
20th LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Education, Research and Leadership in Post-pandemic 

Engineering: Resilient, Inclusive and Sustainable Actions”, Hybrid Event, Boca Raton, Florida- USA, July 18 - 22, 2022. 1 
 

Isolation and identification of  
Methamidophos-tolerant bacteria from  

agricultural soils in Arequipa, Peru 
 

Harry Ricardo Yucra-Condori, MSc.1, Celia Choquenaira-Quispe, MSc. 2, Elvis Gilmar Gonzales-Condori, MSc.3, 

J. Kenedy Ramirez, MSc.2
 

1Universidad Nacional de San Agustín de Arequipa, Perú, hyucrac@unsa.edu.pe 
2Universidad Católica de Santa María, Perú, qfcelia@gmail.com, juan.ramirezch@ucsm.edu.pe 

3Universidad Tecnológica del Perú, Perú, elvgonzalesc@gmail.com 
 

 
 

Abstract- The use of organophosphate pesticides in Arequipa is 

due to their effectiveness in pest control despite restrictions imposed 

by government institutions, their use is still common and the impact 
on ecosystems and human health continues to be a major 

environmental problem. The persistence of these agrochemicals in 

soils and water makes it necessary to use new degradation methods. 

In the present investigation, bacteria were isolated from soils with a 

history of contamination with methamidophos. The strains extracted 

from soil samples were cultured in a mineral saline medium 

contaminated with methamidophos (100 mg L-1) until purification, 

then the isolated strains were identified through the observation of 

cultural characteristics, biochemical tests, and molecular sequencing. 

The bacteria identified, tolerant to the presence of methamidophos a s 
the sole carbon source, are: Priestia Megaterium (KU555935) and 

Bacillus licheniformis (KU524076). This research aims to contribute 

to the development of biotechnology focused on the isolation a nd  

identification of microorganisms in order to provide alternatives for 

the identification of bacteria with the potential to degrade OPs. 
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Resumen– El uso de pesticidas organofosforados en Arequip a  

se debe a su efectividad en el control plagas a pesar de las 

restricciones impuestas por las instituciones gubernamentales, su 

uso sigue siendo común y el impacto sobre los ecosistemas y la sa lud  
humana sigue siendo un problema ambiental importante. La 

persistencia de estos agroquímicos en suelos y agua, hace necesario 

el uso de nuevos  métodos de degradación. En la presente 

investigación se aisló bacterias de suelos con antecedentes de 

contaminación con metamidofos, se cultivó las cepas extraídas d e  

muestras de suelo en un medio salino mineral contaminado co n 

metamidofos (100 mg L-1) hasta su purificación, posteriormente  se  

identificó las cepas aisladas a través de la observación de 

características culturales, pruebas bioquímicas y secuenciación 

molecular. Las bacterias identificadas, tolerantes a la presencia  d e  

metamidofos como única fuente de carbono, son: Priestia 
Megaterium (KU555935) y Bacillus licheniformis (KU524076). Con 

la presente investigación se pretende contribuir al desarrollo de la 

biotecnología centrada al aislamiento e identificación de 

microorganismos con la finalidad brindar alternativas para la 

identificación de bacterias con potencial para degradar OP’s. 

 

Palabras clave: M etam idofos, pesticida organofosforado, 

aislamiento, identificación. 
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due to their effectiveness in pest control despite restrictions imposed 

by government institutions, their use is still common and the impact 

on ecosystems and human health continues to be a major 

environmental problem. The persistence of these agrochemicals in 

soils and water makes it necessary to use new degradation methods. 

