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RESUMEN 

 

El glifosato es uno de los herbicidas comúnmente utilizado en la agricultura 

para la erradicación de malezas; su aplicación trae como consecuencia 

impactos negativos en los seres vivos y el ambiente. La presente 

investigación tuvo como objetivo, identificar molecularmente las bacterias de 

agua residual agrícola aisladas en medio mineral mínimo suplementado con 

0.5 gl-1 de glifosato (Solución madre: formulación comercial Roundup® 480 

gl-1). Se obtuvieron 14 cepas bacterianas, las mismas que se caracterizaron 

morfológicamente, tanto a nivel de colonia como celular.  Posteriormente, 

estas bacterias fueron crecidas en el medio de cultivo MSM con 

concentraciones de 1, 2 y 3 gl-1 de glifosato. Todas las bacterias crecieron en 

el medio de cultivo MSM suplementado con 1 gl-1 de glifosato, destacando 

por su mayor diámetro y área circular aquellas codificadas como R7, R11, 

R12, R13, R15 y R16; mientras que con concentración de 2 gl-1 de glifosato 

sobresalieron las cepas R13 y R7. Asimismo, en la concentración de 3 gl-1 de 

glifosato tuvieron el mayor crecimiento las bacterias R13 y R8; en tanto que, 

las cepas R1, R2, R3, R4, R7, R12, y R16 no lograron sobrevivir. La 

identificación mediante la secuencia parcial del gen rARN 16S, dio como 

resultado 12 especies bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas y 

2 especies de Klebsiella. Todas las bacterias demostraron un gran potencial 

de tolerancia al herbicida glifosato. 

 

Palabras clave: Agua residual agrícola, glifosato, bacterias, Medio MSM.  
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ASTRACT 
 

 

Glyphosate is one of the herbicides commonly used in agriculture for weed 

eradication; its application results in negative impacts on living beings and the 

environment. The objective of this research was to molecularly identify the 

bacteria from agricultural wastewater isolated in minimal mineral medium 

supplemented with 0.5 gl-1 of glyphosate (Stock solution: commercial 

formulation Roundup® 480 gl-1). 14 bacterial strains were obtained, the same 

ones that were characterized morphologically, both at the colony and cellular 

level. Subsequently, these bacteria were grown in the MSM culture medium 

with concentrations of 1, 2 and 3 gl-1 of glyphosate. All the bacteria grew in 

the MSM culture medium supplemented with 1 gl-1 of glyphosate, highlighting 

those encoded as R7, R11, R12, R13, R15 and R16 due to their larger 

diameter and circular area; while with a concentration of 2 gl-1 of glyphosate, 

strains R13 and R7 stood out. Likewise, in the concentration of 3 gl-1 of 

glyphosate the bacteria R13 and R8 had the highest growth; whereas, the 

strains R1, R2, R3, R4, R7, R12, and R16 did not survive. Identification 

through the partial sequence of the 16S rRNA gene, resulted in 12 bacterial 

species belonging to the genus Pseudomonas and 2 species of Klebsiella. All 

bacteria showed great potential for tolerance to the herbicide glyphosate. 

 

Keywords: Agricultural wastewater, glyphosate, bacteria, MSM medium. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El sector agrícola en el Perú es una de las principales actividades de 

producción en el país, cuya superficie sembrada es de 1 441 143 has, 

siendo el arroz uno de los primordiales cultivos, ocupando un área de 

303 972 has (INEI, 2018) que representa el 6% del PBI (MINAGRI, 

2015). Su modalidad de cultivo es intensiva durante todo el año, 

especialmente en la región norte, donde se utilizan ingentes 

cantidades de pesticidas para proteger al cultivo de los insectos 

plagas, patógenos y malas hierbas, convirtiendo al Perú en   uno de 

los principales países latinoamericanos importadores de estos 

insumos (Castro, 2017). 

 

En la región de Tumbes se cultiva alrededor a  46 465,40 has de arroz 

(GORE, 2015), constituyendo un modelo de producción agrícola 

prevalente en el uso intensivo de agroquímicos (Buenos & Luciano, 

2018). El drenaje de las aguas residuales procedentes de la actividad 

arrocera contiene una gran cantidad de estos compuestos de diversa 

naturaleza que finalmente son vertidos a los esteros con el 

consiguiente desequilibrio de estos ecosistemas. 

 

El glifosato (con diversos nombres comerciales) es unos de los 

principales herbicidas que se usa para controlar las malas hierbas en 

el cultivo de arroz, debido a su eficacia y bajo costo (Ouided & 

Abderrahmane, 2013). Este producto ha sido catalogado como de alto 

riesgo, debido a su alta toxicidad para la salud de los seres vivos y los 

ecosistemas naturales, principalmente los suelos y masas de agua 

(OMS & FAO, 2014). Investigaciones realizados en distintos países 

han determinado que el glifosato afecta la fertilidad del suelo y a las 

comunidades vegetales nativas y cultivadas (Allegrini, Gomez, and 

Zabaloy 2017; Newman et al. 2016; Paravani et  al. 2016; Yu et al. 

2015). 
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Sin embargo, es sabido que los sitios contaminadas con cierta 

cantidad de agroquímicos proveen nutrientes para la proliferación de 

ciertos microorganismos que poseen mecanismos fisiológicos para 

desarrollar resistencia, adaptabilidad y capacidad de degradación y/o 

desarrollo en suelos y aguas contaminadas, (Celaya & Castellanos, 

2011; Galati & Clark, 2011; Bento et al., 2016; Melo et al., 2016; 

Newman et al., 2016; de Alencar et al., 2017; Fu et al., 2017; la Cecilia 

& Maggi, 2018; Wang et al., 2018; Ramakrishnan et al., 2019), tal es 

el caso de bacterias que crecen en suelos con alto contenido de 

glifosato, Burkholderia vietnamiensis strain AQ5-12 (Manogaran et al, 

2018), Bacillus subtilis (Yu et al., 2015), Pseudomonas spp . strain. 

170 (Zhao et al., 2015). Por lo que, estos microorganismos podrían ser 

una alternativa viable y sostenible en la restauración de los 

ecosistemas afectados, como es el caso de las aguas residuales 

agrícolas. 

 

En los últimos años el uso de biología molecular mediante estudios 

genómicos aplicada a los microorganismos, está jugando un rol 

importante en su identificación de una manera más precisa, confiable 

y en menor tiempo en comparación con las técnicas microbiológicas 

tradicionales. La información relacionada con la microbiota de aguas 

residuales agrícolas conteniendo el herbicida glifosato en el Perú es 

escasa; por lo que en esta investigación tuvo como objetivo identificar 

molecularmente las bacterias del agua residual agrícola aisladas en 

medio de cultivo con glifosato. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA  

 

2.1. Bases teóricas. 

2.1.1. Agua residual  

 

La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO) menciona que el agua residual es aquella agua que no tiene valor 

inmediato para el fin para el que se utilizó ni para el propósito para el que se 

produjo debido a su calidad, cantidad o al momento en que se dispone de 

ella. Por ello se considera que las aguas agrícolas son un tipo de agua 

residual, debido a que su calidad inicial se vio afectada después de un 

determinado uso. Además, al ser aguas contaminadas con agroquímicos 

utilizados en esta actividad, estas aguas al ser desechadas causan efecto 

negativo a los diversos ecosistemas (ecosistemas acuáticos, ecosistemas 

costeros), fauna, flora y el suelo ( Bento et al., 2016; Allegrini et al., 2017; 

Sasal et al., 2017). Estas aguas no tratadas no son aptas para su 

reutilización, debido a que presentan en su composición agentes biológicos, 

físicos y químicos, siendo este último derivado de los agroquímicos aplicados 

en el desarrollo de la producción primaria, causando con ello la eutrofización 

de las aguas en muchos casos (Solange, 2011).  

 

2.1.2. Plaguicidas 

 

Según el artículo 2° del código internacional de conducta para la distribución 

y utilización de plaguicidas FAO un plaguicida es “Cualquier mezcla de 

sustancias destinadas a prevenir, erradicar o controlar cualquier plaga que 

causan perjuicio o que interfieren de cualquier forma en la producción de 

productos agrícolas”, además de que pueden ser administrados en animales 

para combatir insectos, arácnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos 

(FAO, 2013 citado por  Losada, 2004). 
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2.1.3.  Glifosato-Efectos fisiológicos  

 

El glifosato (N- (fosfonometil) glicina) es un herbicida que corresponde a 

un ácido orgánico débil formado por una molécula de amplio espectro, no 

selectivo y post emergente, cuya fórmula empírica es C3H8NO5 de glicina y 

otra de fosfonometilo, su forma física es un polvo cristalino, blanco e inodoro, 

con un peso específico de 1.704, soluble en agua e insoluble en solventes 

orgánicos, no tiene volatilización significativa, Así mismo, Steinrucken & 

Amrhein (1984) mencionan que el herbicida glifosato es no selectivo y de 

amplio espectro [N- (fosfonometil) glicina], además, de ser un potente 

inhibidor de 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato (EPSP), enzima vital para el 

proceso de síntesis  de aminoácidos aromáticos provenientes de las plantas 

(Selvi et al., 2011). 

 

Este herbicida fue desarrollado por la empresa Monsanto a principios de 

la década de 1970, descubierto por el doctor John E. Franz e introducido al 

mercado en 1974 para la erradicación de malezas y pastos de hoja ancha 

como por ejemplo, gramíneas, arbustos y árboles, entre otros (Solange, 

2011). Además del control de plagas y la erradicación de cultivos ilícitos en 

países que trafican droga, autores como Calderon et al. (2019). (Bento et al., 

2016), Manogaran et al. (2018), (Mesnage et al., 2015), Newman et al. (2016), 

Wang et al. (2016), mencionan que, el uso excesivo de este pesticida en el 

campo agrícola ha llevado a la acumulación de plaguicidas en el suelo, 

causando varios efectos adversos. La Organización de las Naciones Unidas 

para la Agricultura y la Alimentación (FAO, 2013) señala también que este 

pesticida es comúnmente utilizado debido a que destaca por su eficiencia en 

diversos cultivos y por su bajo costo. 

