas (Figura 15). El metabolismo de 2AEP
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como fuente de fosforo no generd granulos de polifosfato en las bacterias, por lo indica
laincapacidad de emplear el Piliberado en el medio como reservorio para laacumulacién

de Pi (Doruk et al., 2013).

B. licheniformis B. clausii

B. cereus B. thuringiensis Blanco

Figura 15. Tincidn DAPI para identificacion de Polifosfato en bacterias de la familia Bacillaceae utilizando

2AEP como unica fuente de fosforo.

5.3 PARAMETROS CINETICOS DEL METABOLISMO DEL GLIFOSATO
SUMINISTRADO COMO UNICA FUENTE DE FOSFORO POR LA BACTERIA
BACILLUS CEREUS 6P

Como puede observarse en la Figura 16, la degradacion del glifosato en el cultivo
experimental comenzd a las 100 h, observandose una liberacién de Pi en el medio de

cultivo debido al rompimiento del enlace C-P del glifosato.
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Figura 16. Cinética de biodegradacion de glifosato suministrado como unica fuente de fosforo llevada a

cabo por la bacteria Bacillus cereus 6P.

Mientras tanto, las proteinas totales, indicador de crecimiento de biomasa del cultivo
celular (Zubkov et al., 1999), presentaron un incremento que coincide con la aparicion
de Pi en el medio. Esto sugiere que es alrededor de las 100 h, cuando B. cereus 6P
comienza a degradar el glifosato mediante el rompimiento del enlace C-P, liberando el
Pi que la bacteria emplea para su crecimiento celular. Estudios previos han demostrado
que el Pi producto de la degradacién del glifosato es empleado como fuente de fosforo

por las bacterias (Zhan et al., 2018).

Gonzdlez-Valenzuela y Dussan, (2018) han reportado la degradacién de glifosato por
bacterias de la familia Planococcaceae, donde comienza a disminuir la concentracion de
glifosato entre la hora 48 y 72, esto principalmente debido a que utilizan un cultivo pre-
acondicionado, es decir que las bacterias se inoculan en medio con glifosato y se dejan
incubar por dos dias y posteriormente se utilizé ese cultivo para realizar los ensayos de

biodegradacion en un medio con glifosato nuevo.
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Por lo tanto, el tiempo y el porcentaje de degradacion de glifosato que se tiene con la
bacteria B. cereus 6P, podria mejorarse acondicionando el cultivo y optimizando las

condiciones del cultivo.

Las UFC/mL del cultivo de B. cereus 6P (Figura 17) muestran que la bacteria permanece
en fase de adaptacion durante las primeras 100 h de experimentacion y posteriormente

comienza su crecimiento, coincidiendo con lo observado con los resultados observados

para las proteinas totales.
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Figura 17. UFC de Bacillus cereus suministrando GPn como unica fuente de fosforo.

La larga fase de adaptacidn presentada por B. cereus 6P en nuestra experimentacién ha
sido observada también por Benedict et al., (1993), quienes observaron que cultivos de
B. cereus cultivadas en medio de infusidén cerebro-corazén bajo condiciones variables de
temperatura (5 a 42 °C), concentracion de sodio (0.5 al 5 %) y pH (4.5 al 7.5) pueden
presentar fases de adaptacion de hasta 136 h. Por lo tanto, puede suponerse que la
adaptacion de B. cereus 6P en el medio mineral minimo suministrando glifosato como
Unica fuente de fosforo es un fendmeno normal. Inclusive, podria asociarse a la

disponibilidad de los nutrientes en el medio, como lo describen Valero, Fernandez y
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Salmerdn, (2003) quienes de la misma manera, relacionan el tiempo de adaptacién que

en su caso fue de hasta 24 dias, con las condiciones del medio.

Adicionalmente, tinciones con verde malaquita denotan la ausencia de esporas en el
cultivo durante las primeras 100h de experimentacién, reflejando que, durante este
tiempo, la bacteria estaba en un proceso de adaptacion a las condiciones del medio a fin
de degradar el sustrato recalcitrante y comenzar a duplicarse. Schultz et al., (2009)
mencionan que la formacion de esporas en diversos géneros de bacterias se da por falta
de nutrientes o por dafio en el DNA con el fin de resistir peligros como calor, radiacién o
resistir ante situaciones desfavorables para su reproduccion. Ademas, dice que las
esporulacién no se inicia automaticamente ante una limitacidn de nutrientes, sino que,
es el resultado final de una serie de pasos que podrian describirse como decisiones

celulares sobre cdmo enfrentar mejor el estrés.
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Figura 18. Tincion Verde Malaquita para visualizacion de esporas, en cultivo de Bacillus cereus 6P hasta

las 168h.

