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RESUMEN

La aplicacion de insecticidas quimicos en los campos de cultivo para controlar insectos
plagas ocasiona dafios a los seres vivos y los microorganismos biofertilizantes como
Azotobacter sp, lo que origina su disminucién afectando la fertilizacion natural de los
suelos. Por esta razén, los objetivos fueron: determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de los insecticidas
Cypermethrin y Chlorpyrifos sobre Azotobacter sp aislados en suelos de las comunidades
de Collana Chillora, San Francisco de Buena Vista y Canchi Huafiingora del distrito de
Caracoto, provincia de San Roman, region Puno. La investigacion fue de tipo
correlacional con un disefio experimental. Se evaluaron un total de 60 muestras de suelos
de tres comunidades durante tres meses. Las bacterias Azotobacter sp fueron aisladas en
medio mineral sin nitrégeno y pruebas bioquimicas para su identificacion. Los métodos
para determinar la CMI y CMB fueron la microdilucién en tubo mediante la observacion
de la turbidez originada por el crecimiento bacteriano y microdilucion en placa mediante
el crecimiento de colonias, respectivamente. Las concentraciones evaluadas fueron del 5
%, 6 %, 7 % y 8 % para Cypermethrin y del 0.10 %, 0.12 %, 0.14 % y 0.16 % para
Chlorpyrifos. Los resultados fueron: la CMI de Cypermethrin fue del 7 % al 8 % y la de
Chlorpyrifos de 0.12 % al 0.14 %; la CMB fue Cypermethrin fue del 9 % y de
Chlorpyrifos del 0.16 %. Se concluye que los aislamientos de Azotobacter sp de los
campos de cultivos en las comunidades de Caracoto presentan tolerancia a los insecticidas
Cypermethrin'y Chlorpyrifos, pero ante una aplicacion de insecticidas en concentraciones

altas, muchos seres vivos edaficos pueden ser afectados disminuyendo su poblacién.

Palabras clave: Azotobacter sp, Concentracion minima inhibitoria, Concentracion

minima bactericida, Cypermethrin, Chlorpyrifos, Insecticida.

14

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

h'ﬂ UNIVERSIDAD

ABSTRACT

The application of chemical insecticides in crop fields to control insect pests causes
damage to living beings and biofertilizing microorganisms such as Azotobacter sp, which
causes their decrease affecting the natural fertilization of soils. For this reason, the
objectives were: to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the
minimum bactericidal concentration (MBC) of the insecticides Cypermethrin and
Chlorpyrifos on Azotobacter sp isolated in soils of the communities of Collana Chillora,
San Francisco de Buena Vista and Canchi Huafingora in the district of Caracoto, province
of San Roman, Puno region. The research was of a correlational type with an experimental
design. A total of 60 soil samples from three communities were evaluated for three
months. The bacteria Azotobacter sp were isolated in a mineral medium without nitrogen
and biochemical tests were carried out for their identification. The methods for
determining MIC and MBC were tube microdilution by observing turbidity caused by
bacterial growth and plate microdilution by colony growth, respectively. The
concentrations evaluated were 5 %, 6 %, 7 % and 8 % for Cypermethrin and 0.10 %, 0.12
%, 0.14 % and 0.16 % for Chlorpyrifos. The results were: the MIC of Cypermethrin was
7 % to 8 % and that of Chlorpyrifos was 0.12 % to 0.14 %; the MBC was 9 % for
Cypermethrin and 0.16 % for Chlorpyrifos. It is concluded that Azotobacter sp. isolates
from crop fields in the communities of Caracoto are tolerant to the insecticides
Cypermethrin and Chlorpyrifos, but when insecticides are applied in high concentrations,

many soil living beings may be affected, decreasing their population.

Keywords: Azotobacter sp, Minimum inhibitory concentration, Minimum bactericidal

concentration, Cypermethrin, Chlorpyrifos, Insecticide.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los contaminantes mas importantes de los campos de cultivo en suelos de la
region Puno son los insecticidas y fertilizantes quimicos. Segun Delgado et al. (2018), los
niveles de pesticidas en los alimentos de origen animal y vegetal evaluados por el
SENASA son preocupantes. Dichos contaminantes generan impactos negativos en los
ecosistemas acuaticos, la flora, la fauna y los microorganismos, provcoando la erosion y
disminucion de la fertilidad de los suelos. Tal como lo afirma Vargas et al. (2019), los
plaguicidas producen un impacto ambiental negativo en los ecosistemas, ya que
contribuyen directamente al descenso de la microfauna, lo que disminuye los procesos de
nitrificacion y descomposicion de la celulosa. Esto interrumpe las funciones de los

hongos, bacterias y microartrépodos.

La investigacion se llevo a cabo debido a que en las tiendas de agroquimicos de
la ciudad de Puno se comercializa una gran variedad de insecticidas, las cuales son
adquiridos y aplicados por los agricultores de la region en diferentes estados fenoldgicos
de las plantas mediante la fumigacion, sin conocer los verdaderos efectos que estos
productos tienen sobre la salud pdblica y al ambiente. Para esta investigacion se
seleccionaron dos insecticidas, Cypermethrin y Chlorpyrifos, ambos disponibles en las
tiendas de agroquimicos en la ciudad de Puno. La hipotesis planteada fue que estos
insecticidas disminuirian la poblacidén de microorganismos bacterianos como Azotobacter
sp, los cuales poseen propiedades importantes en los campos de cultivo. Estas bacterias
son capaces de producir fitohormonas, actuar como antagénicas de fitopatdgenos en la

rizosfera, fijar nitrdgeno, entre otras funciones, y podrian ser sensibles a los insecticidas.

16
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Por lo tanto, en esta investigacion se planted evaluar el efecto de dos insecticidas
(Cypermethrin y Chlorpyrifos) en el crecimiento in vitro de Azotobacter sp, aislados de
los campos de cultivos de las comunidades de Collana Chillora, San Francisco de Buena
Vista y Canchi Huafingora, ubicadas en el distrito de Caracoto, provincia de San Roman,
region Puno. Esto se realizdO mediante pruebas de tolerancia de la bacteria a
concentraciones crecientes de los insecticidas, con el objetivo de determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) y

asi establecer los efectos de ambos insecticidas en bacterias benéficas como Azotobacter

sp.

Por lo tanto, esta investigacion resulta de vital importancia para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
de los insecticidas Cypermethrin y Chlorpyrifos en Azotobacter sp. Esto permitira
identificar las concentraciones maximas tolerables de estos compuestos, contribuyendo a
informar sobre su uso adecuado. Asi se podra minimizar el impacto negativo en los
microorganismos biofertilizantes y prevenir el uso indiscriminado causado por el

desconocimiento de los agricultores.

Por tales motivaciones la investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Determinar la tolerancia in vitro a los insecticidas Cypermethrin y Chlorpyrifos e
Azotobacter sp aisladas de tres campos de cultivo del distrito de Caracoto,

provincia de San Roman, regién Puno.

17
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los insecticidas
Cypermethrin y Chlorpyrifos sobre Azotobacter sp aislados de las comunidades
de Collana Chillora, San Francisco de Buena Vista y Canchi Huafiingora del

distrito de Caracoto y provincia de San Roman, region Puno.

- Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de los insecticidas
Cypermethrin y Chlorpyrifos sobre Azotobacter sp aislados de las comunidades
de Collana Chillora, San Francisco de Buena Vista y Canchi Huafingora del

distrito de Caracoto y provincia de San Roman, regién Puno.

18
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Santander et al. (2024), en el departamento Central, Paraguay, determinaron la
tolerancia intrinseca de Bacillus subtilis a concentraciones de cipermetrina doméstica.
Reportando una disminucion significativa del crecimiento bacteriano a concentraciones

del 30 %.

Mamani (2020), en Puno, Peru, report6 recuentos bacterianos de 51 — 98 UFC/g
en Ichu; 82 — 93 UFC/g en Jayllihuaya y 271 — 289 UFC/g en Huerta Huaraya. Las

bacterias Bacillus sp y Pseudomonas sp mostraron mayor tolerancia a insecticidas al 6 %.

Vargas et al. (2019), en la Comarca Lagunera, México, identificaron plaguicidas
de mayor impacto ambiental, como clorotalonil, azufre elemental y endosulfan en
Mapimi; carbendazim, endosulfan y carbofuran, en Matamoros-Viezca, y mancozeb,

oxicloruro de cobre y endosulfan en Tlahualilo.

Mireles et al. (2018), en México, indicaron que el insecticida imidacloprid es
degradado por microorganismos de suelo, transformandose en metabolitos secundarios
de menor toxicidad. Aislaron 26 cepas bacterianas, de las cuales el 63 % mostro alta

tolerancia al insecticida.

Ruiz (2018), en San Luis, Ecuador, evalud la influencia de insecticidas en la
morfofisiologia microbiana. Rugby afectd al 99.2 % de los microorganismos aislados,
mientras que la mezcla Tryclan y Sharfip no impacto al 61.4 %. El 33.3 % sufrid

alteraciones morfofisiologias y el 5.3 % severamente afectado.
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Rios (2018), en Riobamba, Ecuador, analiz6 el crecimiento de hongos
filamentosos frente a varios plaguicidas. Acefato permitié un crecimiento 6ptimo,
mientras que brillante, curacron, glifosato y ridomil tuvieron efectos moderados, y

Vitavax redujo significativamente el crecimiento, excepto en Trichoderma harzianum.

Morrillo (2017), en Mocache Los Rios, Ecuador, reporté que microorganismos
seleccionados lograron degradar cipermetrina, glifosato y clorpirifo en un plazo de 15

dias, ya que éstos pesticidas se constituyen en fuentes de carbono.

Montoya (2017), en el Municipio de Prado, Colombia, aislé 26 cepas bacterianas
de suelos arroceros, exponiendo 12 de ellas a concentraciones de fenol (125, 250 y 500
ppm) durante 48 horas. Sphinngomona paucimobilis y Bacillus subtilis presentaron la

mayor degradacion sin necesidad de adaptacion previa.

Hernandez et al. (2017), sefialaron que la biorremediacion convierte plaguicidas
como clorpirifés en compuestos méas simples y menos toxicos mediante el metabolismo
microbiano de bacterias como Serratia, Bacillus y Pseudomonas. Este proceso depende
de factores como la biodisponibilidad, la concentracion del organofosforado, del pH, la

temperatura y el tipo de suelo.

