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Se evalud la resistencia de un aislado bacteriano compatible con Pseudomona sp. frente al insecticida
Lorsban 4EC (ingrediente activo Chlorpyrifos) a escala de laboratorio. El aislado bacteriano se obtuvo a partir
de un suelo del Oriente Antioquefio sometido a la aplicacién del insecticida para el cultivo de pastos.

Al suelo se le analizaron los principales factores que afectan la movilidad y adsorcién del insecticida
en €él, se obtuvieron como resultados un porcentaje alto de materia orgénica, elementos mayores y menores
asi como media a alta capacidad de intercambio catiénico, lo que facilita la adsorcién del plaguicida en
su fraccién coloidal de la micela organica e inorganica. La textura franco arenosa del suelo genera buena
aireacion, que favorece los procesos de volatilizacion y degradacion del plaguicida.

El aislado bacteriano se expuso a diferentes concentraciones del insecticida (480 ppm, 4.800 ppm,
24.000 ppm y 48.000 ppm), evaluando de esta manera el efecto del agente sobre la poblacién bacteriana.
Segn los resultados de los ensayos, la bacteria nativa compatible con Pseudomona sp. es resistente al insec-
ticida con las concentraciones estudiadas y puede poseer la capacidad de degradar el insecticida.
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EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE UN AISLADO BACTERIANO NATIVO COMPATIBLE CON Pseudomona Sp. AL INSECTICIDA LORSBAN 4 rC

The resistance of an isolated bacterial culture compatible with Pseudomona sp. to the insecticide
Lorsban 4 EC (active ingredient Chlorpyrifos) was evaluated at laboratory scale. The bacterial culture was
isolated from a soil sample obtained in East Antioquia that was exposed to the application of the insecticide
which is used in grass culture.

The principal factors that affect the mobility and adsorption of insecticides in soil were analyzed. The
results showed a high percentage of organic matter, and macro and micronutrients as well as medium to
high cationic capacity of exchange, which facilitates the adsorption of the pesticide in the colloidal fraction
of organic and inorganic fraction. The sandy texture of the soil generates good aeration that favors the pro-
cesses of volatilization and degradation of the pesticide.

[solated bacterial culture was exposed to different concentrations of the insecticide (480, 4,800, 24,000
and 48,000 ppm), to evaluate the effect of the agent on the bacterial population. According to the results of
the tests, the native isolated bacterium compatible with Pseudomona sp. is resistant to the insecticide con-
centrations studied and possibly has the capacity to degrade the Lorsban 4 EC.

KEYWORDS: Pseudomona sp.; Lorsban 4 EC; pesticides; bacterial culture.

potencial biético de los organismos acuaticos como
lo plantea Rhenals (2000).

La agricultura es una actividad productiva que
el hombre ha venido desarrollando desde hace unos
12.000 anos. Con el fin de evitar las incalculables
pérdidas en las cosechas a causa de las plagas que
atacan los cultivos, se han sintetizado plaguicidas,
los cuales son productos quimicos que permitan
controlar, manejar o erradicar las plagas.

El Oriente Antioqueno se caracteriza por ser
una regién de tradicion agricola en el departamento
de Antioquia, en la cual se utiliza un gran nimero
de plaguicidas en manejo de cultivos y control de
plagas. Segin el ICA (2000), en esta regién, el in-
secticida Lorsban 4 EC es uno de los mas utilizados,
en cultivos de papa, maiz, pastos, tomate de arbol y

Los plaguicidas causan un impacto ambiental  frijol principalmente.
negativo en el ecosistema, ya que intervienen direc-
tamente en la reduccién de la microfauna y presen-
tan incidencia en la disminucién de los procesos de
nitrificacién y descomposicién de la celulosa, debido
a que interrumpen la funcién de los hongos, bacterias
y microartrépodos (Gallo, 2002). Otro impacto que
generan es el cambio en la salinidad y alteracién de
la fertilidad del suelo y segun el Instituto Tecnolégico
Geominero de Espana (1995), la persistencia de ellos
en el medio puede generar asimilaciéon y acumula-
cién en partes aéreas, raices y frutos de las plantas. En
los ecosistemas acudticos los plaguicidas desencade- La Agencia de Proteccion Ambiental de los
nan una serie de cambios en el componente biético, ~ Estados Unidos (EPA, 2000) registra el Chlorpyrifos
sobre todo los relacionados con la bioacumulaciény ~ €omo un compuesto de poca movilidad en el suelo
biomagnificacién de las sustancias lipofilicasy conel ¥ que, debido a su baja solubilidad en agua, presenta