Por el contrario, cuando la bacteria B. cereus 6P se cultivd en ausencia de fuente de

foésforo, se presenciaron esporas desde las 72 h de experimentacién (Figura 19).
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Figura 19. Tincion Verde Malaquita para visualizacion de esporas a las 72h. Glifosato como unica fuente

de fosforo: GPn. K2HPO4como unica fuente de fosforo: Pi+. Sin fuente de fosforo: Pi-.

Mediante la combinacién de estos resultados se sugiere que a partir de las 72 h se
comienzan a producir las enzimas necesarias para la degradacion del glifosato en B.
cereus 6P. Como lo mencionan Hecker y Volker, (1998), ante la falta de una fuente de
fosforo después de este periodo de incubacidn, las bacterias del género Bacillus

comienzan su proceso de esporulacién.

Por otra parte, la acumulacién de polifosfato por B. cereus 6P (Figura 20) comienza a
acumularse en el interior de la célula alrededor de las 100 h, hasta llegar a 3.5 mg/mL a
las 240 h. Este periodo de acumulacion coincide con la liberacién de Pi en el medio de

cultivo derivado de la ruptura del enlace C-P del glifosato.
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Figura 20. Cinética de acumulacion de polifosfato empleando glifosato suministrado como unica fuente

de fosforo llevada a cabo por la bacteria Bacillus cereus 6P.
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Diferentes estudios como los de Deinema etal.,, (1980), han mencionado que las
bacterias son capaces de acumular polifosfato en su interior. Sin embargo, las
condiciones que favorecen esta acumulacion difieren entre las diferentes bacterias. En
este caso en particular, para la bacteria B. cereus 6P, la acumulacién de polifosfato se
logré debido a la liberacion de fésforo al medio, como efecto directo del rompimiento
del enlace C-P del glifosato, el cual, fue la Unica fuente de fosforo empleada. Del mismo
modo, autores como Shi, Rao y Kornberg, (2004) reportaron la acumulacion de

polifosfato en B. cereus de hasta 100 nmol/mg proteina.

Para discernir si Bacillus cereus 6P cuenta con un mecanismo alternativo a la C-P liasa
para la degradacion del glifosato, se analizd la capacidad de esta bacteria para degradar
fenilfosfonato y metilfosfonato, compuestos reportados como sustratos naturales de la
C-P liasa. Como puede observarse en la Figura 21, B. cereus 6P presenta poco incremento
en la cantidad de proteinas totales a lo largo del periodo de experimentacién debido a la
falta de una fuente accesible de Pi, demostrando su incapacidad para metabolizar estos

fosfonatos (Kononova y Nesmeyanova, (2002).
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Figura 21. Cinética de biodegradacion de fenilfosfonato y metilfosfonato llevada a cabo por la bacteria

Bacillus cereus 6P.
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Dado que la C-P liasa tiene como sustrato a distintos alquil-fosfonatos, entre ellos
fenilfosfonato y metilfosfonato, se puede concluir que la cepa 6P no metaboliza al
glifosato mediante la enzima C-P liasa Wackett et al., (1987). Para ejemplificar esto, la
Tabla 5 muestra una lista de microrganismos que han sido reportados por su capacidad
de degradar glifosato, los cuales también fueron capaces de degradar metilfosfonato y

fenilfosfonato sin excepcion.

Tabla 5. Microorganismos degradadores de fosfonatos por la via de la C-P liasa.

Modificada de Kononova y Nesmeyanova, (2002)

Microorganismo Metilfosfonato | Fenilfosfonato | Glifosato

Arthrobacter sp. GLP1 v v v

Pseudomonas sp. PG2982

Alcaligenes eutrophus

Agrobacterium radiobacter

Bacillus megaterium 2BLW

Pseudomonas testosteroni

AN N N NER NERN
ANERE R NN NN
x| x| & & & «

Klebsiella oxytoca

5.4 INDEPENDENCIA DE BACILLUS CEREUS 6P A LOS NIVELES DE FOSFORO
EN EL AMBIENTE PARA METABOLIZAR EL GLIFOSATO

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se realizaron cultivos de la bacteria 6P en
medios que contenian K;HPOa4 y glifosato de manera conjunta con el propdsito de evaluar

la independencia del fésforo para la degradacion de glifosato.

Como puede observarse en la Figura 22. la produccion de biomasa donde se utilizé
fosfato como Unica fuente de fésforo fue mayor, observdndose una produccién de
biomasa de 1.37mg/mL. Por otro lado, en donde se utilizé glifosato, el incremento fue

de 0.28 mg/mL y empleando glifosato suplementado con fosfato se tuvo un crecimiento
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de 1.09 mg/mL. En cambio, al no afiadir una fuente de fésforo, no se registré un

incremento en la biomasa.
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Figura 22. Produccion de biomasa por B. cereus 6P, utilizando diferentes fuentes de fésforo.