Jaramillo et al. (2016), en Cartagena de Indias, Bolivar, Colombia, aislaron tres
cepas bacterianas de la familia Enterobacteriaceae que degradaron pesticidas

organofosforados a concentraciones de 200 ppm en 30 dias de tratamiento.

Bachetti (2016), en Cdrdova, Argentina, evalud el efecto de un herbicida en
comunidades bacterianas nativas. Un aislamiento de Arthrobacter sp. AAC22, mostro un
potencial catabolico del herbicida debido a los genes trzN y atzBC. Ademas, alcanz6 una

alta biomasa (7 x 108 UFC/ml) en medio minimo con 300 ptg/ml de atrazina como fuente
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de nitrégeno.

Goycochea y Carranza (2016), en Moyobamba, Pert, analizaron las
consecuencias ambientales y sociales del uso de agroguimicos, identificando problemas
como persistencia, bioacumulacion en suelos y contaminacion de cuerpos de agua,

ademas de enfermedades en la poblacion.

Marin y Jaramillo (2015), en suelos de Cordova, Colombia, identificaron
concentraciones de demeton—S—metilsulfon de 272.9 a 1793.3 mg/kg y reportaron que las
bacterias nativas Bacillus sp y Pantoea agglomerans lograron degradar clorpirifos entre

73.5% y el 68.67 %.

Leal et al. (2014), en el Estado de Sonora, México, detectaron residuos de
plaguicidas organoclorados en diferentes localidades: Caborca (1.22 — 9.62 pg/kg),
Hermosillo (hasta 7.49 pg/kg), Magdalena (0.73 — 24.40 pg/kg), Ures (hasta 18.78 pg/kg)
y Guaymas (1.43 — 45.75 ng/kg), destacando compuestos como DDE, endosulfan, y-

clordano, heptacloro epdxido y endrin como los més prevalentes.

Calle y Ode (2014), en el valle del rio Apurimac, Ene y Mantaro, Peru, estudiaron
la capacidad biodegradadora de carbofuran por bacterias de los géneros Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Bacillus, Corynebacterium y Aeromonas en cultivos de Theobroma
cacao; asi como Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Flavobacterium, Staphylococcus

y Proteus en cultivos de Erythroxylum coca.

Pérez (2014), en Imbabura, Ecuador, aislo bacterias Pseudomonas putida,

Acinetobacter sp y Arthrobacter sp, logrando biodegradar al 100% el pesticida Cleaner.

Tirado et al. (2014), en suelos de Cartagena, Bolivar, Colombia, evaluaron la

biodegradacion de 200 ppm de Monocrotofos en 30 dias. Las bacterias Enterobacter
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cloacae, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas aerugunosa, redujeron significativamente el

pesticida en las 72 horas de incubacion.

Tolga (2012) en Turquia evalud las CMI y LA CMB de &cido borico y borax,
utilizado como fertilizante, insecticida, inhibidor de corrosion, entre otros usos, frente a
las cepas bacterianas mediante el método de dilucién en caldo y obtuvo los siguientes
resultados: el CMI y CMB del acido borico fue en Staphylococcus aureus 3.80 mg/mi,
Acinetobacter septicus 3.80 mg/ml, Escherichia coli 7.60 mg/ml y Pseudomonas
aeruginosa 7.60 mg/ml; por otro las CMI y la CMB del borax fue Staphylococcus aureus
23.80 mg/ml, Acinetobacter septicus 23.80 mg/ml, Escherichia coli 47.60 mg/ml y

Pseudomonas aeruginosa 47.60 mg/ml.

Castellanos (2012), determin6 la biodegradacion microbiana de N-
metilcarbamatos a través de la via hidrolitica, utilizando bacterias Sphingomonas sp y
Novoshingobium sp, destacadas por su alta plasticidad metabdlica frente a este tipo de

compuestos.

Sanchez y Henry (2012), utilizaron Bacillus licheniformis y lograron degradar el
24 % del contaminante agroquimico Aldrin persistente en Santa Marta, Colombia,

demostrando su capacidad de tolerancia y degradacion en condiciones aerobias.

Rivera et al. (2010), en un estudio realizado en Colombia, evaluaron el efecto de
diferentes agroquimicos cuyos principios activos incluyen Carboxin, Tiram,
Imidacloprid, Cipermetrina, S-metolachloro, Fluometuron, urea y Glifosato, sobre la
viabilidad del inoculante bioldgico Monibac® - Corpoica, cuya base es Azotobacter
chroococcum AC1. Utilizando las técnicas de concentraciéon minima inhibitoria y de

compatibilidad, determinaron que el microorganismo presentd susceptibilidad a

22

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

cipermetrina al 50 %. Al ser mezclado con los demdas plaguicidas en las dosis
comunmente utilizadas en campo, no se observaron efectos significativos en la aplicacion

de los otros productos.

Montoro et al. (2009), en un estudio realizado en Chupaca y Concepcion, region
Junin, Per0, sefialaron que los agricultores manipulan directamente plaguicidas
extremadamente y altamente peligrosos, como Tamaron® y Furadan®. Esta practica
puede originar casos de intoxicacion, cuyos reportes se incrementaron entre los afios 2001

a 2004.

Quinchia et al. (2006), reportaron la tolerancia de Pseudomona sp al insecticida
Lorsban 4EC en Antioquia, Colombia. Al exponerla a concentraciones de 480 ppm, 4800
ppm, 24000 ppm y 48000 ppm, observaron que esta bacteria logro resistir al insecticida
en todas las concentraciones estudiadas, lo que sugiere que podria poseer la capacidad de

degradarlo.

Hernandez et al. (2005), aislaron diez cepas bacterianas a partir de nédulos de la
leguminosa Desmodium tortuosum en Veracruz, México. Estas cepas fueron sometidas a
Malation, lo que result6 en una disminucion de su concentracion y en la produccién de
compuestos intermedios, como los &cidos O,0,S-trimetil fosfotioico y O,0,Strimetil

fosforoditioico, asi como dimetil éster y &cido tiofenilcarboxilico.

2.2  MARCO TEORICO

2.2.1 Suelos

El suelo es la capa mas externa de la tierra, donde crecen las plantas.
Proporciona los nutrientes esenciales para el desarrollo vegetal y actGa como un

reservorio de las aguas de lluvia el cual son utilizadas por las plantas, ademas
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permite a las raices obtener el aire necesario para su supervivencia. Los suelos se
extienden tanto en superficie como en profundidad y estd compuesta por varias
capas, que son conocidas como horizontes. Cada horizonte presenta caracteristicas
fisicas y quimicas diferentes, que es reflejado en su apariencia el cual puede

observarse en cortes de caminos o barrancas (INIA, 2015).

El suelo es una capa delgada, que varia desde unos pocos centimetros hasta
varios metros de grosor, estd compuesto por material terroso no consolidado, y se
forma en la interfase entre la atmdsfera, la biosfera y la litosfera. En esta capa,
interactian elementos como el aire, el agua, la temperatura y el viento y
componentes de la litosfera como rocas y sedimentos y la biosfera. Ocurren
intercambios de materiales y energia entre lo inerte y lo vivo, generando una gran

complejidad (Jaramillo et al., 1994).

Actla como un medio de crecimiento para una diversa comunidad de
organismos vivos. Desempefia la funcion como un reactor biofisico-quimico,
descomponiendo materiales de desecho y reciclando nutrientes en su interior,

permitiendo la regeneracion continua de la vida en la Tierra (Hillel, 1998).

2.2.1.1 Horizontes de los suelos

- El'horizonte A es la capa superior con caracteristica oscura, donde
alcanza el maximo desarrollo de los microorganismos y pequefios
animales, Asi mismo, presenta un alto contenido de materia

organica, que es responsable de la fertilidad del suelo.
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- El horizonte B es la capa enriquecida de arcillas y sales que
provienen de la infiltracion del agua en el perfil, que es la principal

caracteristica para conocer potencial productivo de un suelo.

- El horizonte C estd compuesta por material mineral que es
formado por la descomposicion de las rocas; incorpora la materia
organica que con el transcurso de los afios permite la formacion del

suelo (INIA, 2015).

Figural

Horizontes de los suelos.

_____

Horizonte B: capa mas arcillosa, menos ferti
'y con menos raices.

Horizonte C: capa mas profunda.
Practicamente sin raices.

Horizonte D: roca madre

Fuente: Osorio et al. (2021).

2.2.1.2 Componentes de los suelos

El suelo agricola estd compuesto principalmente por cuatro
elementos: 25 % de aire, 25 % de agua, 5 % de materia organica que
incluye a los microorganismos que habitan en el suelo y 45 % de minerales.

La proporcién de cada uno de estos componentes determina las

25

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

caracteristicas del suelo, su fertilidad y capacidad para la agricultura

(Hosokay, 2012).

La capa superior de la corteza terrestre, prospera una rica
diversidad de organismos y vegetacion que es formado a partir de la
descomposicion de rocas, impulsada por cambios bruscos de temperatura,
humedad, aire y la accion de organismos vivos. El suelo se constituye
como un sistema trifasico, compuesto por una mezcla de particulas sélidas
y espacios porosos, que incluye solidos, liquidos y gases. Su importancia
estd influenciada con el ciclo del agua que son procesos fundamentales
para la mayoria de las transformaciones de energia y materia en los
ecosistemas. El suelo es un recurso no renovable, cuya disponibilidad es
amenazada por procesos continuos de degradacion y destruccion, ya sea

por las actividades humanas o de origen natural (Ramirez, 2022).