In the present investigation, bacteria were isolated from soils with a 

history of contamination with methamidophos. The strains extracted 
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alternatives for the identification of bacteria with the potential to 

degrade Ops. 
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I. INTRODUCCIÓN 

En la producción agrícola Arequipeña se utiliza una gran 
variedad  de  productos químicos  capaces  de  ayudar  con el 

control de plagas persistentes [1], un grupo de agroquímicos 
muy utilizado son los organofosforados (OP’s), que son muy 
peligrosos ya que inhiben la acetilcolinesterasa, previniendo la 

descomposición de la acetilcolina en el sistema nervioso, lo que 
conduce a la acumulación de acetilcolina en las terminaciones 
nerviosas que produce parálisis [2], por otro lado hay estudios 

que demuestran la relación entre los OP’s con el linfoma no 
Hodgkin [3]. Por lo antes mencionado, se ha restringido el uso 

de los OP’s, a pesar de ello los agricultores siguen utilizando 
ilegalmente estos pesticidas debido a que otros agroquímicos 
alternativos resultan mucho más costosos y poco eficientes [4]. 

 
El metamidofos es un organofosforado con una alta 

solubilidad en agua y una capacidad de acumulación que 

muchas veces supera la capacidad de depuración del suelo [5], 
por su alta solubilidad representa una amenaza potencial para  

ecosistemas acuáticos y terrestres, así como para la salud 
humana [6]. 

 

Muchas bacterias tienen el potencial de usar pesticidas 
específicos como fuente de carbono, fósforo, nitrógeno y 

azufre, es por ello la degradación de contaminantes con 
bacterias se considera un método seguro y eficaz. Exis ten  
diversas propuestas para degradar el metamidofos residual en 

suelo y agua, muchas de estas propuestas están enmarcadas en 
el uso de bacterias capaces de crecer en medios contaminados 
con metamidofos. Las Pseudomonas sp. S-2 [7] y 

Rhodopseudomonas plaustris sp HP-1 [8],son dos cepas muy  
conocidas por su capacidad de crecer en sustratos contaminados 

por metamidofos, por otro lado diversos estudios han centrado 
su atención en diferentes especies de Pseudomonas (P. 
azotoformans, P. aeruginosa y P. putida) siendo la P. 

aeruginosa la que mayor capacidad degradadora presenta [9], 
sin embargo, muchas bacterias son patógenas, en ese sentido es 
importante encontrar nuevos microorganismos no patógenos. 

El género Bacillus tiene capacidad degradadora frente ha 
deltametrina [10], clorpirifos [11], glifosato [12], mesotriona 

[13], por citar algunos, sin embargo no hay estudios recientes 
sobre la capacidad degradadora de este género frente al 
metamidofos. La etapa más importante en la desintoxicación de 

los  compuestos  organofosforados  es  la  hidrólisis  [14].  La 
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enzima responsable de catalizar esta reacción se denomina 
esterasa o fosfotriesterasa presente en la 

 
Figura 1. Diagrama esquemático del procedimiento de aislamiento e identificación de bacterias tolerantes a metamidofos. 

 

Pseudomona diminuta MG y Flavobacterium  ATCC  27551 
[15]. 

La toxicidad del metamidofos sobre las poblaciones bacterianas 
totales se suponían significativos, s in  embargo  d iversos 

estudios mostraron que las poblaciones microbianas disminuían 
inicialmente a concentraciones de 100 a 300 µgg-1, pero s e  
recuperaban rápidamente , esto podría indicar que estos 

contaminantes podrían ser utilizados como fuente de carbono 
[16][17]. 

 

Esta investigación busca establecer los procedimientos para el 
aislamiento e identificación de dos cepas aisladas a partir de  
suelos agrícolas de la región de Arequipa con la capacidad de 

tolerar altas concentraciones de metamidofos y con potencial 
capacidad degradadora de este OP. 

 

II. MATERIALES Y METODOS 

A.  Reactivos y químicos 
 
El metamidofos de grado analítico PESTANAL ® (≥ 98.0 % 
de pureza) se compró a Sigma Aldrich. Las enzimas, el 

marcador y el tampón para la PCR se obtuvieron de Sangon 
Shanghai, China. Todos los demás productos químicos, si no se 

indica lo contrario, utilizados para los medios de cultivo se  
compraron Sigma Aldrich, EE. UU. 