Considerando estos resultados, se aprecia un suceso en donde el glifosato es empleado
como fuente de fésforo para incrementar la biomasa por parte de B. cereus 6P a pesar
de la presencia del fosfato en el medio. Tomando como evidencia el incremento de la
biomasa cuando se utiliza glifosato suplementado con fosfato, pese a emplear solo la

mitad de fosfato como se muestra en la Tabla 2.

En contraste con esto, Sviridov et al., (2015); Zhan et al., (2018) mencionaron que la
degradacion del glifosato en el suelo, bajo condiciones naturales, dependera de la
degradacion por microorganismos y de mismo modo, esta degradaciéon dependera
fuertemente de la concentracion de fdésforo exégeno y enddgeno, por lo tanto
usualmente solo se inducird bajo condiciones de deficiencia de fésforo, lo cual ocurre

muy raramente en la naturaleza.
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Por esta razén, se considera factible la capacidad de B. cereus 6P de emplear glifosato
como fuente de fésforo para incrementar la biomasa de manera independiente fosfato

en el medio.

5.5 LOCALIZACION DE LA POTENCIAL ENZIMA DEGRADADORA

Al realizar un fraccionamiento celular del cultivo de B. cereus 6P después de 120 h de
experimentacion frente a glifosato como unica fuente de fosforo, la cuantificacién del
fosforo en las diferentes fracciones realizadas muestra que la degradacion del glifosato
se dio de mayor manera en la biomasa, reportandose una concentracién final de 71 uM
(Figura 23). Por el contrario, en el sobrenadante no se detecté un incremento en las
concentraciones de Pi, mientras que en la biomasa sonicada se incrementé 35 uM de Pi.
Debido a estos resultados la actividad enzimatica se presume es en el contenido
intracelular de la bacteria, descartando hasta el momento una actividad extracelular al
relacionar la presencia de Pi como acto directo de la degradacién del enlace C-P del

glifosato.

W Biomasa Contenido intracelular M Sobrenadante
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Figura 23. Liberacion de Pi en las diferentes fracciones del cultivo de Bacillus cereus 6P a las 96 h.
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La cuantificacién del glifosato en estos experimentos demostré que en la fraccion del
sobrenadante no se observé ningun decremento en su concentracién, por lo que se
descarté nuevamente la actividad de una enzima extracelular. En contraste con esto, en
la biomasa y la biomasa sonicada se detectd un decremento de glifosato, lo que coincide
con la liberacidon de Pi al medio, es por esta razdn que asociamos la actividad de
degradacion del glifosato con una enzima intracelular.

m Biomasa Contenido intracelular m Sobrenandante
1 =

96h

Figura 24. Concentracion de GPn en las diferentes fracciones del cultivo de Bacillus cereus 6P a las 96 h

Al poseer actividad intracelular, la enzima degradadora B. cereus 6P, difiere
completamente con la C-P liasa, la cual ha sido reportada como una enzima dependiente
de la integridad de la membrana por diversos autores, como Hsieh y Wanner, (2010).
Hove-Jensen, Zechel y Jochimsen, (2014). En vista a los resultados reportados en este

trabajo, se trata de dos enzimas diferentes que comparten un mismo sustrato.

5.6 TOXICIDAD DEL RESIDUO DE DEGRADACION DE GLIFOSATO

A fin de estudiar la toxicidad del residuo de la biodegradacion del glifosato se realizaron
bioensayos de toxicidad aguda en lombrices de la especie Eisenia foetida. Con esto se
pretende determinar los riesgos que generaria el proceso biotecnoldgico a una escala

mayor.
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Los resultados se muestran en la Figura 25, mostrandose que el peso de las lombrices no
crece de manera homogénea durante la primera semana. Ademas, las lombrices que
fueron suministradas con el producto de la degradacién de glifosato presentaron mayor

crecimiento que aquellas que fueron suministradas con glifosato comercial.
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Figura 25. Incremento en peso de lombrices cultivadas bajo 4 condiciones: Agua (Control), GPn con
glifosato comercial 3.38 ppm), GPn degradado (producto de degradacién del glifosato grado reactivo),
GPn reactivo (glifosato grado reactivo 3.38 ppm)

Durante la primera semana se observo una diferencia positiva de 0.32 £ 0.04 g entre en
ensayo con el producto de degradacidon del glifosato y las otras 3 condiciones.
Continuando, en la segunda semana se mantuvo una diferencia positiva de 0.31 £ 0.127
g entre el ensayo con el producto de degradacion del glifosato y las otras 3 condiciones.
Sin embargo, en la tercer y cuarta semana, el crecimiento en peso de las lombrices
utilizando glifosato grado reactivo, registré un crecimiento de 0.06 g mayor al del
producto de degradaciéon del glifosato. Estos resultados son comparables con los
reportados por Correia y Moreira, (2010) al observar una disminucion en el crecimiento

de lalombriz Eisenia foetida, sin presentar mortalidad, al emplear glifosato comercial (10

ppm).