2.2.1.3 Suelos seguin su origen

Los suelos en el departamento de Puno se han originado a partir de

materiales parentales de diverso origen:

a. Suelos lacustres. Esta formado por materiales finos que son de
origen lacustre, cercanas al lago Titicaca y se encuentran limitados
por la capa fredtica alta. Estan ubicados en superficies planas a
levemente depresionadas, y en el norte del departamento, los suelos
poseen una textura fina, reaccion neutra a alcalina, alto contenido
de sales y sodio intercambiable y drenaje imperfecto a pobre (GRP,

2014).
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b. Suelos aluviales recientes. Se forman a partir de materiales por
accion fluvial (rios), se ubican en superficies planas a ligeramente
inclinadas, son poco profundos a superficiales, presenta un perfil
poco evolucionado con textura media a gruesa, reaccion neutra a
acido y drenaje moderado a algo excesivo, su profundidad esta

limitada por una capa arenosa con abundante grava (GRP, 2014).

c. Suelos aluviales subrecientes. Se forman de materiales aluviales
de origen mas antiguo que la anterior clasificacion, estan
distribuidos es superficies planas a ligeramente inclinadas, son
moderadamente profundos, con ligera evolucion, textura media a
fina, reacciéon neutra a moderadamente &cido y drenaje variado

(GRP, 2014).

d. Suelos coluvio — aluviales. Se formaron de materiales originados
por laaccién de las precipitaciones y la gravedad, estan distribuidos
en superficies de laderas, en pie de montes de colinas y montafas,
asi como en conos de deyeccion, presenta un perfil edéafico
profundo, con una evolucion variada, textura media a gruesa,
reaccion neutra a fuertemente acido y drenaje algo excesivo a
imperfecto, presentan contenido de gravas y piedra pequefa y

redondeada (GRP, 2014).

e. Suelos glaciales. Estan firmados de materiales de origen fluvio
glacial, se distribuyen en zonas de relieve plano a empinado, en la
zona occidental, su perfil edafico es profundo, poco evolucionado,

textura gruesa a media, reaccion acida y de drenaje bueno a
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moderado, con contenido de gravas y guijarros, y piedras en

lugares de menor pendiente (GRP, 2014).

f. Suelos de materiales residuales. Se forman desde materiales
originados en el lugar, derivan de rocas volcanicas, rocas
sedimentarias, intrusivas, entre otras, estan distribuidas en todo el
departamento de Puno, iniciando en las zonas onduladas hasta
llegar a las montafas, su perfil edafico tiene una profundidad
efectiva variada, generalmente contienen material grueso y en

superficies de afloramiento litico (GRP, 2014).

g. Suelos de origen antrépico. Estos fueron modificados por accién
antrdpica, se encuentran en los andenes, y fueron construidos en
laderas de montafias, para aprovechar las superficies inclinadas y
asi evitar la erosion, por otro lado, se tiene los camellones o waru
—warus, que se construyen en superficies planas, y asi se aprovecha

las areas con napa freética alta (GRP, 2014).

2.2.1.4 Fases de los suelos

Las caracteristicas del suelo para el uso, manejo de una unidad
taxonomica son fundamentales para identificar las fases del suelo, mismos

que se detallan a continuacion:

a. Fase por Pendiente: Es el grado de inclinacion de la superficie del
suelo en relacion con la horizontal. Se mide en porcentaje,
representando la diferencia de altura en un tramo de 100 metros

horizontales.
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b. Fase por Profundidad: Son las variaciones en la profundidad
efectiva del suelo, con respecto a la distancia hasta el material
subyacente y contrastante, como rocas, napa freatica permanente,
gravas o piedras. Esta caracteristica afecta el volumen del suelo
para la penetracion de raices, el movimiento descendente del agua,
las capacidades del suministro de los nutrientes y la retencion de

humedad, influyen en el manejo y uso del suelo.

c. Fase por Salinidad Sodica: Es el nivel de salinidad y sodicidad
que muestra el suelo dentro de la seccidn de control del perfil. Esta

fase es esencial para un manejo adecuado del suelo.

d. Fase por Terraceo: Son las modificaciones realizadas por el ser
humano, que crean un sistema de terrazas en las superficies con
pendientes pronunciadas y considerablemente pronunciadas. Estas
pendientes tienen limitaciones en cuanto al uso y manejo de los

suelos (GRP, 2014).

2.2.1.5 Fertilidad de los suelos

Es la capacidad para sostener el crecimiento de cultivos que
principalmente depende de la materia organica presente, textura y el
material parental del que proviene. Cuando la materia organica es mas
abundante, mas fertilidad tienen los suelos, ya que los microorganismos
presentes liberan nutrientes esenciales para las plantas. Un suelo mas
arcilloso tiende a ser mas fértil, dado que posee una mayor capacidad para

retener nutrientes (GLOBE, 2005).
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La fertilidad del suelo depende de la cantidad de nutrientes que
posee, entre ellos se encuentran fosforo (P), el nitrogeno (N), y potasio
(K). La presencia de estos nutrientes puede evaluarse en cada horizonte del
perfil del suelo, cuyos resultados son fundamentales para determinar si el

suelo es adecuado para el desarrollo de las plantas (GLOBE, 2005).

A menudo se divide la fertilidad en quimica, fisicay biologica para
su estudio especifico, cuyas categorias se encuentran interrelacionadas

(INIA, 2015).

- Fertilidad quimica: Es la capacidad del suelo para proveer
nutrientes esenciales a los cultivos, evalta la disponibilidad de
nutrientes en el suelo a través de anélisis de suelos y/o plantas a
través de un proceso de diagnostico que luego se definen

estrategias de fertilizacion (INIA, 2015).

- Fertilidad fisica: Se refiere a la capacidad del suelo de brindar
condiciones estructurales adecuadas para el sostén y crecimiento
de los cultivos. Las variables que analizan la fertilidad fisica de
suelos son los aspectos como la estructura, espacio poroso,
retencion hidrica, resistencia a la penetracion, densidad aparente

entre otras (INIA, 2015).

- Fertilidad bioldgica: Esta asociado con los procesos bioldgicos
que ocurren en el suelo y que involucran a los organismos que lo
habitan en todas sus manifestaciones. Los seres vivos del suelo

juegan un papel crucial en mantener los procesos que tienen lugar
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en él. Aunque es el campo de la edafologia menos desarrollado, ha
habido avances significativos en los Gltimos afios, especialmente
en lo que respecta a estudios enzimaticos y la ecologia microbiana
del suelo. En este entorno, los procesos ocurren de manera

compleja'y con multiples variables interrelacionadas (INIA, 2015).

2.2.2 Rizosferay el componente bioldgico de los suelos

El suelo es una entidad compleja, formada por el proceso de pedogénesis,
que involucra diversos agentes como, la geomorfologia, la roca, el clima, los seres
vivos y el tiempo. Los procesos de meteorizacion, que pueden ser fisicos,
quimicos o biolodgicos, juegan un papel crucial en su formacion. La materia
organica del suelo, especialmente el humus o las sustancias hdmicas, es
fundamental en la influencia de la estructura y fertilidad quimica del suelo. La
biota del suelo es diversa y su composicion varia segun el tipo de suelo y las
plantas que lo habitan. Los microorganismos, como bacterias, algas, hongos,
nematodos y protozoos, son generalmente son componentes principales de la
biota, también organismos como arafias, acaros, lombrices, insectos, y moluscos

(Eldor, 2015).

La rizosfera es la zona del suelo que se extiende unos milimetros desde la
superficie de las raices, lugar donde se liberan compuestos organicos a través de
la rizo deposicion, lo que desempefia un papel esencial en la composicion y
desarrollo de las comunidades microbianas (Balestrini et al., 2015; Marschner,

2012).
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La relevancia de los microorganismos asociados a las raices para la salud
de las plantas se evidencia en los denominados suelos supresivos que se refiere a
ecosistemas excepcionales donde las plantas son menos afectadas por patdgenos
del suelo, gracias a la accion de otros microorganismos presentes en el mismo, la
rizo deposicién estimula, enriquece y sostiene la comunidad de microorganismos

beneficiosos (Schlatter, 2017).

Los microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y protozoos,
conforman la mayor proporcion de biomasa viva presente en el suelo y cumplen
roles fundamentales en los ciclos biogeoquimicos. Estos organismos son
responsables de procesos clave, entre ellos la descomposicion de la materia
organica y la liberacion de nutrientes esenciales, como el nitrégeno y el fosforo
(Bardgett, 2005). Ademas, algunos de los microorganismos, como los simbiontes
micorrizicos y las bacterias fijadoras de nitrdgeno, establecen asociaciones
simbidticas beneficiosas con las raices de las plantas, promoviendo su crecimiento

y salud (Smith y Read, 2008).

La biodiversidad, entendida como la "variedad de organismos vivos
provenientes de cualquier entorno, ya sea terrestre, acuatico o marino", abarca la
diversidad genética dentro de las especies, la diversidad de organismos entre
diferentes especies y la diversidad ecoldgica de los ecosistemas. El suelo se
considera uno de los ecosistemas mas complejos y diversos del planeta, ya que
contiene una enorme cantidad de organismos que interactian entre si y
desempefian un papel esencial en los ciclos globales que sustentan la vida. De

hecho, los suelos albergan la mayor concentracion de especies en la naturaleza.
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No obstante, gran parte de esta biodiversidad sigue siendo desconocida debido a

que se encuentra bajo tierra y resulta invisible al ojo humano (FAO, 2015).

2.2.3 Agroguimicos

2.2.3.1 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OP) son ampliamente utilizados
a nivel global y causan muchas intoxicaciones cada afio en todo el mundo.
Los plaguicidas, conocidos también como pesticidas, son sustancias
disefiadas para controlar plagas o pestes. Surgieron para gestionar
poblaciones de organismos dafiinos para la, los cultivos, los frutos
almacenados, salud humana y animales domésticos. Son sustancias
quimicas organicas, inorganicas o microbioldgicas en forma liquida o
solida, el cual tiene efectos tdxicos sobre ciertos organismos Vivos

(Bedmar, 2011).

Las principales plagas agricolas son: insectos, plantas no cultivadas
0 malezas, los artropodos y vertebrados que se alimentan de cultivos; los
agentes patégenos, como hongos, virus y bacterias, que causan
enfermedades en los cultivos. La magnitud de las pérdidas en la
produccidn varia segun la plaga, el tipo de cultivo y la region geografica.
Pueden ser potenciales, como las que se producirian sin medidas de
proteccidn, o reales, las que ocurren incluso con practicas de proteccion en
su lugar. Aunque las malezas son las que méas pérdidas generan, como en

el caso de los cultivos de papa. Asi mismo, las enfermedades tienen una
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importancia similar, mientras que, en el algoddn, las plagas de animales

son las mas destacadas (Bedmar, 2011).