 

Sin embargo, la toxicidad de los herbicidas en los ecosistemas y la 

disipación a partir de microorganismos ha sido ampliamente investigada 

(Allegrini et al., 2017; Paravani et al., 2016; Sviridov et al., 2015; Zhang et al., 

2018), determinándose los daños en plantas, animales, ambiente y la salud 

humana (Varona et al. 2009). También se han planteado preocupaciones de 

que el glifosato puede modificar los ecosistemas del suelo y las comunidades 
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microbianas (Nguyen et al.,  2018). 

 

Por otro lado, Defarge et al. (2016) encontraron que los herbicidas a base 

de glifosato interrumpen la actividad de la aromatasa en las células humanas, 

causando impactos negativos en la salud (Chang & Delzell 2016). Además, 

Mesnage et al. (2015) determinaron que la exposición al GP causa  efectos 

tóxicos potenciales. Kim et al. (2016), realizaron un estudio basado en 

factores pronósticos de pacientes que estuvieron en contacto con el glifosato-

surfactante, determinando que, a partir de curvas característica operativa del 

receptor (ROC) y curva de supervivencia de 30 días de Kaplan-Meier de 232 

pacientes analizados, 29 murieron, lo que arroja una tasa de letalidad del 

12.5%. También se ha planteado alguna preocupación en cuanto a que el 

glifosato podría alterar  los ecosistemas edáficos y las comunidades 

microbianas Nguyen et al. ( 2018). 

 

2.1.4. Contaminación agrícola 

 

La contaminación agrícola está dada por el uso indebido de sustancias 

químicas en la producción primaria, donde se utilizan tratamientos 

específicos para el sembrío y mantenimiento de cultivos, conllevando 

posteriormente a una contaminación gradual en suelos, aguas  y ecosistemas 

costeros (Puente et al. 2015), impactando a su vez a diversos 

microorganismos que ayudan a la fertilidad del suelo como es el caso de las 

bacterias del género Acidobacter  (Vera et al., 2012; Sviridov et al., 2015; 

Zhao et al., 2015; Dewer, 2018; Huang et al., 2018; Wang et al., 2019). 

 

2.1.5.  Biorremediación 

 

La Academia Americana de Microbiología menciona que, la 

biorremediación es el “uso de organismos vivos para reducir o eliminar 

riesgos medioambientales resultantes de la acumulación de compuestos 

químicos tóxicos y otros residuos peligrosos” siendo esta posible gracias al 

potencial metabólico de los microorganismos donde se cataliza, destruye o 
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transforman compuestos químicos en otros de menor impacto que resultan 

amigables para la naturaleza  (Humberto & Rojas, 2011; Guarico & Lara, 

2012; Nwinyi et al., 2016; Pulamarín  & Oña, 2019). Sin embargo, es 

necesario tener en cuenta, que existen factores limitantes para el crecimiento 

de los microorganismos, como nutrientes esenciales (nitrógeno y fósforo) y 

las condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial redox, 

humedad), que ponen en riesgo la existencia de poblaciones microbianas con 

potencial enzimático (Celaya & Castellanos, 2011; Guijarro et al., 2018). 

 

2.1.6. Identificación de microorganismos por técnicas 

moleculares 

 

 

Rodicio (2016) menciona que la identificación de microorganismos ha sido 

realizada por una variedad de técnicas comúnmente desarrollada a nivel 

microbiológico basados en pruebas bioquímicas. Sin embargo, hoy en día, se 

utilizan técnicas de identificación más sensibles y eficaces que permiten una 

identificación mucho más rápida y confiable. Por ello, el uso de Biología 

molecular proporciona técnicas importantes que  utilizan la secuenciación 

parcial de fragmentos del gen ribosomal 16S, realizando la amplificación por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) la cual fue desarrollada por Mullis 

(1990), la secuenciación de los nucleótidos en la amplificación de 

ampliaciones es analizada por la secuencia en el Programa bioinformático 

BLAST, donde se utilizan una base de datos para la identificación de 

organismos. 

 

 Para la amplificación del fragmento se utiliza un termociclador, cuyo 

proceso se desarrolla en 35 ciclos y se basa en tres etapas, la primera es 

desnaturalización la cual realiza la separación de las cadenas 

complementarias de ADN, se realiza a una temperatura de 92 – 98 °C en un 

tiempo prolongado de 30 a 90 segundos. La segunda etapa es hibridación la 

cual a su vez consiste en el apareamiento entre los oligonucleótidos y la 

cadena del ADN desnaturalizado, hibridando con su secuencia 

complementaria se desarrolla en un tiempo de 30 o 60 segundos a una 



15  

temperatura de 50 ó 60 °C. Por último, la etapa de extensión, la Taq 

polimerasa actúa sobre el complejo templado-primers y empieza su función 

catalítica a una velocidad muy rápida; agrega dNTP’s complementarios para 

crear las cadenas completas de ADN. La Taq polimerasa sintetiza a la nueva 

cadena en dirección de 5’ a 3’. Esta etapa reacciona a una temperatura de 

70 o 74 °C con un tiempo de 30 a 90 segundos (Rodicio & Mendoza, 2004). 

 

La amplificación de Nucleótidos es visualizada a partir de la electroforesis, 

para ello es necesario la preparación de geles de agarosa al 1,5 g por cada 

100 ml de TAE al 1X, el tamaño de banda depende del peso molecular 

especifico y es comparado con un marcador de peso molecular para 

determinar el número de pares de bases, producto de la PCR, (Roth, 2019). 

 

Para el análisis de la Secuencia es necesario la comparación de la 

secuencia del gen 16S ARNr; analizando el grado de identidad y similitud 

entre secuencias biológicas de proteínas y nucleótidos ya reportadas. Sin 

embargo, es necesario resaltar que existen diversas fuentes de bases de 

datos que brindan mayor confiabilidad. 

 

2.2. Antecedentes 

 

Son muchos los reportes sobre las bondades que ofrecen los 

microorganismos benéficos en la restauración de diversos ecosistemas 

generando tecnología limpia. Yelena et al. (2013) establecieron que las cepas 

aisladas de la rizósfera son capaces de desarrollar funciones benéficas a 

partir la promoción de crecimiento, y también pueden desarrollar funciones 

degradativas a partir del glifosato.  Estos mismos investigadores realizaron 

un estudio de aislamiento y caracterización de cepas rizosféricas, aislando 

10 cepas del rizoplano de varias plantas, las cuales fueron resistentes a una 

concentración de glifosato de 10 mM, siendo una de estas cepas identificadas 

E. cloacae K7, la cual pudo utilizar al glifosato como fuente de P (fosforo). 

 

En lo que respecta al uso de microorganismos con resistencia y capacidad 
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de degradar glifosato, se han reportado algunos estudios, que evaluaron la 

actividad de biodegradación al glifosato, a partir del aislamiento de 

microrganismos nativos, demostrando que, al usar este producto como fuente 

de carbono, fosforo y azufre la degradación resultó más eficiente (Ebenau et 

al., 2017; Fu et al., 2016; Guijarro et al., 2018; Tazdaït et al., 2018; Yu et al., 

2015;; Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2015)  

 

Fu et al. (2016), realizaron un ensayo de mutación para obtener cepas con 

alta capacidad de degradación del glifosato y mejorar la eficiencia de la 

enzima degradadora del glifosato, mediante la optimización de las 

condiciones de fermentación, donde la espora de Aspergillus oryzae A-F02 

se sometió a mutagénesis ultravioleta. El experimento de factor único y la 

metodología de superficie de respuesta se utilizaron para optimizar la 

producción de enzimas degradadoras de glifosato a partir de la cepa mutada 

mediante fermentación en estado líquido. Se obtuvieron cuatro cepas 

mutantes proporcionando la actividad enzimática total.  

 

Así mismo Manogaran et al. (2018); Manogaran, Shukor, et al. (2018) 

estudiaron la capacidad que presentan los microorganismos al usar 

productos químicos, donde identificaron las bacterias Burkholderia 

vietnamiensis AQ5-12 y Burkholderia sp AQ5-13 con potencial de usar el 

glifosato como fuente de fósforo para apoyar la reducción del molibdeno. Los 

resultados indicaron a 5 mM de fosfato como la concentración óptima que 

soporta la reducción de molibdeno para ambas bacterias. 

 

Sin embargo, Argüello-Rangel et al. (2015), Brunharo et al. (2019), 

Ebenau-Jehle et al. (2017), reportaron los primeros casos de resistencia al 

glifosato asociado tanto a la duplicación de EPSPS (enzima producida por 

plantas y microorganismos, señalando también que la mutación del sitio 

objetivo en la posición 106,  conlleva a altos niveles de resistencia al glifosato. 

Cabe mencionar que poblaciones microbianas puede ser utilizadas en 

consorcios con fines de tratamiento y biorremediación de sitios que han sido 

críticamente impactados por contaminantes, como sucede en los consorcios 

de microalgas con potencial de biorremediación de aguas residuales a partir 
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de Metagenómica (Posso, 2019). 