Por otro lado, al utilizar glifosato grado reactivo (3.38 ppm) no se observd una

disminucion en el crecimiento en peso en la lombriz Eisenia foetida, por lo cual se
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relaciona la pérdida de peso con los coadyuvantes presentes en el glifosato comercial,
como lo menciona (Piola etal., 2013) al atribuir la disminucién del crecimiento a los
“ingredientes inertes” como surfactantes, balanceadores, antiespumantes, entre otros,
debido a una toxicidad intrinseca directa o a una potenciacién del efecto del ingrediente

activo (glifosato).

Para complementar esta informacién, en la Figura 26 se muestran los resultados del
numero de crias al término del bioensayo. En el control se observaron un promedio de 5
crias, mientras que al usar glifosato comercial (3.38 ppm) y glifosato grado reactivo (3.38
ppm) solo se observaron un promedio de 1.6 y 1 crias respectivamente. Lo que
concuerda con lo mencionado por Correia y Moreira, (2010) al reportar 4 crias a los 28
dias cuando no utilizé glifosato y O crias al utilizar 10 ppm de glifosato, por lo tanto, a
pesar que el glifosato grado reactivo (3.38 ppm) no tuvo un efecto negativo en el
incremento de peso como se vio en la Figura 25, si tiene un impacto negativo en la
reproduccidon de la lombriz Eisenia foetida lo que produciria una reduccién de su

poblacién a mediano plazo (Santadino, Coviella y Momo, 2014).
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Figura 26. Numero de crias de lombrices cultivadas bajo 4 condiciones: Agua (Control), Gpn comercial
(glifosato comercial 3.38 ppm), GPn degradado (producto de degradacion del glifosato grado reactivo),
Gpn reactivo (glifosato grado reactivo 3.38 ppm)

Por otro lado, cuando se utilizd el producto de degradacion de glifosato, se observd un
mayor numero de crias, alcanzando un promedio de 12.33, es decir aumenté el nimero
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de crias en 146.66% con respecto al blanco. Por lo tanto, se demuestra la degradacion
del herbicida glifosato por la accién metabdlica de B. cereus 6P al tener como evidencia
le disminucidn de los efectos negativos del glifosato al presentar el mayor incremento

en peso y al aumentar el nimero de crias de la lombriz Eisenia foetida.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Con los resultados experimentales y la discusidn realizada sé concluye que el método
analitico utilizado por Waiman et al., (2011) es adecuado para la cuantificacién de
diferentes fosfonatos como glifosato, Ampa y 2AEP. La bacteria B. cereus 6P es la Unica
bacteria de la familia Bacilaceae que tiene la capacidad de degradar el glifosato por una
via alternativa a la C-P liasa, rompiendo el enlace C-P, realizdndolo de manera
independiente a los niveles de fosforo en el medio. Teniendo como evidencia la
disminucion del glifosato, la aparicién de Pi en el medio y la acumulacién de polifosfato,
a pesar de la ausencia del componente catalitico de la C-P liasa (PhnJ) demostrado in-
silico y con la PCR dirigida al gen. Ademas, se demostré que la enzima PhnX no se ve
involucrada, debido al comportamiento mostrado experimentalmente. También se
sugiere que la enzima degradadora de B. cereus 6P, tiene actividad intracelular, por los
resultados obtenidos con el fraccionamiento celular. Adicionalmente, con base en el
analisis del residuo de la degradacién del glifosato, se establecié que se disminuyen los

efectos negativos del glifosato confirmando asi su degradacién.

45



CAPITULO 7

REFERENCIAS

Benedict, R. C., Partridge, T., Wells, D. y Buchanan, R. L. (1993) “Bacillus cereus: Aerobic
Growth Kinetics”, Journal of Food Protection, 56(3), pp. 211-214.

Blattner, F. R., Burland, V. D., Plunkett, G., Sofia, H. J. y Daniels, D. L. (1993) “Analysis of
the Escherichia coli genome. DNA sequence of the region from 89.2 to 92.8
minutes”, Nucl. Acids Res., 21(12), pp. 5408-5417.

Brunner, P. H. (2010) “Substance flow analysis as a decision support tool for phosphorus
management.”, Journal of Industrial Ecology, 14(6), pp. 870-873.

Cassigneul, A., Benoit, P., Bergheaud, V., Dumeny, V., Etivant, V., Goubard, Y., Maylin, A,
Justes, E. y Alletto, L. (2016) “Fate of glyphosate and degradates in cover crop
residues and underlying soil: A laboratory study”, Science of the Total Environment.
Elsevier B.V., 545-546, pp. 582-590.