2.2.3.2 Efecto de las plaguicidas en los suelos agricolas

El uso de las plaguicidas se propaga en el estrato atmosférico, y
contamina los suelos agricolas, animales, canales de regadio, colegios
rurales, poblaciones rurales entre otros. La contaminacion por la
eliminacién de las malezas, afectan los cultivos durante los primeros meses
de la siembra por aplicaciones tdxicas de herbicidas, provocando la
desaparicion de especies nativas de la zona y finalmente la destruccion de
insectos benéficos, alterando los ecosistemas, lo cual repercute en el clima

(Puerto et al., 2014).

La presencia de los agroquimicos en los suelos se debe por el uso
de insecticidas, fungicidas y herbicidas en las plantas mismos que son
almacenados en un 50% del producto en el suelo. Sin embargo, la
aplicacion de herbicidas va directo al suelo durante la preemergencia que
es antes de que emerjan las plantulas y la pre siembra. Los plaguicidas
ingresan al suelo en un ecosistema dinamico y empiezan su degradacién
en tiempos variables, diferenciando tres etapas del proceso (Navarro y

Barba, 1996):

- Latencia, es de corta duracion, manteniendo el plaguicida a una

determinada concentracion.

- Disipacion, se refiere a la rapida degradacion del suelo.
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- Persistencia, es cuando el plaguicida en el suelo presenta una
degradacion lenta. Sin embargo, la intensificacion por desinfectar
el suelo para la siembra de cultivos y evitar la incidencia de
patdgenos se vuelve cada vez maés rutinario, provocando la
destruccidn de los microorganismos benéficos presentes en el suelo

(Navarro y Barba, 1996).

El empleo de plaguicidas agricolas altamente peligrosos, afecta a
los ecosistemas terrestres y marinos, causando dafios genéticos,
alteraciones del comportamiento y por Gltimo dafios celulares (Garcia, et
al., 2018). Asi mismo, ocasionan diversos dafios a la flora y fauna benéfica,
que impactan en forma negativa al medio ambiente, sin embargo, el uso de
plaguicidas con mayor residualidad afectan a la fauna benéfica mediante
su desaparicion, trayendo consigo el desconocimiento de parte de los
agricultores en diferenciar un insecto benéfico de una plaga (Martin y

Arena, 2018).

2.2.3.3 Insecticidas

Los insecticidas son una de las herramientas agricolas asociadas
con el dafio al medio ambiente. Estos productos estan disefiados con el fin
de eliminar plagas de insectos, pero también pueden tener efectos letales o
subletales en organismos no objetivos, como los recicladores de nutrientes
del suelo, y depredadores de plagas, polinizadores de plantas. Ademas,
pueden afectar los productos alimenticios que llegan a los niveles tréficos

superiores Las consecuencias ecoldgicas del uso de insecticidas generan
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gran preocupacion. Aunque otros aspectos de la agricultura moderna

suelen tener un impacto ambiental mas significativo (Devine et al., 2008).

El uso de insecticidas, puede tener consecuencias ambientales
negativas, cuyos efectos se intensifican con el uso inadecuado, existen
numerosos ejemplos de mal uso y abuso de estos productos. En casos
extremos, los impactos de los insecticidas se mezclan con los problemas
derivados de una gestion agricola deficiente en general (O’Hara et al.,
2000; Ataniyazova et al., 2001). La contaminacién agricola masiva afecta
al ecosistema en su conjunto, se cree que los efectos sobre la ecologia

humana han sido devastadores (Jensen et al., 1997; Zetterstrom, 1999).

a. Cypermethrin

La Cipermetrina o Cypermethrin es un piretroide sintético, cuyo
nombre es Carboxilato de RS-9-alfa-ciano-3-fenoxibenzil (1RS) cis-trans-
3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetil-ciclopropano. Afecta principalmente al
sistema nervioso de vertebrados e invertebrados, actuando como veneno
tanto de contacto como de ingestion. Este compuesto inhibe las enzimas
ATPasa, que son cruciales para el transporte activo de iones en contra de

un gradiente de concentracién (Damian, 2009).

Esta inhibicion es particularmente perjudicial para peces e insectos
acuaticos, ya que las ATPasas son esenciales para el transporte activo y el
intercambio de oxigeno. La alteracion en la funcion de estas enzimas puede
afectar el movimiento y el equilibrio de iones, lo que perturba las

superficies respiratorias. La Cipermetrina es intrinsecamente mas tdxica
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para los organismos acudticos en comparacion con otros compuestos

(Damién, 2009).

A nivel fisiologico, la Cipermetrina altera el funcionamiento
normal del sistema nervioso central al prolongar la apertura de los canales
de sodio (Na) dependientes del voltaje en los axones, lo que permite un
flujo excesivo de Na hacia el interior de la célula, interrumpiendo asi la
sefalizacion eléctrica y provocando la muerte del insecto (Soderlund,
2010). Sin embargo, estudios recientes han reportado que este insecticida
puede inducir resistencia en las plagas (Zhong et al., 2013). Funciona
como una neurotoxina de accién rapida en los insectos, siendo efectiva
contra diversas plagas que afectan a los cultivos y ectoparasitos en

animales domésticos (World Health Organization, 1992).

Los efectos del uso prolongado de piretroides como la cipermetrina
son aun parcialmente conocidos. En estudios con ratones tratados con
Cipermetrina durante doce semanas por via oral se observo dafio hepéatico
y renal a consecuencia del estrés oxidante, que es debido al significativo
aumento de los valores de transaminasas séricas (GOT y GPT), asimismo
disminuye el recuento de glébulos blancos, eritrocitos y hemoglobina.
También ocasiona dafio estructural severo en el higado y los rifiones,
acompafiado de una peérdida de peso en estos organos (Dahamna et al.,
2011).

b. Chlorpirifos

El Clorpirifos es un insecticida organofosforado ampliamente

utilizado tanto en el hogar como en la agricultura. En las viviendas, se
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emplea para controlar cucarachas, pulgas y termitas, y también se
encuentra en algunos collares antipulgas para mascotas. En el &mbito
agricola, se utiliza para el control de garrapatas en ganado y se aplica a los

cultivos para combatir plagas (ATSDR, 1997).

El Clorpirifos es un sélido blanco cristalino con un fuerte olor y no
se mezcla bien con agua, por lo que generalmente se combina con liquidos
aceitosos antes de su aplicacion en cultivos o animales. También puede ser
aplicado a los cultivos en forma de microcapsulas. Este compuesto entra
al medio ambiente mediante su aplicacion directa, volatilizacion, derrames
y eliminacion de desechos. Cuando se aplica al suelo, el Clorpirifos tiende
a permanecer en el area debido a su adherencia a las particulas del suelo,
lo que reduce la probabilidad de que se desprenda y contamine las fuentes
de aguas locales. Si llega a las aguas naturales, se encuentra en bajas
concentraciones y tiende a evaporarse rapidamente debido a su mala
solubilidad en agua. Los Clorpirifos se dispersan en el ambiente mediante
la volatilizacion el cual se descompone por medio de la luz solar, bacterias

y otros procesos quimicos (ATSDR, 1997).

El Clorpirifos se degrada rdpidamente en el entorno, bajos niveles
de esta sustancia pueden persistir durante mucho tiempo tras su aplicacion,
tanto en interiores como en exteriores. Asimismo, ventilar adecuadamente
las areas tratadas con Clorpirifos ayuda a reducir rapidamente sus niveles
en el aire. En el campo, el riesgo de exposicion es mayor inmediatamente
después de la aplicacion, cuando las concentraciones son mas altas. Sin

embargo, dado que el Clorpirifos se degrada rapidamente y se adhiere al
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suelo y a las plantas, sin embargo, se sugiere esperar 24 horas antes de
entrar a los campos tratados. Este compuesto es peligroso por lo que existe
riesgo durante la preparacion del producto, por lo tanto, solo personas
autorizadas realicen la aplicacion y que se mantenga a las personas no
protegidas alejadas del &rea tratada ya que puede afectar negativamente su
salud. El Clorpirifos tambien puede encontrarse en sitios de desechos
peligrosos, donde la exposicidn puede ser mas alta que en su uso comercial

0 domeéstico (ATSDR, 1997).

2.2.4 Tolerancia bacteriana a los insecticidas

La tolerancia es la capacidad de las bacterias para sobrevivir, pero no
crecer, debido a la disminucion significativa del nimero de bacterias causado por
las concentraciones de una dosis letal de cierto compuesto (Bourgeois et al.,
2007). Las bacterias poseen la capacidad natural heredable para poder sobrevivir
y reproducirse frente a la presencia de un principio activo como son los
insecticidas. La aplicacion de estos productos quimicos en los sistemas de
produccion origina una accion al microbiota del suelo, perturbando poblaciones
microbianas de interés bioldgico expuestas, a nivel bioquimico y disminuyen su
actividad biofertilizante, y por tanto el crecimiento vegetal (Paoletti, 1999). Las
bacterias que degradan los plaguicidas son Bacillus sp, Azotobacter sp,
Pseudomonas sp. Agrobacterium sp, Flavobacterium sp, Clostridium sp, entre
otras bacterias, estos se encargan de metabolizar dichas moléculas o las usan como

nutriente y fuente de energia (Madigan et al., 2004).

Los microorganismos, son los responsables de degradar a los compuestos

xenobidticos en especial los plaguicidas (Ou et al., 2001), debiéndose al uso de
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dichos quimicos en los cultivos agricolas, por tal motivo han desarrollado
mecanismos de adaptacion genetica, como la sintesis de enzimas que hidroxilan y
oxidan a los plaguicidas, son utilizados como unica fuente de carbono y/o
nitrogeno, azufre o fosforo, mineralizdndolos logrando la detoxificacion de los

plaguicidas por actividad metabolica (Desaint et al., 2003).

Las bacterias tienen la funcion de biodegradacion y transformacion de los
plaguicidas en el suelo y depende de la disponibilidad, movilidad y toxicidad del
plaguicida, asimismo, las propiedades fisicoquimicas del suelo y del plaguicida,
entre otros factores medioambientales (Racke, 1990). El género Azotobacter es
una de las bacterias méas estudiadas en el &ambito de la agricultura ya que posee la
capacidad de biodegradabilidad, en especial para la oxidacion de compuestos
fenolicos sustituidos; son de importancia ya que aumentan su actividad bioldgica
en suelos agricolas que poseen un alto contenido en sustancias fenolicas, y
contribuyen a la biotransformacion de este tipo de residuos. En contexto las
bacterias diazotrofos son considerados como ideales para los procesos de
descontaminacién de suelos agricolas con sustancias xenobidticos (Gonzélez y

Lluch, 1992).