 

Allegrini et al. (2017), realizaron un estudio de laboratorio a nivel de 

microcosmos para evaluar el impacto de hasta tres aplicaciones de GP en las 

comunidades microbianas, relacionando la exposición repetida al glifosato y 

los cambios que inducen en la nitrificación de las comunidades y el 

metabolismo de los fenilpropanoides, determinando que la exposición de GP 

en el suelo causa impactos en los procesos claves para el ciclo del C y N en 

el suelo. 

 

Paravani et al. (2016), aislaron y caracterizaron morfológicamente 

bacterias anaeróbicas con potencial de producir metano utilizando al GP 

como fuente de energía. Del mismo modo, Tazdaït et al. (2018), realizaron 

un estudio cinético sobre la biodegradación del glifosato con lodos activados 

no climatizados, probándose el crecimiento celular a diferentes 

concentraciones de glifosato (0.1, 0.5, 1, 2 y 5 g / L).  

 

Fu et al. (2017) mencionan la vía y paso limitante de Aspergillus oryzae 

en la degradación del glifosato. Para ello, de la aireación de un tanque en una 

fábrica de pesticidas se aisló Aspergillus oryzae A-F02, un hongo que 

degrada el glifosato. La vía y el paso limitante de la velocidad del glifosato 

(GP) se investigó mediante análisis de metabolitos. El glifosato, 

aminometilfosfónico ácido (AMPA) y metilamina estuvieron presentes en el 

líquido de fermentación de A. oryzae A-F02. La vía de degradación de GP en 

A. oryzae A-F02 se reveló: GP se degradó primero en AMPA, que luego se 

degradó en metilamina. Finalmente, la metilamina se degradó aún más en 

otros productos, concluyendo que el descomponer el GP a AMPA es un paso 

fundamental en su degradación, siendo el AMPA el principal producto en la 

degradación del GP (Grandcoin et al., 2017). 

 

Guijarro et al., (2018) evaluaron la disipación del GP en condiciones de 

campo en tres tipos de suelo, considerando los siguientes factores en la 

persistencia ambiental del herbicida, a) comunidades bacterianas del suelo, 

b) propiedades fisicoquímicas del suelo, c) exposición previa a la a herbicida. 
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Además, determinaron la concentración de GP y AMPA en función del 

tiempo. Asimismo, la dinámica de las comunidades bacterianas del suelo fue 

evaluada, mediante secuenciación de amplicones del gen ARNr 16S, 

concluyendo que, todos los suelos mostraron cambios en la estructura de la 

comunidad bacteriana, que, sin embargo, no pudieron asociarse claramente 

con la disipación del glifosato, lo que sugiere la presencia de poblaciones de 

bacterias redundantes de degradadores potenciales. Sin embargo, la 

aplicación del herbicida provocó una interrupción parcial de la red de 

asociación bacteriana del suelo no expuesto. 

 

la Cecilia & Maggi (2018) mencionan que la oxidación del herbicida 

glifosato (GLP) en el suelo puede sufrir tanto en condiciones aeróbicas como 

anaeróbicas. La oxidación biótica, degradación abiótica y dos reacciones 

enzimáticas oxidativas o hidrolíticas produce ácido aminometilfosfónico 

(AMPA), tanto el GP como el AMPA son fitotóxicos. Se hizo un estudio de 

degradación del GP en el microcosmo del suelo, diseñando varios análisis de 

sensibilidad para evaluar el potencial de degradación de GLP y AMPA contra 

la disponibilidad de O2 (aq) y carbono (C), pH y contenido mineral de 

birnessita, demostrando que, las bacterias oxidan o hidrolizaban hasta el 98% 

de GLP y solo el 9% de AMPA. 

 

Manogaran et al. (2017) mencionan que el glifosato [N- (fosfonometil) 

glicina] es un herbicida desarrollado por la empresa Monsanto a principios de 

la década de 1970 para la erradicación de malezas y pastos de hoja ancha, 

donde a consecuencia del uso excesivo de este en el campo agrícola, ha 

llevado a la acumulación de plaguicidas en el suelo, causando varios efectos 

adversos. La preocupación por su toxicidad y la disipación a partir de 

microorganismos llevó a desarrollar un estudio de aislamiento de siete cepas 

microbianas de diferentes sitios contaminados con glifosato en Malasia. 

Como resultado, aislaron e identificaron cepas que pudieron crecer en un 

medio que contenía glifosato como única fuente de fósforo, las cuales fueron 

identificadas como Burkholderia vietnamiensis y Burkholderia sp,  

 

Manogaran, Shukor, et al. (2018) mencionan que diferentes estudios 
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reportan problemas de salud al glifosato por su alto nivel de toxicidad, 

indicando además que, la remoción de este herbicida del medio ambiente, 

generalmente se realiza mediante un proceso microbiológico, ya que el 

proceso de degradación química es ineficaz debido a la presencia de enlaces 

muy estables. 

 Wang et al. (2016) reporta la remediación de suelos contaminados con 

glifosato mediante plasma de descarga de barrera dieléctrica a presión 

atmosférica y su evaluación de toxicidad residual. Se exploró la degradación 

del suelo y se analizó la toxicidad del lixiviado del suelo después de la 

remediación, evaluado mediante una prueba de germinación de semillas. Los 

resultados experimentales mostraron que aproximadamente el 93.9% del 

glifosato se degradó dentro de los 45 min del plasma del tratamiento DBD, 

con un rendimiento energético de 0.47 g kW/h, y el proceso de degradación 

encajó con el modelo cinético de primer orden. Asimismo, se evaluó una 

prueba de toxicidad de lixiviados del suelo, utilizando germinación de semillas 

de trigo, donde el suelo no mostró ningún efecto peligroso después de la 

degradación de alta eficiencia de glifosato. 

 

Munees (2011)  evaluó el efecto de cuatro herbicidas, quizalafop-p-etilo, 

clodinafop, metribuzina y glifosato, sobre las actividades que promueven el 

crecimiento de las plantas, como la solubilización de fosfatos, producción de  

sideróforos, ácido indol acético, exopolisacáridos, cianuro de hidrógeno y la 

producción de amoniaco como tolerancia a estos herbicidas. Se utilizó la cepa 

Klebsiella sp. aislada de la rizósfera de mostaza. Los herbicidas 

seleccionados se aplicaron dos o tres veces a las dosis recomendadas, los 

resultados mostraron que, Klebsiella sp. cepa PS19 toleró una concentración 

de 1 600 µg/ml de quizalafop-p-etilo y clodinafop, 3 200 µg/ml y 2 800 µg/ml 

de metribuzina y glifosato, respectivamente. El estudio reveló, además, que 

las dosis más altas de los herbicidas disminuyeron la actividad de promoción 

de la planta, pero no inhibió completamente las actividades metabólicas de la 

cepa PS19. 

 

Eschenburg et al. (2002) mencionan que la enzima 5-enolpiruvil 

shikimato-3-fosfato (EPSP) sintasa (EC 2.5.1.19) es esencial para la 
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biosíntesis de compuestos aromáticos en plantas y microbios, y esta enzima 

es inhibida por el herbicida glifosato. Reportan que, una de las primeras 

enzimas mutadas e insensibles al glifosato es la Gly96Ala EPSP sintasa de 

Klebsiella pneumoniae. 

Las pseudomonas son bacterias ubicuas que pueden vivir bajo una amplia 

gama de condiciones ambientales; y algunas especies se utilizan con éxito 

en la industria de la fermentación. Sun et al. (2018), determinaron que, la 

cepa Pseudomonas plecoglossicida es un importante productor de 2-

cetogluconato industrial (2KGA), demostrando con ello la importancia del gen 

KguT de P. plecoglossicida. 

 

Yu et al. (2015) indican que la cepa Bacillus subtilis es capaz de degradar 

al glifosato, presentando un alto potencial de biorremediación del suelo, 

debido a que esta cepa bacteriana pudo crecer en altas concentraciones de 

GP, siendo 40.000 mg /ml la concentración máxima tolerada. 

 

Otros estudios relacionados a la capacidad de degradación de 

compuestos contaminantes que expresan los géneros  Pseudomonas han 

sido reportados por  (Tan et al., 2014; Yan et al., 2017; Geiger et al. 2019 Y. 

Sun et al., 2019; Grandcoin et al., 2017). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Ubicación del Área de estudio 

 

La obtención de muestras se realizó en los drenes correspondiente a los 

campos arroceros, ubicados entre los laterales B y C de la margen izquierda 

del rio Tumbes, colindantes con la Facultad de Ciencias Agrarias de la 

Universidad Nacional de Tumbes, distrito de San Pedro de los Incas 

(Corrales), Provincia y Región de Tumbes, cuyas coordenadas en UTM son: 

9603026.53 mS, 555 137. 77 mE y una altitud de 5 m s.n.m (Fig. 1).  

 

 

  

Figura 1. Posición global satelital del lugar de muestreo y recolección de agua 
residual agrícola 



22  

3.2. Metodología 

 

La investigación abarcó dos fases: 

 

3.2.1. Fase de campo 

 

Se realizó una prospección para ubicar y seleccionar los drenes con agua 

residual agrícola a muestrear que, presentaron características relevantes en 

cuanto a su carga de contaminantes químicos, especialmente la deposición 

del herbicida glifosato (datos proporcionados por especialistas del Servicio 

Nacional de Sanidad Agraria-SENASA). En condiciones de bioseguridad y en 

botellas de vidrio con tapa rosca, previamente esterilizados, se tomaron dos 

submuestras en cada una de los tres puntos seleccionados (Figura 2), 

obteniéndose finalmente 6 muestras, las cuales fueron depositadas en una 

caja de poliestireno conteniendo Gel Pack (generando una temperatura 

estable de 4ºC para su conservación) y posteriormente, trasladadas a los 

laboratorios de Ingeniería Forestal y Medio Ambiente de la Universidad 

Nacional de Tumbes  (3 muestras) y Biología molecular de la Empresa 

INCA’BIOTEC (3 muestras) para su análisis físico-químico y estudio 

microbiológico y de identificación molecular, respectivamente. 