Chen, C.-M., Ye, Q.-Z. y Zhu, Z. (1990) “Molecular biology of carbon-phosphorus bond
cleavage”, Journal of Biological Chemistry, 265(8), pp. 4461-4471.

Chen, M. X., Cao, Z. Y., Jiang, Y.y Zhu, Z. W. (2013) “Direct determination of glyphosate
and its major metabolite, aminomethylphosphonic acid, In fruits and vegetables by
mixed-mode hydrophilic interaction/weak anion-exchange liquid chromatography
coupled with electrospray tandem mass spectrometry”, Journal of Chromatography
A. Elsevier B.V., 1272, pp. 90-99.

Cooper, J., Lombardi, R., Boardman, D. y Carliell-Marquet, C. (2011) “The future
distribution and production of global phosphate rock reserves”, Resources,
Conservation and Recycling. Elsevier B.V., 57, pp. 78-86.

Correia, F. V. y Moreira, J. C. (2010) “Effects of glyphosate and 2,4-D on earthworms
(Eisenia foetida) in laboratory tests”, Bulletin of Environmental Contamination and

Toxicology, 85(3), pp. 264—-268.

46



Deinema, M. H., Habets, L. H. A., Scholten, J., Turkstra, E. y Webers, H. A. A. M. (1980)
“The Accumulation of Polyphosphate in Acinetobacter spp”, 9, pp. 275-279.

Doruk, T., Avican, U., Camci, I. Y. y Gedik, S. T. (2013) “Overexpression of polyphosphate
kinase gene (ppk) increases bioinsecticide production by Bacillus thuringiensis”,
Microbiological Research. Elsevier GmbH., 168(4), pp. 199-203.

Franz, J. E. (1974) “United States Patent Office”. U.S. Disponible en:
https://patentimages.storage.googleapis.com/79/e0/7b/39edd677ce497f/US2602
769.

Gilmour, M. W., Olson, A. B., Andrysiak, A. K., Ng, L. K. y Chui, L. (2007) “Sequence-based
typing of genetic targets encoded outside of the O-antigen gene cluster is indicative
of Shiga toxin-producing Escherichia coli serogroup lineages”, Journal of Medical
Microbiology, 56(5), pp. 620-628.

Gomes, F. M., Carvalho, D. B., Peron, A. C,, Saito, K., Miranda, K. y Machado, E. A. (2012)
“Inorganic polyphosphates are stored in spherites within the midgut of Anticarsia
gemmatalis and play a role in copper detoxification”, Journal of Insect Physiology.
Elsevier Ltd, 58(2), pp. 211-219.

Gonzdlez-Valenzuela, L. E. y Dussan, J. (2018) “Molecular assessment of glyphosate-
degradation pathway via sarcosine intermediate in Lysinibacillus sphaericus”,
Environmental Science and Pollution Research. Environmental Science and Pollution
Research, pp. 1-7.

Grandcoin, A., Piel, S. y Baures, E. (2017) “AminoMethylPhosphonic acid (AMPA) in
natural waters: Its sources, behavior and environmental fate”, Water Research.
Elsevier Ltd, p. 39.

Guo, H., Wang, H., Zheng, J., Liu, W., Zhong, J. y Zhao, Q. (2018) “Sensitive and rapid
determination of glyphosate, glufosinate, bialaphos and metabolites by UPLC—
MS/MS using a modified Quick Polar Pesticides Extraction method”, Forensic

Science International. Elsevier Ireland Ltd, 283, pp. 111-117.

47



Hecker, M. y Volker, U. (1998) “Non-specific, general and multiple stress resistance of
growth-restricted Bacillus subtilis cells by the expression of the o(B) regulon”,
Molecular Microbiology, 29(5), pp. 1129-1136.

Hove-lensen, B., Zechel, D. L. y Jochimsen, B. (2014) “Utilization of Glyphosate as
Phosphate Source: Biochemistry and Genetics of Bacterial Carbon-Phosphorus
Lyase”, Microbiology and Molecular Biology Reviews, 78(1), pp. 176—197.

Hsieh, Y. J. y Wanner, B. L. (2010) “Global regulation by the seven-component Pisignaling
system”, Current Opinion in Microbiology. Elsevier Ltd, 13(2), pp. 198—-203.

Ibafez, M., Pozo, O. J., Sancho, J. V., Lépez, F. J. y Hernandez, F. (2005) “Residue
determination of glyphosate, glufosinate and aminomethylphosphonic acid in water
and soil samples by liquid chromatography coupled to electrospray tandem mass
spectrometry”, Journal of Chromatography A, 1081(2), pp. 145-155.