2.2.5 Azotobacter sp

2.2.5.1 Biologia

Azotobacter es un género perteneciente al dominio de las y-
proteobacterias y estan emparentadas filogenéticamente con el género de
las Pseudomonas. Dentro del género Azotobacter se encuentran

clasificadas las siguientes especies: Azotobacter chroococcum,
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Azotobacter armeniacus, Azotobacter beijerinckii, Azotobacter nigricans,
Azotobacter paspali, Azotobacter salinestris y Azotobacter vinelandii

(Kennedy et al., 2005).

Los biofertilizantes son microorganismos que incrementan la
productividad y salud de los cultivos, asimismo, promueven la fijacion de
nitrégeno, la produccion de sideroforos, y la solubilizacion de fosfatos y
fitohormonas. Dentro de los diversos microorganismos que ayudan a

fertilizar el suelo, se destaca el género Azotobacter (Zavala et al., 2020).

También, los biofertilizantes son  combinaciones de
microorganismos vivos, como hongos, algas y bacterias, que cumplen la
funcion de mejorar la disponibilidad de nutrientes y fomentan el
crecimiento de las plantas. Estos productos representan un avance
significativo en la sostenibilidad de los cultivos y en la salud del suelo.
Estudios recientes han mostrado que los biofertilizantes permiten el
aprovechamiento eficiente de los nutrientes en comparacion con los
fertilizantes quimicos. No causan contaminacion, debido a que se
componen de metabolitos y microorganismos beneficiosos para las
plantas, asimismo, promueven el mantenimiento natural del suelo, ademas
de tener un menor impacto econdmico en la agricultura. EI mercado global
de biofertilizantes ha crecido progresivamente entre los agricultores,
alcanzando varios millones de dolares anuales debido a sus beneficios y

aceptacion en el sector agricola (Galindo et al., 2023).

Los biofertilizantes mejoran la fertilidad del suelo y la salud de las

plantas, aportando nutrientes, promoviendo el crecimiento vy
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proporcionando proteccion contra enfermedades (Nosheen et al., 2021).
Por otro lado, es importante conocer los microorganismos presentes, los
efectos que tienen sobre las plantas y los nutrientes que requieren, ya que,
al ser liberados sobre un cultivo agricola, son considerados como

biofertilizantes (Kumar et al., 2022).

Azotobacter sp. posee caracteristicas pleomdrficas, su tamafio
oscilaentre 1.5y 2.0 um, su forma varia desde bacilos hasta cocos, pueden
verse como células individuales, en pares o en agregados irregulares. Se
reproducen por medio de fision binaria y su desplazamiento es mediante
flagelos peritricos (Espin, 2000). Aunque no producen esporas, desarrollan
quistes resistentes a farmacos y por lo general a entornos adversos (Lin y
Sadoff, 1968). Son catalasa positiva, aerobicas y quimioheterotroficas, ya
que utilizan sales inorganicas, azucares y alcoholes para crecer. Prosperan
en condiciones bajas de oxigeno, pH de 7.0 — 7.5 y una temperatura de 30
°C (Mayea et al., 1998). Poseen la capacidad de fijar hasta 10 mg de
nitrbgeno por g de glucosa metabolizada, requiriendo molibdeno,
utilizando sales de nitrato, aminoécidos y amonio como fuentes de
nitrégeno (Lin y Sadoff, 1968). Algunas especies producen alginatos, poli-
a-hidroxibutirato (Horan et al., 1983) y hormonas vegetales como auxinas,

giberelinas, citoquininas y pigmentos (Gonzalez y Lopez, 1986).
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2.2.5.2 Clasificacion Taxonémica

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gamma proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Azotobacteraceae
Género: Azotobacter

Especies:  Azotobacter vinelandii
Azotobacter chroococcum (Ramos, 1992)

2.2.5.3 Importancia e identificacion de Azotobacter sp

Las bacterias del género Azotobacter sp desempefian un papel
importante en el proceso natural de fijacién de nitrogeno y ayudan a
mitigar la deficiencia de este nutriente. Esto mejora la calidad de las
cosechas y contribuye a la regeneracién gradual del nitrégeno organico en
los suelos (Tejera et al., 2008), pero debido a la deficiencia de materia
organica en los suelos su poblacion no es muy abundante siendo asi un
limitante para utilizarlo a gran escala, por lo que es necesario realizar
cultivos en el laboratorio y posteriormente utilizarlo en el campo (Aguado

y Moreno, 2018).

Para su identificacion preliminar se utilizan pruebas a nivel
fenotipicas como morfologia colonial, tincion de gram y pruebas
bioquimicas (Torres et al., 2000). Algunas especies del genero Azotobacter

sp. son notables por su capacidad para fijar nitrogeno y producir dos
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polimeros industriales: el poliéster polibeta hidroxibutirato (PHB) vy el
alginato que permite un control mas preciso sobre la calidad del polimero

(Garcia, 2019).
2.2.6 Biorremediacion bacteriana frente a los insecticidas

Es una alternativa para la transformacion de los plaguicidas en compuestos
mas simples o poco toxicos, utilizando el potencial metabdlico de los
microorganismos principalmente hongos y bacterias (Alvarez et al., 2017). Que
tienen la capacidad de degradar pesticidas, y pueden ser controlados para lograr
la estimulacion del crecimiento, buscando la obtencion de biomasa viable con
actividad metabdlica especifica para lograr la biodegradacion de plaguicidas

(Lujan, 2019).

En paises como Meéxico y Polonia se han demostrado que la
biorremediacion de pesticidas organofosforados por medio de microorganismos
aislados de suelos agricolas ha tenido grandes resultados, presentado
degradaciones de hasta un 98% (Vidali, 2001). Los microorganismos en
ambientes que contienen compuestos xenobioticos desarrollan con el tiempo la
habilidad de descomponerlos, a pesar de que las rutas metabdlicas se encuentran
limitadas debido a la baja velocidad relativa. Para aumentar la actividad catalitica
y la especificidad de las enzimas en estos microorganismos, actualmente se
aplican técnicas como la mutagénesis dirigida o la PCR de error propenso (Singh

et al., 2008).

Los metabolitos producto de las reacciones de la degradacion de un

contaminante en ocasiones son toxicos o presentan resistencia a la degradacion.
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Para mejorar estos procesos de degradacion, se han utilizado microorganismos
que siguen las rutas de degradacion requerida (Singh et al., 2008). Es importante
comprender la fisiologia y genética de las poblaciones involucradas en los
procesos de biorremediacion, ya que es util para evaluar y optimizar la
descontaminacién (Watanabe, 2001). El conocimiento de los cambios en las
comunidades microbianas durante la biorremediacion es escaso, debido a que
muchas de las bacterias ambientales no pueden ser cultivadas por técnicas

convencionales de laboratorio (lwamoto y Nasu, 2001).

Los avances recientes en las técnicas de biologia molecular han facilitado
la monitorizacion e identificacion de bacterias y genes catabdlicos implicados en
la descomposicion de los xenobi6ticos. Las técnicas que se realizan son, la PCR
de rango largo, en tiempo real y la de transcripcion reversa, la hibridacion
Southern blot. Estas muestran los microorganismos relevantes catabélicamente y
los genes funcionales presentes en un sistema contaminado (Marzorati et al.,
2010). Las técnicas de biologia molecular tales como hibridacion in situ
fluorescente (FISH), con sondas de oligonucledtidos de RNA ribosomal, son
ampliamente utilizadas en estudios de ecologia microbiana, y permiten evaluar la
expresion de genes involucrados en la biorremediacion mediante cuantificacion
de niveles de mRNA, que proveen mejor informacion que los analisis de
secuencias 16S, ya que debe existir una correlacion positiva entre el potencial de
degradacion del contaminante y la abundancia relativa de estos genes (Lovley,

2003).
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2.2.7 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se define como la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/ml) que
inhibe el crecimiento de un microorganismo después de haber sido incubado
durante 24 horas a una temperatura de 37°C. La CMI evalla la susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas
definitivas cuando el resultado obtenido por otros meétodos es indeterminado

(Andrews, 1999).

Los métodos que mas se realizan son los de dilucion, que es la exposicion
del microorganismo a distintas concentraciones seriadas de un antimicrobiano,
observando en las diluciones el crecimiento bacteriano. Es una medida in vitro
cuyo valor es de la dilucién y depende de cada antibiético y microorganismo. En
la préctica, una bacteria se considera sensible cuando las concentraciones
plasméticas (sangre) del antibiético son cuatro veces superiores a la CMI

(Martinez y Porras, 2021).

Se indica la CMI es interpretado como: S (Sensible), I (Intermedia) o R

(Resistente), seguido de la CMI en pg/ml.

- Sensible: Indica que el microorganismo se encuentra inhibido a la

concentracion sérica del farmaco

- Intermedia: Indica que el crecimiento del microorganismo se debe a la

inhibicion de la dosis maxima recomendada.

- Resistente: significa que el microorganismo es resistente a los niveles

séricos del farmaco que normalmente alcanzan (IDEXX, 2023).
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2.2.8 Concentracion minima inhibitoria (CMB)

La Concentracion Minima Bactericida (CMB), elimina mas del 99,9% de
los microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacién
que generalmente es de 24 horas equivalente a una disminucion de 3 logaritmos
decimales. En ocasiones se hace necesario determinar la actividad bactericida de
un agente antimicrobiano, comoes el caso de endocarditis, osteomielitis,
meningitis o infecciones en pacientes inmunosuprimidos, ya que existe la
necesidad de establecer métodos de laboratorio que definan la actividad de estos

agentes (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999).

El recuento se realiza habitualmente mediante técnicas de cultivo. Para
calcular la CMB se emplean métodos en los que bacteria y antimicrobiano se
enfrentan en un caldo, de macro o microdilucién que se utilizan para la

determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (Rivas,2021).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

Figura 1
Ubicacion de las comunidades de Collana Chillora (Z1), San Francisco de Buena Vista
(Z2) y Canchi Huafiingora (Z3), evaluadas en el distrito de Caracoto, provincia de San

Roman, region Puno.
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Fuente: Google maps (2024).