El Lorsban 4 EC de ingrediente activo Chlor-
pyrifos es un insecticida organofosforado clasificado
por el Institute for Environmental Toxicology (1997)
como moderadamente toxico, clase II y modera-
damente persistente en suelos con una vida media
entre los 60 y 120 dias; sin embargo, segiin Marquez
(2001), cuenta con un rango de actividad que puede
comprender desde dos semanas hasta cerca de un
ano dependiendo del tipo de suelo, clima, método
y dosis de aplicacion.



un alto potencial para ser adsorbido en el suelo y
poca movilidad hacia las aguas subterraneas. El
Chlorpyrifos puede ser degradado por hidrélisis,
fotodegradaciéon y por via biolégica. Gallo (2004)
ha demostrado los efectos negativos del Chlorpyrifos
sobre el crecimiento y el tiempo de la metamorfosis
de la rana Smilisca phaeota; pese a esto no se
conocen reportes del efecto del Lorsban 4 EC sobre
poblaciones bacterianas; por tanto, este trabajo, que
se basa en la evaluacion de la resistencia de una cepa
nativa compatible con Pseudomona sp. a la aplicacién
del insecticida, constituye un aporte significativo en
esta linea de investigacion.

Se utiliz6 una muestra de suelo del Oriente
Antioquefio sometido a la aplicacién del Lorsban
4 EC y se le analizaron los principales factores que
afectan el movimiento y adsorcién del plaguicida,
como son textura, contenido de materia organica,
intercambio iénico, pH, entre otros. Luego se iden-
tificé la microbiota dominante para aislar de alli las
bacterias compatibles con Pseudomona sp., ya que
son microorganismos abundantes en el suelo y que
participan en los procesos de mineralizacién de la
materia organica, caracterizdndose segiin Madigan,
(2000) por ser bacterias muy eficientes en la degra-
dacién de compuestos toxicos.

Para realizar el aislamiento bacteriano compa-
tible con Pseudomona sp. se hicieron diluciones seria-
das hasta 10° a las que se les adicion6 dispersante.
A partir de la dilucién 10 se hizo vertido en medio
D1M para diferenciar las colonias de Pseudomona sp.,
las cuales se sembraron en agar cetrimide y selecti-
vo para Pseudomona, posteriormente se realizaron
pruebas bioquimicas para su determinacion.

Con el fin de conocer la capacidad de resistencia
o tolerancia del nativo microbiano aislado, se hicieron
bioensayos que consistieron en exponer el microorga-
nismo aislado a diferentes concentraciones del insec-
ticida Lorsban 4 EC: 480, 4.800, 24.000 y 48.000 ppm,
seleccionadas segun la ficha técnica del compuesto
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y las dosis realmente utilizadas en campo. El conteo
de microorganismos para evaluar su resistencia a las
diferentes concentraciones se hizo a diferentes tiempos
de exposicion: 0, 0,25, 24, 48, 72,96y 120 horas. El cre-
cimiento bacteriano se evalud por recuentos utilizando
el método de recuento por vertido en placa.

Se establecieron dos controles. El primero, un
aislado bacteriano sin plaguicida con el fin de moni-
torizar el crecimiento del microorganismo durante
el tiempo del ensayo. El segundo control se realizd
con el insecticida sin indculo para asegurar que el
Compuesto no estuviese previamente contaminado
por microorganismos.

Analisis estadistico: Para evaluar el efecto
de las diferentes soluciones del insecticida sobre la
poblacién bacteriana, se hizo un analisis de varianza
(ANOVA) de dos factores: concentracién y tiempo
con un porcentaje de confianza del 95% para evaluar
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos.

Caracterizacion de la muestra de suelo:
Las caracteristicas del suelo analizado se muestran
en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

ANALISIS RESULTADOS UNIDADES
Arena 66 %
Limo 28 %
Textura 1= gilla 6 %
Clase | Franco arenosa
pH 6,4
Materia 29,1 %
organica
Al 22,5 meq/100 g suelo
Elementos Ca 9,3 meq/100 g suelo
mayores Mg 9,27 meq/100 g suelo
K meq/100 g suelo
Fe 59 ppm
Elementos | Mn 48 ppm
menores Cu 5 ppm
Zn 30 ppm
CICE 41,1

Fuente: Laboratorio de Suelos. Universidad Nacional Sede
Medellin. 2004.



EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE UN AISLADO BACTERIANO NATIVO COMPATIBLE CON Pseudomona Sp. AL INSECTICIDA LORSBAN 4 rC

La evaluacion de elementos mayores y meno-
res indica que el suelo es fértil debido a la aplicaciéon
de fertilizantes, condicién que favorece la retencién
del plaguicida por altos periodos de tiempo, que
pueden comprender desde 11 hasta 141 dias segin
la EPA (2004); la capacidad de intercambio catiénico
y el pH del suelo indican que el plaguicida puede
ser adsorbido en la micela organica e inorgénica del
suelo y la textura franco arenosa favorece la airea-
cién, pero segin la EPA (2004) las caracteristicas del
Chlorpyrifos reportan como méaximo un 10% de vola-
tilizacién y baja solubilidad en agua, lo que permite
presumir un bajo potencial de lixiviacion.

La Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos cataloga el Chlorpyrifos como un

compuesto de poca movilidad en el suelo, a causa de
su baja solubilidad en agua, por lo que presenta un
alto potencial para ser adsorbido en la fraccion sélida
del suelo y su llegada a las aguas superficiales ocurre
maés por erosién que por lixiviacién (EPA, 2000).

En la tabla 2 se relacionan las pruebas bio-
quimicas realizadas para la identificaciéon de los
microorganismos con capacidad de resistencia al
insecticida Lorsban 4 EC y los resultados relativos a
cada prueba.

Tabla 2. Pruebas bioquimicas

PRUEBA RESULTADO
Gram Bacilos pequefios Gram negativos
Oxidasa +
Pigmentacién Colonias con pigmentacion verde debido a la pioverdina

de aspecto fluorescente al observar a la luz ultravioleta

Crecimiento en agar sisteinato

Crecimiento en superficie

Prueba de piocianina

Aparicion de color verde

Prueba de cloroformo

+

Oxidacién de glucosa en medio Hugh-Leifson

+

Serie bioquimica para enterobacterias

Kliger

Alcalino

Indol

Rojo metilo

Voges

Citrato Simmon

H,S

Motilidad

+

Ureasa

Variable

Lisina

El aislado bacteriano correspondié a bacilos
Gram negativos moéviles, no formadores de espora,
compatible con Pseudomona sp. Este resultado es
muy relevante, ya que las bacterias relacionadas con
el género Pseudomona estan reportadas con procesos

de biodegradacién de compuestos toxicos. La capaci-
dad de estas para degradar compuestos toxicos, segin
Rodriguez (2003), depende del tiempo de contacto
con el compuesto, las condiciones ambientales en las
que se desarrollen y su versatilidad fisioldgica.
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El microorganismo muestra tolerancia al in-
secticida bajo 480, 4800 y 24000 ppm, y, aunque no
se observd crecimiento a 48000 ppm, si se observd El crecimiento bacteriano a las diferentes con-
movilidad de éste al microscopio durante el tiempo  centraciones del insecticida con respecto al tiempo
de evaluacion, lo que indica que el microorganismo ~ Se muestra en la tabla 3.
puede tolerar esta concentracion del plaguicida.

Tabla 3. Crecimiento del microorganismo a diferentes concentraciones del insecticida