International Agency for Research on Cancer (2015) “IARC Monographs Volume 112:
evaluation of five organophosphate insecticides and herbicides”, Environmental
Health, 112(1), pp. 425-433.

Kamat, S. S. y Raushel, F. M. (2013) “The enzymatic conversion of phosphonates to
phosphate by bacteria”, Current Opinion in Chemical Biology. Elsevier Ltd, 17(4), pp.
589-596.

Kjeer, J., Olsen, P., Ullum, M. y Grant, R. (2005) “Vadose zone processes and chemical
transport leaching of glyphosate and amino-methylphosphonic cid from Danish
agricultural field sites”, Journal of Environmental Quality, 34, pp. 608—620.

Kleps, R. A., Myers, T. C., Lipdus, R. N. y Henderson, T. O. (2007) “A sex-specific
metabolite identified in a marine invertebrate utilizing phosphorus-31 nuclear
magnetic resonance”, PLoS ONE, 2(8).

Kolpin, D. W., Thurman, E. M., Lee, E. A, Meyer, M. T., Furlong, E. T. y Glassmeyer, S. T.
(2006) “Urban contributions of glyphosate and its degradate AMPA to streams in the
United States”, Science of the Total Environment, 354(2-3), pp. 191-197.

Kononova, S. V y Nesmeyanova, M. a (2002) “Phosphonates and their degradation by

microorganisms.”, Biochemistry. Biokhimiia, 67(2), pp. 184—195.

48



Kulakova, A. N., Hobbs, D., Smithen, M., Pavlov, E., Gilbert, J. A., Quinn, J. P. y McGrath,
J. W. (2011) “Direct quantification of inorganic polyphosphate in microbial cells
using 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)”, Environmental Science and
Technology, 45(18), pp. 7799-7803.

Liu, C. M., McLean, P. A,, Sookdeo, C. C. y Cannon, F. C. (1991) “Degradation of the
herbicide glyphosate by members of the family Rhizobiaceae”, Applied and
environmental microbiology, 57(6), pp. 1799-1804.

Lo, C. A., Kays, I., Emran, F., Lin, T. J., Cvetkovska, V. y Chen, B. E. (2015) “Quantification
of Protein Levels in Single Living Cells”, Cell Reports. The Authors, 13(11), pp. 2634—
2644.

Martinez, A., Reyes, I. y Reyes, N. (2007) “Citotoxicidad del glifosato en células
mononucleares de sangre periférica humana”, Biomédica, 27, pp. 594—-604.

Metcalf, W. W.y Wanner, B. L. (1993) “Evidence for a fourteen-gene, phnC to phnP locus
for phosphonate metabolism in Escherichia coli”, Gene, 129, pp. 27-32.

Moneke, a N., Okpala, G. N. y Anyanwu, C. U. (2010) “Biodegradation of glyphosate
herbicide in vitro using bacterial isolates from four rice fields”, African Journal of
Biotechnology, 9(26), pp. 4067-4074.

Mortl, M., Németh, G., Juracsek, J., Darvas, B., Kamp, L., Rubio, F. y Székacs, A. (2013)
“Determination of glyphosate residues in Hungarian water samples by
immunoassay”, Microchemical Journal. Elsevier B.V., 107, pp. 143-151.

Pinto, E., Soares, A. G. y Ferreira, I. M. P. L. V. O. (2018) “Quantitative analysis of
glyphosate, glufosinate and AMPA in irrigation water by: In situ derivatization-
dispersive liquid-liquid microextraction combined with UPLC-MS/MS”, Analytical
Methods, 10(5).

Piola, L., Fuchs, J., Oneto, M. L., Basack, S., Kesten, E. y Casabé, N. (2013) “Comparative
toxicity of two glyphosate-based formulations to Eisenia andrei under laboratory

conditions”, Chemosphere, 91(4), pp. 545-551.

49



Pipke, R. y Amrhein, N. (1988) “Degradation of the phosphonate herbicide glyphosate by
Arthrobacter atrocyaneus ATCC 13752”, Applied and Environmental Microbiology,
54(5), pp. 1293-1296.

Quinn, J. P, Kulakova, A. N., Cooley, N. A. y McGrath, J. W. (2007) “New ways to break
an old bond: The bacterial carbon-phosphorus hydrolases and their role in
biogeochemical phosphorus cycling”, Environmental Microbiology, 9(10), pp. 2392—
2400.

Rueppel, M. L., Brightwell, B. B., Schaefer, J. y Marvel, J. T. (1977) “Metabolism and
Degradation of Glyphosate in Soil and Water”, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 25(3), pp. 517-528.

Santadino, M., Coviella, C. y Momo, F. (2014) “Glyphosate Sublethal Effects on the
Population Dynamics of the Earthworm Eisenia fetida (Savigny, 1826)”, Water, Air,
& Soil Pollution, 225(12), p. 2207.