La investigacion se realiz6 en las comunidades de Collana Chillora, ubicada en

las coordenadas 15°41'05.7" latitud Sur y 70°04'51.4" longitud Oeste, San Francisco de
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Buena Vista, ubicada en las coordenadas 15°37'52.6" latitud Sur y 70°07'34.5" longitud
Oeste y Canchi Huafingora ubicado en las coordenadas 15°33'52.3" latitud Sur y
70°03'57.7" longitud Oeste, del distrito de Caracoto y provincia de San Roman, region
Puno (Figura 1), donde la poblacion se dedica al cultivo de habas, papa, papalisa, arvejas,
entre otros, asimismo se dedican a la crianza de ovinos, vacunos, porcinos, entre otros.
Los analisis de los suelos y los experimentos se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia, del Programa de Estudios Microbiologia y Laboratorio Clinico, Facultad

de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

El disefio de investigacion fue experimental, en razon de que las concentraciones
de los insecticidas fueron manipuladas. Para determinar la concentracion minima
inhibitoria Cypermethrin se diluyd en las concentraciones de 5 %, 6 %, 7 % y 8 %j;
mientras que para Chlorpyrifos las concentraciones fueron 0.10 %, 0.12 %, 0.14 %y 0.16
%, que son las concentraciones utilizadas regularmente en campo y recomendadas por el
fabricante. Por otro lado, para determinar las concentraciones minimas bactericidas,
Cypermethrin se trabajé en concentraciones de 7 %, 8 %, 9 % y 10 %; mientras que para

Chlorpyrifos las concentraciones fueron 0.12 %, 0.14 %, 0.16 %y 0.18 %.

El trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo (Hernandez et al., 2014) en
razén de que se determinaron y explicaron las razones del porque Azotobacter sp,

obtuvieron dichas CMIs y CMBs frente a los dos insecticidas.

3.3 POBLACIONY TAMANO DE MUESTRA

El nimero de muestras fue determinado por los investigadores, en razon de que

se demostro si Azotobacter sp aisladas de los campos de cultivo del distrito de Caracoto
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son afectadas en su crecimiento y muerte a causa de los insecticidas aplicados
normalmente en la temporada agricola (Condori, 2020). Como se observa en la Tabla 1,
se realizo un total de 60 muestreos, 15 frente a cada concentracion de insecticida 'y 20 por

cada zona comunidad.

Tabla 1

Distribucién de nimero de muestras por comunidades y concentraciones.

Comunidades de muestreo

Concentracién Collana San Francisco de Canchi Total
Chillora Buena Vista Huafingora
1 5 5 5 15
2 5 5 5 15
3 5 5 5 15
4 5 5 5 15
Total 20 20 20 60

Fuente: Elaboracion propia.

34 DETERMINACION DE LA CMI DE LOS INSECTICIDAS SOBRE

Azotobacter sp

3.4.1 Colecta de suelos

Se realiz6 en campos de cultivo de las comunidades de Collana Chillora,
San Francisco de Buena Vista y Canchi Huafiingora del distrito de Caracoto y
provincia de San Roman, region Puno. Las muestras de tierra fueron colectadas
en 5 puntos al azar distanciadas por 10 m entre puntos, a 10 cm de profundidad
mediante un pico, primeramente, se elimind todo residuo superficial y se colocé
en bolsas de polietileno debidamente rotulados (Mireles et al., 2018), a
continuacion, fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia Clinica, el cual
cuenta con los equipos para el aislamiento microbiano, los reactivos, material de

vidrio y materiales.
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3.4.2 Aislamiento de microorganismos de suelo

Se pesd 1 g de tierra tamizada y se colocd en 100 ml del medio mineral sin
nitrégeno. ElI medio mineral fue preparado con 5 g de manitol, 5 g de KoHPO,,
0.2 g de MgS04.7H20, 0.5 g de NaCl, 0.1 g de K2SOg4, 5 g de CaCOs, 15 g de agar
y 1 litro de agua destilada, ajustado a un pH de 7.0 (Rao, 1999).

Se dejé incubar por 24 horas a 30 °C. Las colonias que desarrollaron en el
medio de cultivo, luego fueron transferidas a placas Petri con agar nutritivo por
24 horas, hasta obtener cultivos axenicos, estas fueron mantenidas en tubos de

agar inclinado en refrigeracion hasta su uso en refrigeracion (Mireles et al., 2018).

Los aislamientos de Azotobacter sp fueron identificadas y codificadas de
los tres campos de cultivo, la CMI se determind mediante la siguiente

metodologia:

3.4.3 Pruebas de tolerancia mediante la CMI

a. Meétodo: Microdilucién en tubo.

b. Fundamento:

El objetivo del método es determinar la minima concentracion
antimicrobiana (en la investigacion seran los insecticidas) con capacidad de
inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana, con el fin de compararla con la que
alcanza en una determinada localizacion, se calcula empleando procedimientos
donde la bacteria y el antimicrobiano se enfrentan en un caldo. Se emplea el
procedimiento de microdilucion en tubo, lo que se pretende es comprobar en los
tubos o pocillos sin crecimiento qué concentracion de antimicrobianos ha inhibido

el crecimiento del aislado bacteriano estudiado (Picazo, 2000).
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c. Procedimiento:

A cada aislamiento puro se realiz6 una prueba de tolerancia de crecimiento
tal como lo recomiendan Guerrero y Jiménez (2001), mediante la concentracion
minima inhibitoria (CMI) que fue determinado mediante la técnica de
microdilucion en tubo a partir de una suspension bacteriana de Azotobacter sp,

estandar 0.5 MacFarland equivalente a una concentracion de 1.5 x 108 UFC/m.

Para hallar la CMI de los insecticidas Cypermethrin y Chlorpyrifos se
utilizé tubos de vidrio tomando como referencia la concentracion minima de cada
insecticida, los cuales presentaron controles negativos y positivos, para ello se
coloc6 1 ml de caldo infusién cerebro corazén (BHI) a todos los tubos
exceptuando el primer tubo, luego se adiciond 1 ml del insecticida, en el primer y
segundo tubo a partir de los cuales se prepararon las concentraciones seriadas en
concentraciones de 5 %, 6 %, 7 % y 8 % para Cypermethrin y 0.10 %, 0.12 %,

0.14 %y 0.16 % para Chlorporyfos (Tabla 1).

Finalmente se adicion6 1 ml de la dilucion bacteriana equivalente a 1.5 x
108 UFC/ml al estandar 0.5 de MacFarland y para el control positivo se le adiciono
la bacteria més el BHI. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 horas

(Koneman, 1999).
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Tabla 1
Concentraciones seriadas para la determinacion de la CMI de los insecticidas

en bacterias del género Azotobacter sp.

Insecticida Concentracion experimental (%)
Cypermethrin 5 6 7 8 Control positivo

Chlorpyrifos 010 012 014 0.16 Control positivo

Fuente: Elaboracion propia.

La CMI del insecticida sobre Azotobacter sp, fue aquel tubo que no
presentd que no presentd turbidez, en razén de que la turbidez indicé crecimiento

bacteriano.

3.4.4 Variables analizadas

- Variable independiente: concentraciones de insecticidas.
- Variable dependiente: CMI sobre bacterias Azotobacter sp.

35 DETERMINACION DE LA CMB DE LOS INSECTICIDAS SOBRE

Azotobacter sp

De todas las cepas de Azotobacter sp previamente aisladas, identificadas y
codificadas de los tres campos de cultivo, se determind la CMB, mediante la siguiente

metodologia:

3.5.1 Prueba para la determinacion de la CMB

a. Método: Microdilucién en placa.
b. Fundamento:

El objetivo del método es determinar la minima concentracion

antimicrobiana (en la investigacion seran los insecticidas) con capacidad de
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producir la muerte de una cepa bacteriana, con el fin de compararla con la que
alcanza en una determinada localizacién, se calcula empleando procedimientos
donde la bacteria y el antimicrobiano se enfrentan en un medio de cultivo sélido.
Se obtiene empleando el procedimiento de microdilucion en placa. Lo que se
pretendié comprobar en las placas sin crecimiento, la concentracion

antimicrobiana que elimind al aislado bacteriano estudiado (Picazo, 2000).

c. Procedimiento:

De los tubos anteriores donde se determind la CMI, aquellos que
presentardn turbidez fueron descartadas. A continuacion, los tubos que no
presentaron turbidez pasaron a ser utilizados para la determinacién de la CMB, en
ese sentido se prepararon placas Petri de agar Mueller Hinton con las
concentraciones de insecticidas en concentraciones de 7 %, 8 %, 9 %y 10 % para
Cypermecthrin y 0.12 %, 0.14 %, 0.16 % y 0.18 % para Chlorpyrifos.
Seguidamente se realizé el cultivo de las concentraciones con carencia de turbidez
sobre los medios de cultivo de agar Mueller Hinton en forma de estrias con ayuda
del asa de siembra en anillo previamente esterilizado a la Ilama del mechero, luego
fueron incubado en una estufa microbioldgica a 37 °C por 24 horas. La CMB fue
aquella placa de Petri con agar Mueller Hinton con una determinada concentracion

que no presento crecimiento bacteriano (Julca, 2015).

3.5.2 Variables analizadas

Variable independiente: Concentracion de cada insecticida.

Variable dependiente: CMB sobre bacterias Azotobacter sp.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE LOS

INSECTICIDAS SOBRE Azotobacter sp

Tabla 2
Concentracion minima inhibitoria (CMI) del insecticida Cypermethrin frente a

Azotobacter sp.