[Lorsban 4 EC] = 480 ppm
* 107
Tiempo (h) 1Re°“e”t° d‘; UFC” 10 5 Promedio (UFC * 107) | Rango (UFC * 107)
0 2454 2454 2454 2454 2454
0,25 20 16 17 18 16 20
24 7 2 1 3 1 7
48 9 7 14 10 7 14
72 10 6 17 1 6 17
9 19 5 2 9 2 19
120 1 36 1300 668 10 1300
[Lorsban 4 EC] = 4.800 ppm
* 107
Tiempo (h) 1Re°“e”‘° d; UFC * 10 3 Promedio (UFC * 107) | Rango (UFC * 107)
0 2454 2454 2454 2454 2454
0,25 9 20 15 15 9 20
24 6 3 3 4 3 6
48 4 2 6 4 2 6
72 2 6 2 3 2 6
9% 6 2 73 27 2 73
120 22961 21060 16673 20231 17000 22961
[Lorsban 4 EC] = 24.000 ppm
* 107
Tiempo (h) Recuento de UFG 10 Promedio (UFC * 107) | Rango (UFC * 107)
0 2454 2454 2454 2454 2454
0,25 5 3 5 4 3 5
24 29 29 4 21 4 29
48 4 2 4 3 2 4
72 3 4 2 3 2 4
9% 3 7 4 5 3 7
120 6 18281 5 6097 5 18281
[Lorsban 4 EC] = 48.000 ppm
* 107
Tiempo (h) Recuento de UFG 10 Promedio (UFC * 107) | Rango (UFC * 107)
0 2454 2454 2454 2454 2454
0,25 7 18 5 10 5 20
24 9 15 4 9 4 20
48 5 15 3 8 3 20
72 4 10 3 6 3 10
9% 3 6 4 4 3 6
120 991 5 2 333 2 991
CONTROLES
. Recuento de UFC * 107
Tiempo (h) 480 ppm | 4800 ppm ngr(:‘o 48000 ppm Pseudomona sp.
0 0 0 0 0 2454
0,25 0 0 2719
24 0 0 0 0 3218
48 0 0 0 0 18
72 0 0 0 0 35
96 0 0 0 0 7
120 0 0 0 0 4
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La mayor poblacién bacteriana al final del
ensayo se da a una concentraciéon de 4.800 ppm y
el menor crecimiento, a 480 ppm y 48.000 ppm, que
son la concentracién mas baja y mas alta respecti-
vamente. Esto se debe quizds a un efecto limitante
por baja disponibilidad de nutrientes a una con-
centracion de 480 ppm, contrastado con un efecto
inhibidor en la concentracién més alta.

Tabla 4. Analisis de Varianza (ANOVA)

intervalo de tiempo mencionado y son diferentes
entre si. De las 96 hasta las 120 horas existe otro
intervalo homogéneo para todos los tiempos.

Se concluye que el insecticida tiene un efecto
supresor, en todas las concentraciones a un intervalo
tiempo comprendido entre 0-0,25 horas, pero sin
eliminar toda la poblacién bacteriana, indicado en
el intervalo 0,25 a 96 horas y, finalmente, los mi-
croorganismos resistentes recuperan su viabilidad

Suma de | Grados (intervalo 96-120 horas).
Fuentede | " - dra- de Cuadra- | £ | \ojor p - ]
variacién . do medio Tabla 5. Prueba de rangos multiples para el tiempo.
dos libertad
Concentra-
© 1,12877E8 3 | 3,76258E7 | 3,02 | 0,0350 - i - Grupos
cién (ppm) Tiempo Conteo Media LS Sigma LS Homogeneos
Tiempo (h) 4,76165E8 6 7,93609E7 6,37 0,00000 24 12 4’1 6667 604,057 X
Interaccion 72 12 5,75 604,057 X
e”trte CON | 6,76286E8 18 | 3,75715E7 | 8,58 | 0,0000 48 12 6.25 604,057 X
Ce';‘i;fnc"(’)” 96 12 11,1667 | 604,057 X
yeme 0,25 12 11,6667 | 604,057 X
Residual 9,21489E8 74 1,2452E7 0 12 2454,0 604,057 X
Total (co- | 4 £1053E0 83 120 12 6777,58 | 604,057 X
rregidos) '
Contraste Diferencia + Limites
Para evaluar el efecto de las diferentes solucio- 0-0,25 *2442,33 1711,3
nes del insecticida sobre la poblacién bacteriana, se 0-24 7244983 1713
. e . 0-48 *2447,75 1711,3
hizo un anal.lfls de yananza (ANOVA) de dos factores: 072 222825 s
concentracion y tiempo (tabla 4). 0-96 2422.83 713
. 0-120 *.4323 58 1711,3
Como P < 0,05, se concluye que existen
) ) C o ] 0,25-24 75 1711,3
diferencias estadisticamente significativas entre las 02548 541667 7123
concentraciones del insecticida, indicando que cada 0,25- 72 5,91667 1711,3
concentracion tiene un efecto diferente sobre el na- 0,25-96 05 17113
i . 0,25-120 *.6765,92 1711,3
mero de bacterias inhibidas, manteniendo constantes ‘ ’ ’
; i 24-48 -2,08333 17113
el efecto supresor a las diferentes concentraciones. o172 158333 17113
La prueba de rangos multiples para el tiempo 2244'1160 - 6'777‘2 - 1:1 z
se muestra en la tabla 5. Los resultados exhiben dife- 28.96 05 713
rencias estadisticamente significativas con un nivel de 48-120 -4.91667 17113
confianza del 95,0% entre las medias de los siguientes 72-96 *-6771,33 17113
pares de tiempos: 0-0,25, 0-24, 0-48, 0-72, 0-96, 0- 72-120 -5,41667 17113
96-120 *.6771,83 1711,3