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

  Figura 2. Recolección de muestras de agua residual agrícola 

 

 A  B 
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3.2.2. Fase de laboratorio 

 

3.2.2.1. Caracterización fisicoquímica del agua residual 

 

Las muestras de agua residual agrícola de los tres puntos fueron 

analizadas en el laboratorio de Análisis Ambiental de la Universidad Nacional 

de Tumbes, determinándose los parámetros físico-químicos indicados en la 

Tabla 1. 

 

Tabla 1. Caracterización físico-químico del agua residual agrícola 

Tipo de 
análisis  

Parámetros Unidad Método analítico Laboratorio 

Físico 

Aspecto -  Organoléptico 

Laboratorio de Análisis 
Ambiental  

 

Temperatura ºC 
Sensor Térmico 

(electrónico) 
 

pH Unid. pH Potenciométrico  

O. D mg/L Electrométrico  

C.E dS/m Electrométrico  

S.D. T ppm Volumétrico  

Química 

Nitritos  mg/L 
Colorimétrico 

 

Fosfatos mg/L  

    

DBO5 ppm Dilución  

 

 

Para la determinación de los parámetros físicos indicados en la tabla 1 se 

utilizó el analizador multiparámetro (WTW modelo multi 3680). En tanto, que 

los parámetros químicos se realizaron, según la metodología de (Standard 

Methods for the Examination of Water and Wastewater, 1999). La 

concentración de nitratos y fosfatos se determinaron por el método 

colorimétrico en un espectrofotómetro UV-VIS PerkinElmer, Lambda 365 a 

443 nm de longitud de onda, respectivamente. 
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Par el análisis del DBO se realizaron diluciones de las muestras a 5/300, 

10/300 y15/300 en frascos Winkler, la lectura del oxígeno disuelto inicial y 

final se utilizó la técnica de electrodos de membrana con el uso del 

multiparámetro.  Para la DBO5 fue necesario preservar las diluciones a 20 ºC 

± 1ºC durante 5 días, determinándose luego mediante la fórmula:  

𝑫𝑩𝑶𝟓

(𝑶𝒊 − 𝑶𝒇)𝒙 (𝟏 − (𝟎, 𝟎𝟏𝒙𝑷)

(𝟎, 𝟎𝟏𝒙𝑷)
 

 

Donde: 

Oi: Oxígeno disuelto inicial (mg/L) 

Of: Oxígeno disuelto final (mg/L) 

P: Dilución en porcentaje 

Cuando la dilución es 10/300  

P= (5/300)*100  

P= (10/300)*100 

 

3.2.2.2. Análisis molecular de las bacterias cultivables  

 

Como estrategia se utilizó el flujograma de trabajo establecido en el proyecto 

BioFort 1 modificado (Fig- 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Flujograma de trabajo para el aislamiento, mantenimiento y ensayo de       
microorganismos benéficos. 

Fuente: EIN-1-P021-17 informe del proyecto Bio-Fort1 modificado 
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a) Aislamiento de bacterias cultivadas 
 

Para el aislamiento de los microorganismos del agua residual agrícola se 

utilizó el medio especifico caldo mineral mínimo (MSM) (cuya composición se 

detalla en el anexo 1) suplementado con glifosato como única fuente de 

carbono a un pH de 7.1, y siguiendo el protocolo propuesto por (Manogaran 

et al., 2017; Yu et al., 2015; Zhao et al., 2015). En un frasco de botella de 

tapa rosca de 500 ml que contenía el medio especifico MSM se adicionó 5 ml 

de agua residual agrícola y 0.5 gl-1 de glifosato (Solución madre: formulación 

comercial Ronduond®). La muestra se homogenizó en un agitador orbital 

GENIE TEMP-SHAKER300 a 180 rpm, incubándola a una temperatura de 33 

°C por 7 días. Posteriormente, se realizó una transferencia de 5 ml de esta 

mezcla a un medio MSM fresco conteniendo 1 gl-1 de GP e incubándola a 37 

°C por 3 – 4 días en agitación constante a 180 rpm. A partir de esta solución 

se realizaron diluciones seriadas de 10-1 hasta 10-7 en tubos eppendorf, se 

utilizaron las diluciones 10-3, 10-5 y 10-7 para el aislamiento bacteriano. Para 

gelificar el medio mínimo mineral, se añadieron 15 gl-1 de agar, adicionándose 

luego el glifosato a una concentración inicial de 0.5 gl-1 de cada dilución.  

 

La siembra de las cepas bacterianas se realizó por triplicado en placas 

Petri conteniendo agar medio mínimo mineral, agregando 10 µl de cada 

dilución y esparciéndolas con una espátula de Drigalsky Estas placas Petri 

se mantuvieron en una incubadora a 28°C por 48 horas para propiciar el 

desarrollo de los microorganismos. Después de observar el crecimiento 

diferenciado de colonias bacterianas a partir de su morfología que éstas 

presentaban en MSM, se procedió a realizar tres purificaciones en el mismo 

medio de cultivo. 

 

b) Caracterización Morfológica 
 

Se utilizó las cepas bacterianas purificadas en medio mínimo mineral con 

glifosato, las cuales fueron incubadas a 28 ºC por 48 horas, momento en que 

se evaluó las características morfológicas de las colonias y también se 

realizaron tinciones de Gram para el estudio de la morfología celular. La 
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morfología se evaluó directamente a través de visualizaciones de las 

colonias bacterianas, de acuerdo a lo sugerido por (Alvarado-cap & Guti, 

2010), cuyos parámetros se detallan en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Características morfológicas evaluadas en las bacterias aisladas de agua residual 
agrícola. 

 

Morfología      Parámetro        Descripción 

 Forma Irregular, circular, rizado 

  Margen 
Ondulado, entero, lobulado, 

encrespado 

 Elevación Plana, elevada, cóncava 

 Tamaño 
Moderado, grande, pequeño, 

puntiforme 

Morfología de la 
colonia 

Textura Lisa, rugosa 

 Apariencia 
Transparente, translúcida, 

opaca 

    Color Crema, blanca, roja, amarilla 

 Tinción de Gram Positivo, negativo 

Morfología celular    

  Tipo 
Bacilos, cocos, diplococos 

cocobacilos 

 
 

Para observar la morfología celular de cada una de las colonias, se utilizó 

la tinción Gram (en la cual se utiliza el cristal violeta de Hucker, una solución 

de Lugol como mordiente y solución de safranina como colorante de 

contraste) en los preparados en seco, que permite distinguir dos tipos de 

bacterias en relación a la estructura de la pared celular. Las observaciones 

fueron realizadas en el microscopio óptico Nikon Eclipse E100, utilizando la 

tinción de Gram. 

 

c) Identificación molecular de las bacterias cultivables 
 

Para la identificación molecular de las bacterias aisladas se utilizaron las 

herramientas de biología molecular: extracción de ADN, PCR, electroforesis, 

secuenciación y análisis informático, cuyos protocolos se detallan a 
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continuación: 

  

- Extracción de ADN  

 

Para extraer el ADN bacteriano se utilizó el Buffer Fosfato Alcalino (PBS), 

que por ebullición permitió la fragmentación de células bacterianas.  Para 

ello, las cepas bacterianas puras crecidas en medio mineral suplementado 

con glifosato e incubadas a 28°C por 24 horas se colocaron en microtubos 

eppendorf con agua destilada estéril y centrifugadas a 10 000 rpm por 2 

minutos, eliminándose el sobrenadante y conservando solo el pellet (Fig.4). 

La ruptura de las paredes celulares de las cepas bacterianas se hicieron con 

Tris HCl (ácido clorhídrico) – EDTA (1x) y se centrífuga nuevamente a 10 

000 rpm por 2 minutos, eliminándose el sobrenadante y luego re-

suspendiendo el sedimento en 200 µl de TE 1X [(137mM de Cloruro de Sodio 

(NaCl₂), 2.7 mM de Cloruro de Potasio (KCl), 10 mM de Fosfato de Sodio Di 

básico (Na₂HPO₄), 8 mM de Fosfato de Potasio Di hidrogenado (KH₂PO₄)], 

posteriormente, los tubos se sometieron a un shock térmico con ebullición 

por 10 minutos, seguido por un enfriamiento en hielo por 5 minutos. Las 

muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 2 minutos y se retiró el 

sobrenadante sin tocar el pellet; este fue re-suspendido en agua ultra pura, 

se adicionó ARNasa (0.1 mg/ml) para eliminar restos de ARN, luego se 

incubó a 37°C por 1 hora. Las muestras así procesadas se almacenaron a -

20 ºC para la conservación del ADN. 

 

- Cuantificación de ADN  

 

 Para la cuantificación de ADN fue necesario utilizar la lectura de muestra 

de ADN extraído de cada una de las cepas bacterianas aisladas del agua 

residual agrícola, en el Espectrofotómetro de microvolumenes 

NanoPhotometer® Implen NP80, esto se realizó para conocer la presencia 

o ausencia de ADN, el grado de pureza y la concentración de ADN extraído 

(Fig. 5). 
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- Amplificación mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) 

 

Esta técnica se utiliza para sintetizar un fragmento de ADN utilizando la 

enzima Taq ADN polimerasa que trabaja a temperaturas elevadas (extraída 

de la bacteria Thermus aquaticus que vive a temperaturas de 79°C a 85°C). 