Concentracion Crecimiento de
Comunidad de Azotobacter sp CMmI
Cypermethrin R1 R2 R3 R4 R5
5% + + + + +
. 6% + + + + +
Collana Chillora 70 N ) N ) + IR T%
8 % - - - - - 5R: 8 %
5% + + + + +
San Francisco de Buena 6 % + + + + +
Vista 7% - - + + + 2R:7%
8 % - - - - - 5R: 8 %
5% + + + + +
Canchi Huafiingora ? ij I I I I I
8 % - - - - - 5R: 8 %

Nota: R= repeticién; + = crecimiento bacteriano; — = sin crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 2, se observa la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
insecticida Cypermethrin en la bacteria biofertilizante Azotobacter sp. En bacterias
aisladas de las comunidades de Collana Chillora y San Francisco de Buena Vista, dos
resultaron con una CMI de 7 % de Cypermethrin, mientras que los restantes aislamientos
resultaron con una CMI del 8 % del insecticida. Mientras tanto que en las bacterias
aisladas de la comunidad de Canchi Huafingora, todas resultaron con una CMI del 8 %

(Figura 2).
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Figura 2
Concentracién minima inhibitoria (CMI) del insecticida Cypermethrin en Azotobacter sp

aislado en tres comunidades del distrito de Caracoto.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 3, se visualiza la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
insecticida Chlorpyrifos en Azotobacter sp. De manera similar que, con el anterior
insecticida, en bacterias aisladas de las comunidades de Canchi Huafiingora y San
Francisco de Buena Vista, dos resultaron con una CMI de 0.12 % de Chlorpyrifos,
mientras que los restantes aislamientos resultaron con una CMI del 0.14 % del insecticida.
Mientras tanto que en las bacterias aisladas de la comunidad de Collana Chillora, todas

resultaron con una CMI del 0.14 %.
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Tabla 3
Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del insecticida Chlorpyrifos frente a

Azotobacter sp.

. Crecimiento de Azotobacter
Concentracion

Comunidad . Sp CMI
de Chlorpyrifos RI R2 R3 Ri RS
0.10% + + + + +
. 0.12% + + + + +
Collana Chillora 0.14% i i ) ) ) 5R: 0.14 %
0.16 % - - - - -
0.10 % + + + + +
San Francisco de Buena 0.12% + + - - +  2R:0.12%
Vista 0.14% - - - - - 5R: 0.14 %
0.16 % - - - - -
0.10 % + + + + +
. . 0.12% + + + - + 1R:012%
Canchi Huafingora 0.14% i i ) ) ) 5R: 014 %
0.16 % - - - - -

Nota: R es repeticion; + indic que hubo crecimiento bacteriano; — indicé sin crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos para la CMI de Chlorpyrifos sobre Azotobacter sp,
fueron similares a los reportados por Santander et al. (2024), quienes, en suelos del
Departamento Central (Paraguay), determinaron que Bacillus subtilis mostrd una
disminucion de la biomasa bacteriana con el incremento de las concentraciones del
insecticida piretroide Cypermethrin. Los aislamientos de Azotobacter sp presentaron
mayoritariamente una CMI del insecticida al 0.14 % de concentracién, salvo en 2
aislamientos de las comunidades de Canchi Huafingora y San Francisco de Buena Vista,
gue mostraron una CMI al 0.12 % de concentracién. Al respecto, Uzma et al. (2023),
sefialan que las bacterias poseen una capacidad intrinseca de tolerancia a ciertas
concentraciones de Cypermethrin, probablemente debido a su capacidad de adaptacion o

degradacion del insecticida, como lo reportaron en Bacillus subtilis (Figura 3).
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Figura 3
Concentracién minima inhibitoria (CMI) del insecticida Chlorpyrifos en Azotobacter sp

aislado en tres comunidades del distrito de Caracoto.
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Fuente: Elaboracion propia.

Los microorganismos, entre ellos las bacterias, desempefian un rol crucial en la
dindmica y salud del ecosistema terrestre. Sin embargo, al ser expuestos a los pesticidas
aplicados en los campos de cultivo para el control de plagas, pueden experimentar efectos
significativos en la microbiota del suelo (Santander et al., 2024). En esta investigacion se
determinaron ciertos aislamientos mas sensibles que otros con CMI ligeramente
diferentes. Esto podria deberse a que microorganismos de diferentes especies dentro de
un mismo género revelan respuestas diferenciadas a las concentraciones del insecticida
(Bhatt et al., 2019). Un ejemplo de esto es Bacillus cereus GW-01, que tiene la capacidad

de tolerar al insecticida Cypermecthin e incluso de degradarlo, ya que produce la enzima
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esterasa, que convierte el acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA) en fenol y acido benzoico

(Zhao et al., 2022).

La CMI de Cypermethrin sobre Azotobacter sp fue de 7 % a 8 % de concentracion,
mientras que con Chlorpyrifos fue de 0.12 %y 0.14 %. Segun Xiao et al. (2020), a medida
que disminuye la concentracién del insecticida y se observa mayor crecimiento
bacteriano, se sugiere la capacidad de los microrganismos en adaptarse o degradar al
quimico. Esto se evidencié en Bacillus subtilis BSFO1, que biosintetiza la enzima
carboxilesterasa. En esta bacteria, dicha enzima cumple un rol sinérgico en la degradacién
del insecticida, regulado por el quorum sensing mediante el factor de transcripcion ComA.
Por lo tanto, es fundamental el reconocer en los microrganismos su extraordinaria
capacidad de biodegradacion incluso a altas concentraciones de contaminantes. La mayor
susceptibilidad observada en algunos aislamientos podria deberse a la actividad
enzimatica reducida y a limitaciones en procesos bioquimicos esenciales (Zhao et al.,

2022).

Azotobacter sp fue aislada de suelos de comunidades de la region Puno. Estas
bacterias biofertilizantes tienen la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, producir
fitohormonas y sider6foros, entre otras propiedades. Al igual que otras especies bacterias
terrestres, como Pseudomonas, Ochrobactrum haematophilum y Rhodococcus, se
destacan por su importancia ecoldgica, ya que toleran bajas concentraciones de
insecticidas y son potenciales microorganismos biodegradadores de diversos
contaminantes, incluyendo insecticidas. Un ejemplo es Bacillus subtilis (Akbar et al.,
2015); sin embargo, la aplicacion indiscriminada de agroguimicos, como pesticidas y

herbicidas, en la agricultura de la regién Puno podria alterar el crecimiento bacteriano,
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con graves consecuencias para la dindmica del ecosistema del suelo (Santander et al.,

2024).

Por esta razon, los resultados sugieren que las autoridades competentes deberian
desarrollar proyectos para la gestion de plaguicidas, con el objetivo de minimizar su
impacto ambiental, especialmente en los microorganismos, dado el rol crucial que
desempefian en el suelo. Los efectos negativos reportados en la inhibicion del crecimiento
de Azotobacter sp por el efecto de la Cypermethrin en la presente investigacion resaltan
la necesidad de generar o implementar estrategias alternativas y ecoldgicas para controlar
la presencia de este insecticida en los suelos del altiplano. Esto es fundamental, ya que su
uso no solo impacta a las plagas insectiles, sino también a otras formas de vida, como las

bacterias del suelo (Santander et al., 2024).

Luego de analizar los resultados, se acepta la hipotesis planteada, que afirmaba
“La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los insecticidas Cypermethrin y
Chlorpyrifos sobre bacterias Azotobacter sp sera menor a 10% de concentracion”. En la
investigacién se obtuvieron valores inferiores a lo previsto en el proyecto de

investigacion.

En la investigacion de manera experimental, se utilizaron los insecticidas
Cypermethrin y Chlorpyrifos, los cuales son comiunmente comercializados en tiendas de
agroguimicos para el control de insectos plaga en los cultivos. A pesar de las
recomendaciones de dosificacion proporcionadas por los fabricantes, estos mismos
sefialan que, si el dafio causado por el insecto es moderado a severo, se debe incrementar
la dosis. Esta practica podria generar numerosos problemas, no solo en las plagas, sino
también en insectos benéficos y, en consecuencia, en otras formas de vida del suelo, como

microorganismos esenciales, incluidos bacterias y hongos, que desempefian un papel
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crucial en la agricultura. Por lo tanto, los resultados de esta investigacion verifican el dafio
que los insecticidas pueden causar en los microorganismos benéficos del suelo. Esto
resalta la necesidad de implementar restricciones en la venta y aplicacion de estos

productos, asi como alternativas de gestion para mitigar su impacto ambiental.

4.2  CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) DE LOS

INSECTICIDAS SOBRE Azotobacter sp

Tabla 4
Concentracién minima bactericida (CMB) del insecticida Cypermethrin frente a

Azotobacter sp.

Concentracion Crecimiento de
Comunidad de Azotobacter sp CMI
Cypermethrin R1 R2 R3 R4 R5
7% + + + + +
. 8 % + + + + +
Collana Chillora 9% i ) ) ) i 5R: 9 %
10 % - - - - -
7% + + + + +
San Francisco de Buena 8 % + + + + +
Vista 9 % - - - - - 5R: 9 %
10 % - - - - -
7 % + + + + +
. . 8% + + + + +
Canchi Huafiingora 9% i ) ) ) i ER: 9 0%
10 % - - - - -

Donde: R es repeticién; + indicé que hubo crecimiento bacteriano; — indic6 sin crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 4, se visualiza la concentracion minima bactericida (CMB) del
insecticida Cypermethrin en Azotobacter sp. En todas las repeticiones experimentales,
todas las bacterias aisladas de las tres comunidades Collana Chillora, San Francisco de

Buena Vista y Canchi Huafiingora, resultaron con una CMB de 9 % (Figura 4).
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Figura 4
Concentracion minima bactericida (CMB) del insecticida Cypermethrin en Azotobacter

sp aislado en tres comunidades del distrito de Caracoto.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 5, se visualiza la concentracion minima bactericida (CMB) del
insecticida Chlorpyrifos en Azotobacter sp. En todas las repeticiones experimentales,
todas las bacterias aisladas de las tres comunidades Collana Chillora, San Francisco de

Buena Vista y Canchi Huafiingora, resultaron con una CMB de 0.16 % (Figura 5).
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Tabla 5
Concentraciéon minima bactericida (CMB) del insecticida Chlorpyrifos frente a

Azotobacter sp.