120, 0,25-120, 24-120, 72-96 y 96-120. Entre las 0,25
y 96 horas las medias forman un grupo homogéneo,
lo cual indica que estadisticamente en este intervalo
de tiempo el crecimiento del microorganismo sigue
el mismo patrén de comportamiento. Mientras que
a 0y 120 horas el crecimiento promedio del micro-
organismo tiene un comportamiento diferente al

* Diferencia estadistica significativa

En la figura 1 se observa la respuesta del cre-
cimiento bacteriano frente a las diferentes concen-
traciones del insecticida en un periodo de tiempo de
120 horas de exposicion. En ésta se puede apreciar
que durante los primeros 15 minutos de exposicion
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al insecticida, la poblacién bacteriana se reduce de
modo considerable en todas las concentraciones.
Esta muerte por contacto se debe al efecto inhibito-
rio del plaguicida sobre el microorganismo y a una
supervivencia de las bacterias resistentes.
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Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano promedio
a diferentes concentraciones del insecticida.

Aunque la disminucién de la poblacién es
considerable en cada una de las concentraciones,
no hubo extincién, lo cual indica que la poblacién
remanente es la resistente. Esta resistencia se debe
a varios factores. De un lado el microorganismo
fue aislado de una muestra de suelo sometida a la
aplicacién del insecticida, lo que permite suponer
su adaptacién al compuesto; y de otro, los micro-
organismos desarrollan mecanismos de resistencia
a xenobidticos, lo cual se puede dar por evolucion
del sistema de transporte a través de la pared celular
de enzimas mas eficientes o de enzimas con nuevas
actividades, o por factores que intervienen en la
adaptacion metabdlica de los microorganismos. Lo
anterior se relaciona con la utilizacién de plasmi-
dos, que son elementos genéticos autbnomos que
se replican independientemente del cromosoma y
codifican para enzimas que poseen un amplio rango
de funciones, tal como lo referencia Ortiz (1997).

Entre las 96 y 120 horas, el crecimiento
muestra un marcado ascenso en cada una de las
concentraciones, indicando que los microorganismos
pueden estar utilizando el insecticida como fuente de
carbono o nitrégeno. La capacidad de degradacion
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del microorganismo también se puede inferir seglin
lo reportado por Mandelbaum, Allan y Wackett
(1995), pues alrededor de las colonias se observaron
zonas claras. Esta situacion se presenta cuando existe
degradacion de un plaguicida.

A las 24 horas para el tratamiento a 24.000
ppm, se detectd un pequeno ascenso en la poblacién
bacteriana, lo que es atribuible a la poblacién rema-
nente, es decir, que no es totalmente inhibida; luego,
en el periodo entre las 24 a 48 horas el conteo de
bacterias viables desciende, siguiendo la tendencia
general, por exposicion prolongada al pesticida.

Las figuras 2 a 5 ilustran la evolucién de la po-
blacién bacteriana ante concentraciones crecientes
del insecticida Lorsban 4 EC.

LORSBAN 4 EC CON INOCULD

Figura 3. Crecimiento bacteriano a 4800 ppm en 24
horas
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LORSBAN 4 EC CON INOCULD

Figura 4. Crecimiento bacteriano a 24000 ppm en 24
horas

LORSEAN 4 EC CON INOCULO

Figura 5. Crecimiento bacteriano a 48000 ppm en 24
horas

Las condiciones fisicoquimicas del suelo
permiten la adsorcién del plaguicida en la fracciéon
coloidal. La bacteria nativa compatible con Pseudo-
mona sp. es resistente al insecticida Lorsban 4 EC a
las diferentes concentraciones evaluadas.

La bacteria nativa compatible con Pseudo-
mona sp. utiliza como fuente energia el insecticida
Lorsban 4 EC, lo que permite presumir su posible de-
gradacion. El insecticida Lorsban 4 EC provoca una
disminucién en la poblacién de la bacteria estudiada,
pero una exposicién prolongada a aquel ejerce un
efecto seleccionador de las bacterias resistentes.
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