Schowanek, D. y Verstraete, W. (1990) “Phosphonate utilization by bacterial cultures and
enrichments from environmental samples”, Applied and Environmental
Microbiology, 56(4), pp. 895-903.

Schultz, D., Wolynes, P. G., Jacob, E. Ben y Onuchic, J. N. (2009) “Deciding fate in adverse
times: Sporulation and competence in Bacillus subtilis”, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 106(50), pp. 21027-21034.

Shi, X., Rao, N. N. y Kornberg, A. (2004) “Inorganic polyphosphate in Bacillus cereus:
Motility, biofilm formation, and sporulation”, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 101(49), pp. 17061-17065.

Shiba, T., Tsutsumi, K., Ishige, K. y Noguchi, T. (2000) “Inorganic polyphosphate and
polyphosphate kinase: their novel biological functions and applications.”,
Biochemistry. Biokhimiia, 65(3), pp. 315-23.

Shinabarger, D. L. y Braymer, H. D. (1986) “Glyphosate catabolism by Pseudomonas sp.
strain PG2982”, Journal of Bacteriology, 168(2), pp. 702—707.

50



Shinabarger, D. L., Schmitt, E. K., Braymer, H. D. y Larson, A. D. (1984) “Phosphonate
utilization by the glyphosate-degrading Pseudomonas sp. strain PG2982”, Applied
and Environmental Microbiology, 48(5), pp. 1049-1050.

Singh, B. K. y Walker, A. (2006) “Microbial degradation of organophosphorus
compounds”, FEMS Microbiology Reviews, 30(3), pp. 428—-471.

Smith, S. A. y Morrissey, J. H. (2007) “Sensitive fluorescence detection of polyphosphate
in polyacrylamide gels using 4',6-diamidino-2-phenylindol”, Electrophoresis, 28(19),
pp. 3461-3465.

Solomon, K., Anaddn, A., Carrasquilla, G., Cerdeira, A., Marshall, J. y Sanin, L.-H. (2007)
“Coca and poppy eradication in colombia: environmental and human health
assessment of aerially applied glyphosate”, Reviews of Environmental
Contamination and Toxicology, 190, pp. 1-182.

Spurrier, E. C. (1973) “Glyphosate—a new broad-spectrum herbicide”, PANS Pest Articles
and News Summaries, 19(4), pp. 607-612.

Van Stempvoort, D. R., Roy, J. W., Brown, S. J. y Bickerton, G. (2014) “Residues of the
herbicide glyphosate in riparian groundwater in urban catchments”, Chemosphere.
Elsevier Ltd, 95, pp. 455-463.

Sviridov, A. V, Shushkova, T. V, Ermakova, I. T., lvanova, E. V, Epiktetov, D. O. vy
Leontievsky, A. A. (2015) “Microbial Degradation of Glyphosate Herbicides
(Review)”, Applied Biochemistry and Microbiology, 51(2), pp. 188—195.

Talbot, H. W., Johnson, L. M. y Munneckew, D. M. (1984) “Glyphosate Utilization by
Pseudomonas sp. and Alcaligenes sp. Isolated from Environmental Sources”, |, pp.
255-259.

Terman, N. vy Quinn, J. (1998) “Phosphate starvation-independent 2-
aminoethylphosphonic acid biodegradation in a newly isolated strain of
Pseudomonas putida”, systematic and aplyed microbiology, 21, pp. 36—-352.

Thongprakaisang, S., Thiantanawat, A., Rangkadilok, N., Suriyo, T. y Satayavivad, J. (2013)
“Glyphosate induces human breast cancer cells growth via estrogen receptors”,

Food and Chemical Toxicology. Elsevier Ltd, 59, pp. 129-136.

51



Torstensson, N. T. L. y Aamisepp, A. (1977) “Detoxi cation of glyphosate in soil”, Weed
Research, 17, pp. 209-212.

US Environmental Protection Agency (2016) “Glyphosate Issue Paper: Evaluation of
Carcinogenic Potential EPA’s Office of Pesticide Programs”, EPA’s Office of Pesticide
Programs, p. 227.

Valero, M., Fernandez, P. S. y Salmerdn, M. C. (2003) “Influence of pH and temperature
on growth of Bacillus cereus in vegetable substrates.”, International journal of food
microbiology, 82(1), pp. 71-9.

Villarreal-chiu, J. F. y Acosta-cortés, A. G. (2017) “Green Technologies and Environmental
Sustainability”, Springer International Publishing, pp. 179-201.

Villarreal-Chiu, J. F., Quinn, J. P. y McGrath, J. W. (2012) “The genes and enzymes of
phosphonate metabolism by bacteria, and their distribution in the marine
environment”, Frontiers in Microbiology, 3(19), pp. 1-13.