Figura 4. Extracción de ADN de bacterias aisladas de agua residual agrícola 

Figura 5. Cuantificación de ADN extraído de bacterias aisladas de agua residual 
agrícola 
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Al realizar una reacción de PCR simulamos en la célula una sintetización del 

ADN cuando son mezclados los ingredientes necesarios para hacerlo. Se 

realizó la PCR utilizando los primers 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3’) 

y 1492R (5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). El mix de reacción de la 

PCR incluyó concentraciones finales de: Buffer Taq 1X (Thermo Scientific); 

Taq DNA polymerase recombinant 0.04 U/μl (Thermo Scientific); 2.5 mM 

MgCl2 (Thermo Scientific); 0.2 mM dNTP's; 0.36 pmol de cada primers; 2 μl 

de ADN y llevados hasta un volumen final de 25 μl con agua ultra pura, los 

ciclos de amplificación fueron realizados en un termociclador (BLUE-RAY 

turbocicler) con un programa establecido para fragmentos del gen 16S: un 

paso inicial de pre-desnaturalización a 94° C por 5 min, seguido de 35 ciclos 

de 94° C por 30 s, 58° C por 45 s, 72° C por 90 s y un paso de elongación 

final de 72° C por 6 min. 

 

- Electroforesis  

 

Los productos de PCR fueron migrados en gel de agarosa al 1.5% en el 

equipo (Cleaver Scientific Ltd. AG500) a 90 Voltios por 30 minutos en 60 ml 

de buffer TAE 1X (40 mM Tris-Acetato; 1 mM EDTA). El gel se tiñó con 3 μl 

bromuro de etidio (10 mg/ml) y finalmente los amplicones se visualizaron en 

un transiluminador (Vilber Lourmot TFX20M) bajo luz ultravioleta (UV) (Fig. 

6).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

1 500 pb 

Figura 6. Visualización de los amplicones de fragmentos del ADN de bacterias aisladas de 
agua residual agrícola. 
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- Secuenciación y análisis informático 
 

Los amplicones fueron enviados al laboratorio de la empresa 

MACROGEN (USA) para su realizar la secuenciación simple (forward). El 

análisis bioinformático de las secuencias obtenidas se realizó con la 

herramienta ClustalW incluida en el software bioinformático MEGA 6.0 

(http://www.megasoftware.net/) y posteriormente analizadas en el programa 

online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National 

Center for Biotechnology,Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

3.2.2.3. Evaluación in vitro del crecimiento de bacterias en diversas 

concentraciones de glifosato. 

 

Las bacterias aisladas del agua residual agrícola que crecieron en medio 

mínimo mineral (MSM) con glifosato (GP) fueron evaluadas para conocer su 

posible resistencia a este herbicida. Para ello, fue necesario exponerlas a 

diversas concentraciones de GP, las concentraciones que se utilizaron 

fueron: 1, 2 y 3 gl-1 (preparadas a partir de una formulación comercial de 480 

gl-1 de glifosato.  

Se inoculó 4 µl (1x108 UFC/ml) de cada una de las cepas bacterianas 

después de las 48 horas de reactivación sobre placas Petri que contenían 

discos de papel filtro de 5 mm de diámetro y MSM-agar con GP en las 

diferentes concentraciones. Se encubaron a 28 ºC por 48 horas, momento 

en el cual se evaluó su crecimiento en base al área de la corona circular (Fig.  

7) utilizando la fórmula matemática A= .r2, Palmer (como se citó en García 

León, 2020)  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 7. Representación de los círculos concéntricos mostrando el área de la corona 
circular. 

 

 

 

El área de la corona circular se ha determinado por diferencia entre las 

áreas de los dos círculos concéntricos (el mayor de radio R y el menor de 

radio r) 

 

Ac – ac =  (R2- r2) 

Ac: Área del circulo mayor 

ac: Área del circulo menor (disco de papel) 

R: Radio Mayor 

r: Radio menor (la mitad del disco de papel = 2.5 mm) 

: Valor constante (3,1416) 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Análisis físico-químico del agua residual Agrícola 

 

Los valores de los parámetros físico-químicos son un indicador de la 

calidad del agua y condicionan la vida de los diferentes organismos que se 

encuentran presentes en ella.   En la tabla 3 se muestran los resultados del 

análisis físico-químico del agua residual agrícola, donde podemos apreciar 

que, el aspecto del agua varío entre ligeramente turbio y turbio; la 

temperatura fue constante, y el pH moderadamente alcalino; mientras que la 

C.E estuvo en alrededor de 3.4-3.5. Los valores de estos tres últimos 

parámetros se encuentran dentro de los rangos para el crecimiento óptimo 

de las bacterias benéficas (Casellas et al., 1998; Mehta et al., 1979).  

 

Los niveles de oxígeno disuelto y sólidos disueltos totales, no excedieron 

los ECA para agua, categoría 3 D-1 (MINAM, 2017) y son considerados 

normales para el desarrollo de la vida acuática (Hahn-vonHessberg et al., 

2009). El DBO5 muestra valores reducidos en los sectores muestreados, 

indicando que parte del oxígeno estaría siendo utilizados para degradar la 

materia orgánica (no medida) presente, lo cual le daría la apariencia de color 

turbio.  Además, la presencia del oxígeno en el agua es importante en la 

oxidación biológica del amonio a nitritos, su deficiencia ocasionaría que los 

microorganismos realicen la nitrificación de una manera acelerada, puesto 

que, los datos de nitrógeno amoniacal y orgánico son importantes para 

determinar si el sustrato contiene suficiente nitrógeno para nutrir a los 

organismos (Hahn-vonHessberg et al., 2009). Los resultados muestran 

valores de este elemento por debajo de la normativa legal ECA para agua, 

categoría 3 D-2 (MINAM, 2017), con lo cual los microorganismos lo estarían 

utilizando como fuente de energía  al igual que el fósforo.  
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Tabla 3. Caracterización Físico-química del agua residual agrícola en drenes de tres 
sectores muestreados. 

Tipo de análisis  Parámetros Sector 1 Sector 2 Sector 3 

Físico 

Apariencia Turbia 
Ligeramente 

Turbia 
Turbio 

pH 7.74 7.32 7.54 

T (ºC) 26.2 26.1 26.2 

C.E (µmhos/cm) 3.42 3.53 3.58 

OD (mg/l) 7.70 8.18 7.60 

S. D.T (mg/l) 294 286 278 

Químico 

NO2 (mg/l) 3.5 0.1 0.08 

PO4 (mg/l) 2.55 0.29 0.17 

DBO5 (mg/l) 73.36  87.52 86.14 

 

 

4.2. Caracterización morfológica de bacterias del agua residual 

agrícola. 

 

En la Tabla 4, se presentan las diferentes características morfológicas de 

las 14 colonias bacterianas aisladas del agua residual agrícola en tres 

sectores de los drenes agrícolas, crecidas en el medio MSM suplementado 

con 0.5 g/l de glifosato. Observamos un crecimiento que va desde moderado 

(70%) a abundante (30%), su forma varió de circular (50%), rizado (20%) a 

irregular (30%); mientras que, la mayoría de las colonias tuvieron un tamaño 

pequeño (65%), y en menor cantidad puntiforme (35%). Asimismo, la mitad 

de las colonias presentaron borde entero (50%) y la otra mitad ondulados 

(50%), todas las colonias tuvieron una textura lisa y elevación plana. En 

cuanto el color y apariencia varío de crema translúcida, crema transparente, 

blancas translúcidas, blanca transparente y otras fueron simplemente 

transparentes o translucidas.  

 

En lo que respecta a la morfología celular, observamos que todas las 
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bacterias tuvieron forma de bacilos y la expresión de color de la pared celular 

en respuesta a la Tinción Gram fue también negativa, debido a que las 

bacterias Gram negativas  ejercen una notable influencia en la resistencia de 

contaminantes producto del mecanismo que expresa la membrana externa 

de las bacterias gran negativas a diferencia de las bacterias Gram positivas 

que presentan una pared de peptidoglicanos considerado punto débil de las 

bacteria Gram +. . 

 

Tabla 4. Descripción de la morfología colonial y celular de los aislados bacterianos en 

medio de cultivo MSM suplementado con 0.5 g/l de GP. 

Puntos 
Muestreados 

Código 

Morfología 
celular 

  Morfología de la Colonia 

Forma Gram  Forma Borde Elevación Tamaño Textura 
Color- 
Apar. 

Crecimiento 

1 

R1 B -  R ON P PE LI CT ++ 

R2 B -  IR EN P PU LI CT ++ 

R3 B -  R ON P PE LI CT ++ 

R4 B -  IR EN P PE LI CT + 

R5 B -  IR ON P PU LI CT + 

R7 B -  R LO P PU LI TR ++ 

R8 B -  C ON P PE LI T + 

            

2 

R10 B -  C ON P PE LI CTR + 

R11 B -  C EN P PU LI TR + 

R12 B -  C EN P PE LI TR + 

            

3 

R13 B -  C ON P PE LI BT + 

R14 B -  C ON P PE LI BTR + 

R15 B -  IR EN P PU LI CT + 

R16 B -   C EN P PE LI CT + 

 

Parámetro 

Forma celular 

Descripción 

(B) Bacilos  

Gram (-) Negativo 

Forma de colonia (IR) Irregular, (CI) Circular (R) Rizado 

Borde (ON) Ondulado, (EN) Entero, (LO) Lobulado 

Elevación (PL) Plana  

Tamaño (PU) Puntiforme, (PE) Pequeño 
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Textura (LI) Lisa  

Color-Apariencia 
(T) Transparente, (CT) Crema Transparente, (TR)Translúcida, (CTR) Crema Translúcida,  

 (BT) Blanca transparente, (BTR) Blanca translúcida. 