., Crecimiento de Azotobacter
Concentracion

Comunidad . sp CMI
de Chlorpyrifos RI R2 R3 RI RS
0.12 % + + + + +
. 0.14 % + + + + +
Collana Chillora 0.16 % i i i i i 5R: 0.16 %
0.18 % - - - - -
0.12% + + + + +
San Francisco de Buena 0.14 % + + + + +
Vista 0.16 % - - - - - 5R: 0.16 %
0.18 % - - - - -
0.12% + + + + +
C hi Huafii 0.14 % + + + + +
anchi Huaningora 0.16 % - - - - - 5R016%
0.18 % - - - - -

Nota: R es repeticion; + indicé que hubo crecimiento bacteriano; — indic6 sin crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 5
Concentracién minima bactericida (CMB) del insecticida Chlorpyrifos en Azotobacter

sp aislado en tres comunidades del distrito de Caracoto.
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Fuente: Elaboracion propia.
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En la investigacién se determind que Azotobacter sp es destruida (efecto
bactericida) definitivamente a una concentracion del 9 % de Cypermethrin y 0.16 % de
Chlorpyrifos. Esto sugiere que, hasta esas concentraciones, sus mecanismos metabolicos,
aun poco conocidos salvo por la biosintesis de algunas enzimas degradadoras de
insecticidas, protegen a la bacteria de los efectos de estos compuestos. Al respecto,
Mendia (2020) sefiala que bacterias del género Bacillus sp mostraron recuentos altos de
colonias frente a los insecticidas Matador y Tamaron, lo que indica una tolerancia y
capacidad de degradacion de los agroquimicos. De manera similar, Valdivieso (2019)
reportd que Bacillus cereus degradd al insecticida organofosforado LORSBAN 480,
mientras que Kopytko et al. (2017) informaron que cepas de Bacillus sp fueron capaces
de remover DDT (diclorodifeniltricloroetano), DDD (diclorodifenildicloroetano) y DDE
(diclorodifenildicloroetileno). Por otro lado, Marin y Jaramillo (2015), también

documentaron de Chlorpyrifos por Bacillus sp.

El insecticida Chlorpyrifos es el mas toxico debido a que su aplicacidn requiere
menores concentraciones; sin embargo, la capacidad de Azotobacter sp para resistir
concentraciones de hasta el 0.16 % sugiere una tolerancia significativa a este compuesto.
Esto concuerda con los hallazgos de Hernandez et al. (2017), quienes reportaron que los
géneros Serratia, Bacillus y Pseudomonas transforman el plaguicida Chlorpyrifos en
compuestos simples, lo que reduce su toxicidad. Este proceso es posible gracias al
metabolismo fisiologico de degradacion de estas bacterias, el cual depende de factores

como la concentracién del insecticida, el pH, la temperatura y el tipo de suelo.

Los diversos aislamientos presentaron respuestas de CMB similares. Al respecto,
Rodriguez (2018) afirma que la tolerancia a los insecticidas en las bacterias podria

deberse a su genética y a los genes que codifican proteinas con propiedades enzimaticas
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capaces de degradar diversos xenobidticos. Esto fue evidenciado en Serratia marcescens,
que mostré capacidad de degradacién frente al Malathion, un insecticida altamente letal,

segun lo reportado por el autor.

Observaciones in situ, en las tiendas agropecuarias de las ciudades de Puno y
Juliaca se comercializan numerosos productos agroquimicos, entre ellos insecticidas,
herbicidas y abonos quimicos para las plantas. Estos productos no solo causarian la
muerte de las malas hierbas o los insectos plaga objetivo, sino que también podrian
provocar la muerte de otros seres vivos que forman parte de la cadena alimenticia,
afectando el desarrollo normal de las formas de vida en los ecosistemas terrestres y
acuaticos. Por ello, resulta fundamental realizar investigaciones como esta, en la que se
determinaron tanto la CMI como la CMB para evaluar la tolerancia de Azotobacter sp
frente a dos insecticidas. En este contexto, Tirado et al. (2014) reportaron que Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae y Pseudomonas aeruginosa, lograron degradar el
plaguicida Monocrotofds, Asimismo, Quinchia et al. (2006), mencionaron que
Pseudomonas sp tolerd concentraciones de hasta 480 ppm, 4800 ppm, 24000 ppm y
48000 ppm del insecticida Lorsban 4EC en Antioquia (Colombia), resultados superiores
a los obtenidos en la presente investigacion. Por otro lado, Herndndez et al. (2005)
destacaron que Desmodium tortuosum, toleré el insecticida Malation y, tras su
metabolismo, liberé compuestos de baja toxicidad, como los acidos S-trimetil fosfotioico

y Strimetil fosforoditioico, dimetil ester y acido tiofenil carboxilico.

En la investigacion se colectaron muestras de tres comunidades diferentes para
determinar si los aislamientos de Azotobacter sp de distintos campos de cultivo, con
variaciones en la frecuencia de uso de agroquimicos y el predominio de abonos organicos

en algunos casos, presentaban diferentes respuestas frente al insecticida. Los resultados
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mostraron que las CMB fueron las mismas para todos los aislamientos bacterianos, lo
cual concuerda con lo reportado por Betancur et al. (2013), quienes afirmaron que las
bacterias presentes en ambientes contaminados con compuestos Xxenobidticos
representados, como los insecticidas, tienden a evolucionar y adaptarse paulatinamente a
dichas condiciones adversas. Por lo tanto, seria recomendable mejorar la actividad
catalitica y la especificidad enzimatica de las bacterias tolerantes mediante técnicas de
ingenieria genética o de mutageénesis dirigida (Singh et al., 2008). Esto permite que dichas
bacterias, gracias a su tolerancia y empleadas en procesos de biorremediacién, siempre

con un conocimiento profundo de su fisiologia y genética (Watanabe, 2001).

La gran variedad de respuestas metabdlicas de las bacterias a los xenobioticos,
como los insecticidas evaluados en la presente investigacion, esta relacionada con la
genética de cada una de ellas. Esto se debe a que son portadoras de genes que expresan la
biosintesis de proteinas con caracteristicas enzimaticas, las cuales son utiles para
adaptarse y evitar el dafio causado por los xenobioticos. Furukawa y Miyazaki (1986)
demostraron esta relacion al clonar genes del catabolismo de bifenilos policlorados en el
cromosoma de Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707. Por su parte, Erickson y
Mondello (1992) secuenciaron genes que codifican la enzima bifenil dioxigenasa en
Pseudomonas, util para monitorear bacterias con genes catabdlicos relacionados con la
degradacion de compuestos xenobidticos (Marzorati et al., 2010). Maya et al. (2012)
quienes sefialaron que los microorganismos pueden degradar Chlorpyrifo mediante el
acido piravico producido durante la glucdlisis. Tras la reaccién bioquimica, este
compuesto se transforma en CO2 y agua; de lo contrario, se acumula intracelularmente

suprimiéndose el crecimiento bacteriano (Silambarasan y Abraham, 2012).
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Luego de analizar los resultados, se rechaza la hipotesis planteada, la cual
afirmaba: “La concentracién minima bactericida (CMB) de los insecticidas Cypermethrin
y Chlorpyrifos sobre bacterias Azotobacter sp serd mayor al 10% de concentraciéon”. En
la investigacion se obtuvieron valores a lo estipulado en el proyecto, demostrando que la

CMB de estos insecticidas es significativamente mas baja de lo esperado.

Para culminar esta seccidn, se afirma que todas las bacterias presentaron la misma
CMB, lo que indica que son sensibles a altas concentraciones de los insecticidas. Sin
embargo, no se tiene una respuesta clara sobre el proceso metabdlico que rige en
Azotobacter sp. Aunque en otras especies bacterianas se han estudiado los genes y las
enzimas que estas expresan, con el propdésito de transformarlas en bacterias con capacidad
de degradacion de insecticidas, basandose en su tolerancia, el género Azotobacter aln
carece de una identificacion precisa a nivel de especies. Es posible que algunas especies
dentro de este género sean mas resistente que otras, lo que evidencia la necesidad de

realizar mas investigaciones en este campo.
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V. CONCLUSIONES

- La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aislamientos de Azotobacter sp
fue de 7 % y 8 % para Cypermethrin, y de 0.12 % a 0.14 % para Chlorpyrifos,
observandose diferencias en la respuesta de inhibicion entre los aislamientos
bacterianos provenientes de los suelos de las comunidades de Collana Chillora y

Canchi Huafiingora.

- LaCMly la CMB de los aislamientos de Azotobacter sp frente a los insecticidas se
explican por la capacidad intrinseca de adaptacion o degradacion que poseen estas
bacterias, esto se debe a la produccidn de enzimas como esterasas o carboxilesterasas,
codificadas por sus genes, que transforman metabolitos altamente toxicos en

compuestos de menor toxicidad.

- La concentracion minima bactericida (CMB) de los aislamientos de Azotobacter sp
fue de 9 % para Cypermethrin y de 0.16 % para Chlorpyrifus, siendo la misma en

todos los aislamientos colectados en las tres comunidades.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de recuentos bacterianos mediante la técnica de densidad Optica
para determinar la biomasa bacteriana frente a diversas concentraciones de los

insecticidas.

- Llevar a cabo estudios de cuantificacion de residuos insecticidas en muestras de

suelo.

- Realizar una adecuada gestion de insecticidas, previos estudios de escalamiento de

cultivo de Azotobacter sp en el laboratorio y posteriormente utilizarlo en el campo.
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ANEXOS

ANEXO 1. Llegada a las zonas de muestreo de suelo en el distrito de Caracoto.

ANEXO 2. Recoleccion de muestras de suelo en las comunidades del distrito de

Caracoto.
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ANEXO 3. Recoleccion de muestras de suelo en la comunidad de Canchi

Huafiingora en el distrito de Caracoto.

ANEXO 4. Rotulado de las muestras de suelo de la comunidad de Canchi

Huafiingora en el distrito de Caracoto para su envio al laborarorio.
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ANEXO 5. Preparacion de medios de cultivo liquidos para determinar la CMI1'y

CMB de Azotobacter sp frente a los insecticidas.

ANEXO 6. Aislamiento de Azotobacter sp en medio mineral sin nitrégeno, a partir

de muestras de suelos de comunidades del distrito de Caracoto.
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ANEXO 7.  Preparacion de las concentraciones bacterianas en suero fisiologico

comparados con el estandar 0.5 MacFarland.

ANEXO 8.  Preparacion de las concentraciones de los insecticidas en el Laboratorio

de Microbiologia - FCCBB.

ANEXO 9. Placas Petri conteniendo medio mineral sin nitrdgeno con CMB de los

insecticidas sobre Azotobacter sp.
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ANEXO 10. Constancia de elaboracién de tesis en laboratorio.
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