Wackett, L. P., Shames, S. L., Venditti, C. P. y Walsh, C. T. (1987) “Bacterial carbon-
phosphorus lyase: Products, rates, and regulation of phosphonic and phosphinic acid
metabolism”, Journal of Bacteriology, 169(2), pp. 710-717.

Waiman, C. V., Avena, M. J., Garrido, M., Fernandez Band, B. y Zanini, G. P. (2012) “A
simple and rapid spectrophotometric method to quantify the herbicide glyphosate
in aqueous media. Application to adsorption isotherms on soils and goethite”,
Geoderma. Elsevier B.V., 170, pp. 154-158.

Wang, S., Seiwert, B., Kastner, M., Miltner, A., Schaffer, A., Reemtsma, T., Yang, Q. y
Nowak, K. M. (2016) “(Bio)degradation of glyphosate in water-sediment microcosms
- A stable isotope co-labeling approach”, Water Research, 99, pp. 91-100.

Wang, Y., Zhang, R., Li, J., Wu, Z., Yin, W., Schwarz, S., Tyrrell, J. M., Zheng, Y., Wang, S.,
Shen, Z., Liu, Z., Liu, J., Lei, L., Li, M., Zhang, Q., Wu, C., Zhang, Q., Wu, Y., Walsh, T.
R. y Shen, J. (2017) “Comprehensive resistome analysis reveals the prevalence of
NDM and MCR-1 in Chinese poultry production”, Nature Microbiology. Nature
Publishing Group, 2(February).

52



Wanner, B. L. (1994) “Molecular genetics of carbon-phosphorus bond cleavage in
bacteria”, Biodegradation, 5(3—4), pp. 175-184.

White, A. K. y Metcalf, W. W. (2007) “Microbial metabolism of reduced phosphorus
compounds”, Annual review of microbiology, 61, pp. 379—-400.

Zhan, H., Feng, Y., Fan, X. y Chen, S. (2018) “Recent advances in glyphosate
biodegradation”, Applied Microbiology and Biotechnology. Applied Microbiology
and Biotechnology, 102(12), pp. 5033-5043.

Zubkov, M. V., Fuchs, B. M., Eilers, H., Burkill, P. H. y Amann, R. (1999) “Determination of
total protein content of bacterial cells by SYPRO staining and flow cytometry”,

Applied and Environmental Microbiology, 65(7), pp. 3251-3257.

53



Anexo 1: Reactivos utilizados

Nombre del reactivo

ANEXOS

Marca

NaOH

Triclorometano 1L
Biomolgreen

Bradford

Acido tricloro acético
NaCl 500g

KI 5008

Glifosato 5g
Metilfosfonato
Fenilfosfonato
Fosfonoacetato
Colorante Verde Malaquita
Colorante Safranina
Colorante Cristal Violeta
Colorante Marrén Bismark
lodo

Azul de Metileno
K2HPO4 500g
C2H3Na02 500g

NH4CI 5008

Cloruro de Fmoc 5g
Medio LB 250g

Agar bacteriolégico
Vitaminas

Fe

Acido Sulfirico

EDTA

Acido acético glacial

Desarrollo de especialidades
Baker

Enzo

Sigma

CTR

Especialidades quimicas
Fermont

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Merk

Merk

Merk

Merk

Baker

Merk

Desarrollo de especialidades
Desarrollo de especialidades
Desarrollo de especialidades
Sigma-Aldrich

Difco

BD Bioxon

Desarrollo de especialidades
Sigma-Aldrich

Jalmek

Baker

Desarrollo de especialidades
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Tris buffer

Baker

KOH Desarrollo de especialidades
KCI 500g Desarrollo de especialidades
Tetraborato de sodio decahidratado 500 g | Sigma-Aldrich
Acetonitrilo 1L Baker
Metanol Baker
Caldo nutritivo 500g BD Bioxon

Anexo 2: Equipos utilizados
Nombre del equipo Marca Modelo
Autoclave automatica Tuttnauer 2540M
Balanza analitica Ohaus Pas12
Balanza Analitica AND Ltr200
Bafio de agua Poly Science WAO02A11B
Bafio de ultrasonido Branson 1510R- DTH
Campana de bioseguridad clase Il LABCONCO 36204
Centrifuga refrigerada Thermoelectron Centra CL3
Espectrofotémetro UV-vis Varian Cury 50
Espectrofotémetro UV-vis Spectronic 4001/4
Horno de Secado Labline 3513
Incubadora con agitacion Shel lab 1575
Microcentrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 D
Microscopio de Fluorescencia Leica DM3000
Plancha de calentamiento c/agitacién Thermo Scientific | Sp131325
Sonicador Fisher Scientific FB120
Vortex (Agitador para tubos) Lab line 1195
Termociclador Techne 3Prime
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