Crecimiento (+) Moderado, (++) Abundante  

 

En la figura 8, se observa algunas colonias bacterianas y la 

característica tintorial Gran negativa de los bacilos frente a la tinción 

empleada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Evaluación in vitro del crecimiento de bacterias en diversas 
concentraciones de glifosato. 

 

Los resultados indican que la mitad de las cepas bacterias aisladas del 

agua residual agrícola proceden del sector 1 (siete cepas), seguido del 

sector 3 (4 cepas) y sector 2 (3 cepas) (Tabla 5). Todas las bacterias 

crecieron en el medio de cultivo MSM suplementado con 1 gl-1 de glifosato, 

destacando por su mayor diámetro y área circular aquellas codificadas 

como R7, R11, R12, R13, R15 y R16; mientras que con concentración de 

2 gl-1 glifosato sobresalieron las cepas R13 y R7. Asimismo, en la 

concentración de 3 gl-1 de glifosato tuvieron el mayor crecimiento las 

bacterias R13 y R8; en tanto que, las cepas R1, R2, R3, R4, R7, R12, y 

R16 no lograron sobrevivir. En la figura 9 podemos apreciar el crecimiento 

A B 

Figura 8. (A) Morfología y (B) tinción Gram negativa de bacterias aisladas 
en medio de cultivo MSM suplementado con glifosato. 
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de la bacteria R5 en las diferentes concentraciones de glifosato ensayadas. 

 

Tabla 5. Crecimiento de los aislados bacterianos en medio MSM suplementado con 

diferentes concentraciones de GP. 

Muestra 
del sector 

Código 
    

 Diámetro de la 
colonia (mm) 

  
Área circular de la 

colonia (mm2)   

  1 gl-1 2 gl-1 3 gl-1  1 gl-1 2 gl-1 3 gl-1 

R1   10.8 10.5 -  71.94 66.92 - 

1 

R2   9 8 -  43.96 30.62 - 

R3   10 - -  58.88 - - 

R4   8 - -  30.62 - - 

R5   10 10.5 11  58.88 66.92 75.36 

R7   11 11.5 -  75.36 84.19 - 

R8   10.7 11 11.5  70.25 75.36 84.19 

          

R10   10 10.5 11  58.88 66.92 75.36 

2 
R11   11 10.5 10.5  75.36 66.92 66.92 

R12   11 - -  75.36 - - 

          

R13   11 12 12  75.36 93.42 93.42 

3 

R14   10 10 9.5  58.88 58.88 51.22 

R15   11 10.5 10.5  75.36 66.92 66.92 

R16     11 - -   75.36 - - 

 

              ( - ) sin crecimiento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 g/l 2 g/l 3 g/l 

Figura 9. Crecimiento in vitro de la cepa bacteriana R14 en medio MSM suplementado 
con tres concentraciones de glifosato. 
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4.4. Identificación molecular de las bacterias aisladas 

 

Las bacterias crecidas en el medio de cultivo MSM suplementado 

con diversas concentraciones de glifosato y aisladas del agua residual 

agrícola fueron identificadas basándose en la secuencia parcial del gen 

ribosomal 16S ADN, mediante análisis del programa online BLAST y 

comparándolos con la base de datos del NCBI, teniendo en cuenta el 

tamaño del amplicón (número de pares de bases), el porcentaje de 

homología y el microorganismo con mayor grado de identidad de la 

secuencia. Se identificaron 14 especies de bacterias pertenecientes al filo 

Proteobacterias, de las cuales 2 son del género Klebsiella y 12 del género 

Pseudomonas, de estas últimas, 6 se identificaron como Pseudomonas 

aeruginosas (Tabla 6).   

 

    Tabla 6.  Identificación molecular de bacterias de agua residual agrícola, aisladas en 
medio MSM con glifosato, mediante secuenciación del ARNr 16S. 

Código Identidad en GenBank e-Valor Identidad (%) 
 

Accesión 

R1 Pseudomonas aeruginosa  0.0 99.69  KP866815.2  

R2 Klebsiella oxytoca  0.0 99.06  KX572971.1  

R3 Pseudomonas aeruginosa  0.0 100.00  AB900067.1  

R4 Klebsiella sp.  0.0 99.37  MT261888.1  

R5 Pseudomonas plecoglossicida  0.0 98.89  KF527824.1  

R7 Pseudomonas aeruginosa  0.0 99.38  MK875171.1  

R8 Pseudomonas sp.  0.0 99.48  MK533950.1  

R10 Pseudomonas putida  0.0 99.59  KP762566.1  

R11 Pseudomonas aeruginosa  0.0 99.18  KC893551.1  

R12 Pseudomonas sp.  0.0 90.94  MH588285.1 

R13 Pseudomonas aeruginosa  0.0 99.08  KC893551.1  

R14 Pseudomonas sp.  0.0 99.26  MF111944.1  

   R15 Pseudomonas aeruginosa       0.0   99.58  AB900067.1  

   R16 Pseudomonas sp.       0.0   99.60  CP045554.1  

 

 

Algunos estudios realizados también reportan a estas especies 

bacterianas como las más abundantes en los diversos tipos de aguas 

residuales y suelos agrícolas; puesto que son organismos que subsisten 

en sitios con alto contenido de contaminantes (Hernández-Gómez et al., 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_918629571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP866815.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U608JB5F013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1134427641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX572971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U609B943016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573461544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB900067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=U60A22M6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT261888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60BE0Z1013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_557950007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF527824.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60BURB7013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1631733933
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK875171.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60DKUEA013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1575853631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK533950.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60EA0GF013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_848631005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP762566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=U60FHXFC013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_506969897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC893551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60FNHAZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=306
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_506969897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC893551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60GGB7T013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1193825340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF111944.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60H7RRV013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573461544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB900067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60HRPDA013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1851349762
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045554.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U60JEWHR013
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2014; Kuan et al., 2016; Mitra et al., 2018). Aunque, son escasos los 

estudios de microorganismos de aguas residuales agrícolas, sin embargo, 

algunas de estas bacterias identificadas han sido encontradas en otros 

ecosistemas, calificándolas como patógenas para la salud humana¸ 

mientras que otras son consideradas benéficas para el ambiente, debido 

al potencial de degradación de contaminantes (de Alencar et al., 2017; 

Yelena et al., 2013). 

 

El glifosato es uno de los herbicidas más potentes para erradicar malezas 

en la agricultura (Solange, 2011); sin embargo, su presencia ocasiona 

daños directos e indirectos a los diversos ecosistemas (Varona et al. 

(2009), incluyendo a las comunidades bacterianas asociadas a la 

rizósfera (Newman et al. 2016). Un estudio realizado por estos últimos 

autores concluye que, en presencia o ausencia de glifosato, el microbiota 

del suelo está dominada por miembros de los filos Proteobacteria, 

Acidobacteria y Actinobacteria. En nuestro trabajo encontramos que, 

todas las bacterias identificadas pertenecen al filo proteobacterias, y su 

baja población de especies en el agua residual agrícola, se debería en 

gran medida a la presencia de este herbicida y otros contaminantes 

químicos. 

 

De las bacterias identificadas, 12 pertenecen al género Pseudomonas, las 

cuales se caracterizan por su ubicuidad, ya que pueden vivir 

prácticamente en todos los hábitats naturales y tienden a destacar entre 

las demás bacterias que se encuentran en la rizósfera de las plantas 

(Mayz & Manzi, 2017). Algunos estudios realizados también reportan el 

crecimiento de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas (P. 

aeruginosa, P. plecoglossicida, Pseudomona sp y P. putida) en medios de 

cultivo enriquecido con glifosato como fuente de carbono (Ezaka et al., 

2019; Hoodaji et al., 2012; Cheloufi et al., 2017; Olawale & Akintobi, 2011; 

Zhao et al., 2015, Bracho et al., 2004). Aunque, una investigación 

realizada por Peñaloza-Vazquez et al. (1997), lograron obtener treinta y 

cuatro cepas de Pseudomonas crecidas en medio de cultivo con glifosato 

como única fuente de fósforo. 
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Si bien en este trabajo, no se realizaron pruebas bioquímicas que 

demuestren la degradación del glifosato por las bacterias identificadas, 

ciertos reportes bibliográficos mencionan esta función biológica en 

algunas de ellas. Li et al. (2015) encontraron que la especie Pseudomona 

plecoglossicida, tiene la capacidad de degradar la ciclohexilamina (amina 

utilizada para la producción industrial de insecticidas) como única fuente 

de carbono y nitrógeno. Esta bacteria expreso un crecimiento abundante 

en las diversas concentraciones de GP ensayadas en nuestro estudio.  

 

Lima et al. (2014) ensayaron la Influencia del glifosato en plancton y el 

crecimiento poblacional de Pseudomonas aeruginosa ATCC®15442 en 

diferentes concentraciones de este herbicida, concluyendo que éstas 

reducen la densidad de cultivos aeróbicos planctónicos, pero favorece el 

crecimiento anaeróbico planctónico, además, de interferir en la capacidad 

de crecimiento de P. aeruginosa ATCC®15442. 

 

El aislado bacteriano de Pseudomona putida demostró una alta tolerancia 

al GP creciendo en la concentración máxima ensayada de 3 gl-1, dato que 

se asemeja al obtenido por Ouided & Abderrahmane (2013) quienes 

demostraron que la bacteria P. putida es capaz de tolerar este herbicida  

hasta una concentración de 9 gl-1. 

 

Otra bacteria identificada en nuestro análisis molecular ha sido 

Pseudomonas plecoglossicida, la cual puede ser aislada de suelos o 

productos agrícolas (Kuan et al., 2016; Mayz & Manzi, 2017; Yan et al., 

2017). Asimismo, esta bacteria ha sido ensayada en diversos estudios de 

biodegradación del insecticida organofosforado profenos en agua 

contaminada con presencia o ausencia de oxígeno  (Subsanguan et al., 

2020) con resultados promisorios. 

 

En lo que respecta al género Klebsiella, algunas investigaciones revelan 

su capacidad para degradar herbicidas (Munees, 2011; Silver et al., 2019) 

y otros compuestos químicos (Manogaran et al., 2017). En el caso del GP, 
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un experimento realizado por Munees (2011) determinó que la cepa 

Klebsiella sp. aislada de la rizósfera de mostaza toleró una concentración 

de 2 800 µg/ml de GP. La forma de la especie Klebsiella oxytoca cepa 

Saw-5 ha sido descrita como una bacteria que reduce el molibdeno a una 

forma menos tóxica; así como su capacidad de crecer en medios 

enriquecidos con GP (Kuan et al., 2016). La presencia de esta bacteria en 

el agua residual agrícola nos permite suponer que en condiciones 

desfavorables de nutrición podría utilizar algunos contaminantes químicos 

como fuente de energía para su crecimiento.  

 

Los resultados de este trabajo son de gran importancia, puesto que 

constituye los primeros datos de bacterias aisladas e identificadas en 

agua residual agrícola en el país, y que podrían tenerse en cuenta para 

actividades de remediación de ecosistemas acuáticos con presencia de 

contaminantes químicos. 
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V. CONCLUSIONES 

 

A partir del agua residual agrícola se aislaron selectivamente en medio 

mínimo mineral con glifosato 14 cepas bacterianas, las cuales utilizarían 

al GP como fuente de energía. Sin embargo, solo 9 cepas bacterianas 

expresaron un mayor potencial de tolerancia al GP, debido a que pudieron 

crecer en concentraciones de 1, 2 y 3 gl-1 de este herbicida. Su 

identificación mediante el análisis de secuencia parcial del gen ARNr 16S, 

nos permitió determinar la presencia de especies bacterianas 

pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Klebsiella.  

 

 

VI. RECOMENDACIONES 

 

Realizar una caracterización metagenómica del agua residual agrícola 

para determinar las poblaciones de microorganismos presentes en ellas. 

 

Analizar cualitativa y cuantitativamente la presencia del GP en las aguas 

residuales agrícolas. 

 

Realizar experimentos de degradación del GP con las bacterias 

identificadas. 

 

Efectuar un análisis proteómico y metabolómico de las bacterias para 

conocer las proteínas y otros metabolitos que influyen en la resistencia 

bacteriana frente al glifosato. 

 

Evaluar ensayos de biorremediación de aguas a nivel de laboratorio y 

campo. 

 

Realizar identificación filogenética para conocer las relaciones existentes 

entre las cepas aisladas del agua residual agrícola.  
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VII. ANEXOS 

 

Anexo 1. Composición química de medios de cultivos selectivos 

 

 Medio mínimo mineral (MSM) para aislamiento de bacterias, usando al 

glifosato (GP) como fuente de carbono. 

 Reactivo       (g/l) 

NH4SO4 (Sulfato de amonio) 2.000 

K2HPO4 (Fosfato dipotásico) 0.625 

NaH2PO4·2H2O (Fosfato de sodio monobásico dihidrato) 0.600 

MgSO4·7H2O (sulfato de magnesio heptahidratado) 0.200 

CaCl2·6H2O (Cloruro de calcio hexahidratado) 0.150 

 

pH 7.0 

 

 Composición del medio de Extracción de ADN y PCR (Método de 

ebullición en Buffer Fosfato Alcalino) 

 

Reactivo Concentración 

TAE 1% 

NaCL2 137 mM 

KCl 2.7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2PO4 1.8 mM 

pH de 7.4 

 

 
 Composición del Mix de reacción de PCR 

 

Reactivo Concentración 

Agua Ultra Pura 25 μl 

Buffer 1X (2.5 μl) 

DNTPs 0.2 mM (0.5 μl) 

Cloruro de Magnesio (MgCl2) 2 mM (2 μl) 

Forward Primer 0.36 uM (0.6 μl) 

Reverse Primer 0.36 uM (0.6 μl) 

Taq. Polimerasa 0.5 U/μl (0.1 μl) 

ADN molde 2 μl 
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Anexo 2.  Secuencias de las bacterias identificadas 

 

 R1- Pseudomonas aeruginosa  

 

GAGGGTCGCTTAATCGGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGA

TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGT

AGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA

ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCC

TTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA

GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATT

GGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTG

GGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCA

AGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACT

CGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTC

CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAG

TCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA

GGGTTAACCGTAAAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TCTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTGTCTGGTTTTTTTGCG

TTGGTTTGCTTTTTTCTGTCCCGATTTTTTCGGTTTTTATTTCTTCCTGCTTTTGCTTTTGCGC

GCCCCATGTGGCTCTCCGTACCGTTCGCGCTTTAGTGGTTTTTTTTTCCTTTGGCCTTTTGC

TGGCGCTTTGTATTTTTTTTTGTATTCGTCCTATATCGTACAAATGCGCCACCATGA 

 

R2- Klebsiella oxytoca 

 

TATAGAATGGATTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGA

TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGT

AGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG

GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCC

TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGAT

TGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCC

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_918629571
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GGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGA

CCTCGCGAGAGCTAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTACTCCGGATTGGAGTCTGCAACT

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCATAAATGCTACGGTGAATACGTT

CCCGGGCCTTGTACACACAGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAACAGAAGTAGGTA

GCTTAACCTTCGGGATGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA

AGGTAACCGTAAAAGCCGGTAATCCCGACCCGGGGTGTTCCGATAGTTACTTTTACTAATT

ATTAATAGGTTTAACGTTTGGCTAGCCTTTCCTCTTTGGGCAGCGTTCTCTGGCGTCCCTC

CGTTTTTTCTAGACGTGGTTCGTTATGTATCTCTATTACCGTGTCCGCCCCCGCCCTTCTCT

TTATTTTACGCTTTTACTTATATTCTGAGTTTCCTATTCTCCTCCTTTTTTTTTTTTTTTGTACC

TTTTCTTTTTTTCCAGCTTTC 

 

R3- Pseudomonas aeruginosa  

 

GTGGGATCGTTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATG

TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAG

AGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTG

GCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTT

GAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG

GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTG

GTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT

GTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGG

GCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT

CATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAA

GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTC

GACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCC

CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAG

TCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAGCTAGGGGG

AGGGGCCGCCAAAAAAAAAAAACAGCGGGGGGGCGGGGCGGGGCGCCCGCGGGGGCC

CGCGCCGCCCCGCGGGGGGGGGGGCCCCCCCCCCCCCGCCCCCCCCGGGCCGGGGGC

GGGGCCGCGCCGCCCCGCCCCCCCCCCCGCCCCCGCGGGGGGGGGGGGGGCGGGGC

GGGCGGCCCCCGGGGGGGGG 

 

 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573461544
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R4- Klebsiella sp.  

 

GCGGGCACGGTTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGA

TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGT

AGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG

GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCC

TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA

AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGAT

TGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA

ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCC

GGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA

TCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGA

CCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT

CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTC

CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAG

CTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCTAAGAGG

GGAAACCCCAAAAAAAAAAGGGTATCGGTTGCGGGTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 

 

R5- Pseudomonas plecoglossicida 

 

TAGGTCCGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTG

AAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAG

GGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGC

GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAG

ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA

AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTG

CCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT

GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGC

ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGAC

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_557950007
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TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCG

GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCT

AACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAATCTACGGGGGG

GGCGCGCCAAAAAAAGGGGGAGGGGGGGGGGGGTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGCGGGCGCCCCCCCCGGGCGGCGCGGGGGCGGGG 

 

R7- Pseudomonas aeruginosa 

 

GCGGATCGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTG

AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAG

GGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGC

GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGA

GATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT

TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

AGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGC

ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGAC

TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGG

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTA

ACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCCTACAGAGG

GAACCCCCAAAAACCTCCCCAAAAAAGGGGGTGGGGGTCTTTTTGTGGGAGTGGATTCAA

GAGCGGGGGTGGATTCTATTTCCGCCCGCCCCCCCCACATAGAGGGGTTAGTCCCCAGAA

CAAAACACCTCTCCTTCGACCAGAGGGGAGAAGGGACAGATGGGGTGGCCTCCTTCATAA

GCAAACTCCCCGCGCACCACCCCCCCACACGGGGGGGGAGGGGAGCCCCACTTCTTAAT

GGGGTCTTTGAGGACGCCTCCCCCCCACCAAGAAAACACGAGCGGGGCGCCGTGTGGTG

TGGTGTCCTCCCCCCCACACACCAGGAAAGACAGACCTGAC 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1631733933
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R8- Pseudomonas sp. 

 

TCCGGATCGTATCGGATACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTG

AAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAG

GGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGC

GAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAG

ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA

AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTG

CCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT

GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGC

ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGAC

TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCG

GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCT

AACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGGTGAAGTCGTAACAAG

GTTACCCGTAAACTCCCCCAGAAATGGGAGGGGGTGCTTTTTGGAGACGTAAACACAAAAA

GAGAGAAAGGTTTTCTTCTCCGCTTCTTTCCTCTAAAGTTTGAGTGTTCACCAAAAAACAAA

ACCCCCCCCCCTCCCACCTAGGGCGGGGAGGGAGGGTTTTGGCGTTCCTCTCCTCTTGTT

TATAATACTCCTTCGCCCTTCTCGGGGAGGAAAG 

 

R10- Pseudomonas putida  

 

TTGGACCGTTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT

GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGA

GATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGG

CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA

TGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGC

CGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1575853631
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1575853631
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CTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCC

GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTC

TAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAGG

GTAACCGTAAATTTACAAGAGATGGGTGGGGGTCTTTTTGCTGCCTAGAACGGGGAACAG

AGGGGTTCCCCCGCCCCCTCCTCGCAAATTTGGGTTTGTTTCAAAAAAAAAACACATCTTC

CCTTTCGCCGAGGGAGGGGGGGGT 

 

R11- Pseudomonas aeruginosa  

 

GTGGGTTCCGTATCGGATACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGT

GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTG

AGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

AGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGC

ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGAC

TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGG

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTA

ACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAATCGACGAGGGGG

GCCCCCAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGGGGCGGCCCCCCCCGCCC 

 

R12- Pseudomonas sp. 

 

CAAACGAATCCCTTTTCGGACTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTCTCGCCACT

GGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACC

GTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCA

ACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTC

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_506969897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=306
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TGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAATTAGCCGGAGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAA

CAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTTCCTCCCAACTTAAAGTGGCTTTACAATCCGAAGAA

CTTCTTCACACACGCGGGCATGGGCTGGGATCAGGGCTTTTCGCCCCATTGGTCCAAATA

TTTCCCCCACTGGCTGCCCTCCCCGTAAGGAAGTCTGGGACCCGTGGTCTTCAGTTTCCA

AGTGGTGAACTGGAATCAATCCCTCCTCCAGAACCAAGTTAACGGGAATCGGTCCGCCCTT

GGGTGGAAGCCCATTTACCCTCACCCAAACAAAGCCTAAATCCCGAACCTAAGGGCTTCAA

TCCTGGATAAGCGGCAAAGGGTCCCGAAAGGGTCCCCCCTGGCTTTTTCTTCCCCGGTAA

GGGACCGGTAATGGCGGGTAATTTAAGGCGGTTTCCCTTTTTCCGAAAAACGGTTTGGTTC

CCCCCCCACCTTACCCAAGGGGCAGGAATTTCCCTTAAGGGCCATTTTATCTTCCACCCCC

CGGTTCCCGGCCCGGCCTTGGAAAATCCAAAGGGGAAGCCAAAAGGCCTTCCCCCCGGT

TCCATTCCCCGGCCTTCCGGAACCTTTTGGCCAATGGGTTGGTTTTAAAGGGCCCCTTGG

GCCCCGCCCCCAAGTCCGGTTTTCCAAAAATTCCTTTGGAAAGCCCCCAATGGGATTTCCC

AAAAAAACCTTTCCTTAAAAAAAAAAAAAATACCCCTTCCGCGCCGCCAACTCTTTTTGGTG

GTCGCTCTGTCTCTATACTACCTCATCGCACTGCTTTTGTAGCCTCCCCTTGCCGTGCTATT

TACATATCCTGTTTTTTTCCTGGGTCGGTGGACTCTTTATATGCCCACCTTCTTTTCGCTCC

TTTTACTATTTTATCTTTATATATTTATATATATACGTCCCCCCTATTTTGTGTTGAACCAGTT

CTCTAACGCATTAGTAATTTTTTTTGGTATATACTCCCCTTATTGCTATTTAATACTCTCTTGA

GAGGTTGAAGATACGCAATGTTACCTTTTTTTTTTATATGTGAGTCGACGGAGCCCCCTACG

CTTCCCTGTTTAAATTAGTTTTCCTGCTTATGCTAAAAAATAAAATTTACTGGGCTGTTGTTA

ATATAACCTCTTTTTGCCCCTTTTATTATTTTCATTTATATTATATATAACTCTGTTTGATAACT

AATTTTGTATTATTAAGGATCACCTTTAATTTTTGTTTGTTTAGCTTATTAATATTGTTACTTTT

ATATAATTTTACTGCGCTATTTTTATATATCTAGCACCTTATTTTTCGCGTAGTTATGATTATT

ACTTATCTTCATTCGCTTAGTCCTAGTGCGCTGTGGCAACCTTTTCGATGTTATACATTGCT

GGTACTTAATATATTATTTTATACTTATTCTGATAATTATTATACTATTTATTACCTTTTTCTCT

TTACTGTTTATGTTCTCCCATTACTTAACTTACACCCGTCCCTATGCGTATGGTATGTATATT

TTTGATATAACCACTATTTAGTTATATCTACCCTACCACCCCAATCCTATATTAAAAATATTG

CATATATGTTAGTCAGGCCCACCCTTGTAGACTTACTTTCCTTAGTAATATAAATATATATGT

ATTTTTCCTGTCTTTCTTTTTATTTTACCAAGATTTCTTTATGTTTTAGCCATATCGCCTTTTAT

TACGTTCCTATATCTACTTGAATAACCACGCTAGCTCTTTATACGCACCTGTTTTTTGTAAAA

GATTTTGTGTGTTCTCCTTCGCTGTCACGTGCCATTCTTTCCGCCCTTTTATATACACGTCG

TT 

 

R13- Pseudomonas aeruginosa  

 

GTGGGTGGTTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGT

GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTG

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_506969897
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AGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

AGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGC

ACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGAC

TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGG

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTA

ACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAATCTAGAGGAGAG

CGCGCCAAAAAAAAAAGAGGGGGGGGGGGGCGGGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCCCCCCGCCCCCCCCCCGGGGGGGGCGGCCGCGC

CCCCGCCGCCCCCCCCCGCCCCCCCCGGCGCCGGGCGGGGCCGGCGGG 

 

R14- Pseudomonas sp. 

 

TTAAGGACCGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT

GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGA

GATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGG

CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACTCAAGTCATCAT

GGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACATAGGGTTGCCAAGCC

GCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCAAC

TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCG

GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGCGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAAGTC

TAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACTGTGTGATTCATGGACTGGGGCTGAACTCCTAACTA

GGGCTACCTGTAAAGCTGCAATCAAATACGGACCTGGGCTCTTTCTGAAACCTATAACACC

TAGAAGACCAGAAGGGTTTAACCCCCCCCCGCCCCCTACAAAAATGGGGGTTTTTGTCCAA

GGAAAAATACTACTTCCTTTTCACAGTTGCGGGGCGGAGAGGTGTGTTGTTTTCTTACCCC

TATTAGAAATTTTCCCCCCCCCCTCAACTGCAAAAGAAGGGGGGAGTTTTAATCTTCCCTCT

CTTTTGTGCGTTGATTACTTACTTATATCTATATGCCGTTTTAGTCTGAGCGGGGGGCGCG

GCTCTGTGGGTTGTACCCCCCCCCCTCTGTATGTGTTTATTTTATTATCTAATACGACGGGA

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1193825340
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TTGTAGGGCTTGGTGAGTACAGTTGCAGGTGTTTTTTTGATATACCTCTATGTGCTTGGTCA

TGGTGGCGGCGCCTAGTCC 

 

R15- Pseudomonas aeruginosa 

 

GTGGGTTCGGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATG

TGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAG

AGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTG

GCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTT

GAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG

GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTG

GTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT

GTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGG

GCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT

CATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAA

GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTC

GACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCC

CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGT

CTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGATCTAGAAAAGA

GGGGGGCAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGCCGCGCCCCCGGCCCGGGGGGGGGCGGGCCCCG

CCCCCCCCCCCGCCCCCGGGGCCCCGCCCCCCCCGGCGCCCGGCGGG 

 

R16- Pseudomonas sp. 

 

TTGGGATCGTATCGGATTACTGGGCGTAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT

GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGA

GATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573461544
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GCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGG

CACTCTAAGGAAACTGCCGGTGACAAACCGGAAGAAAGTGGGGATGACGTCACGTCCTCA

TGGGCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGCACACAGGGTTGCCAAGC

CTCCAGGTGCAACTAATATCACAAAACCGACTGGTAATCCGATCCACATCTCGAACTCCAA

ACGCCTGAAGACCGAATCCCCTAGTAATCCCGGAATCACAATGTCCACGGTGAATACGTTC

CCGGGCCTTGTACACACCGTCCGTCACATCATGGGAAGTGGGTTGCACCAGAAAGTAGGC

TACTCCAACCTTTCGGGAAGGAGCGGTCACCACTGGTGATACTTCATCGACTGGAGCATTA

ACTTCCTTAACACTGGGTCTTCGGTCAAATTCGTTCTTTAGGGCGTACTGTTGTTTTCTTAT

CTGCTCGTCGCCTACACCTAAATTGGGCGTCGTAGCCTATTTGATATGTCGTGCTACCTCT

TTTTTGTAAAGTATAGCTTATTCGCTTTTTTTTACACGTGCGACTTATACCTTCTCTTTACTG

CGCGGCGACGGTGCTGCCTGCTCGGTTTACCTTTCGGCTTTTTTTTACCTTCCTAGTATAAT

TATATCTTAACTGGTAATCTACTATCTACTTATTAACCGTTTAACGGCGGGGCACCGCTGCG

CCCTCTACTGCTGATTTATTGTATGATGCCGCTTGTATTTTATTAATTATTATTAAATTGTCCT

ATTTTCCACGCTTACCGAACCCCGCCGTGTATCTTTTACACGTGTTATTGTTTCTGACCCCC

ACTCCCTGATACTCTTGTGGCGCCCGCCCTTATCAC 
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Anexo 3. Galería de Fotos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 10. Prospección de campo para recabar información sobre el uso de glifosato 
en la actividad agrícola. 
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Figura 11. Aislamiento in vitro de bacterias presentes en el agua residual agrícola 

Figura 12.  (A) Extracción de ADN de bacterias aisladas del agua residual agrícola   
(B) cuantificación de ADN bacteriano. 