B.  Recojo de muestras para enriquecimiento 
En este estudio se utilizaron dos muestras ambientales para 

el aislamiento de microorganismos tolerantes de metamidofos. 
Ambas muestras de suelo se recogieron en diferentes lugares 

donde se ha aplicado metamidofos al menos los últimos 5 años 
en el Valle de Vitor, distrito de la provincia y departamento de 
Arequipa, Perú. Las coordenadas de los lugares de muestreo 

fueron: -16.481994, -71.946373 y -16.465233, -71.928162. Las 
muestras recogidas se transportaron y almacenaron a 4°C. 

C. Aislamiento de bacterias tolerantes a metamidofos 
mediante cultivo de enriquecimiento 

Se utilizó el método descrito por Gonzales[18]. Se utilizó  
un medio salino mineral (MSM) [19] compuesto por K2HPO4  

0,225; KH2PO4  0,225; (NH4)2SO4  0,225; MgSO4-7H2O 0,05; 

CaCO3 0,005; y FeCl2-4H2O 0,005 en gL-1 disueltos en agua 
destilada. Este medio fue esterilizado y luego se adicionó 100 

mg L-1 de metamidofos (MSM-Mt). El medio solido para el 
aislamiento se preparó añadiendo 20 g de agar por litro de  
MSM. Así mismo para garantizar la extracción mas limpia s e  
utilizo tritón x 10 al 0.01% antes de colocar las muestras en  el 
MSM. 

D.  Procedimiento de aislamiento 
Se utilizó el método de aislamiento de Lansing M. Prescott, 

2002 y Gonzales [18], con algunas modificaciones. Las 
muestras de suelo se tamizaron a través de un tamiz de malla 90 

para eliminar las piedras y el material vegetal. A continuación, 
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se colocaron 10 g de suelo en un matraz cónico de 250 mL que 
contenía 100 mL del medio de aislamiento (MSM-Mt) y s e  
incubó a 30 °C en un agitador rotatorio a 150 rpm durante 2 

días. A continuación, se dejaron los frascos durante unas horas 
para que las partículas del suelo se asentaran, para obtener 
cultivos puros de cepas individuales, se centrifugaron alícuotas 

de 5 mL de cultivos de enriquecimiento a 3000 rpm durante 5 
minutos y los pellets de células se resuspendieron en 2 mL de 
medio estéril. Se colocaron alícuotas de esta suspensión en 

placas de agar MSM- Mt. Las placas inoculadas se incubaron 
en condiciones aeróbicas a 30°C y se aislaron colonias 

discretas. 
 

 
Figura 2. Ubicación de los puntos de muestreo compuesto de suelos 

contaminados. 

Las colonias resultantes se subcultivaron repetidamente en 

el mismo medio (MSM con 100 mgL-1 de metamidofos) para  
confirmar su capacidad de tolerancia a metamidofos. Todas las 
colonias se transfirieron a un medio estéril fresco para obtener 

un cultivo puro. Se seleccionaron dos cepas, que poseían la  
mayor capacidad de crecimiento (como se muestra en la Figura 
1), para su posterior investigación. 

E.  Identificación de las cepas aisladas 
 

Las pruebas morfológicas (características cu ltu rales), 
fisiológicas y bioquímicas de los aislados se realizaron 

utilizando métodos estándar. Las cepas bacterianas se 
identificaron taxonómicamente a partir del Manual de 
bacteriología sistemática de Bergey [20] como Bacillus sp. y se 

confirmó mediante la secuenciación del gen 16S rRNA. 
 

F.  Aislamiento del ADN genómico y secuenciación del gen 
16S rRNA 

 

El ADN genómico se aisló mediante procedimientos 
bacterianos estándar [21]. Se utilizaron los siguientes cebadores 
para la amplificación por PCR del gen que codifica el rRNA  

16S: 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492r (5’ 
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Las mezclas de PCR 

(50 µl) contenían 10µM de cada cebador, tampón de PCR, 5 U 
de Taq ADN polimerasa, BSA 10µM y 2µl de ADN. Las 
condiciones de termociclaje consistieron en un paso de 

desnaturalización  a  94°C  durante  3  min,  28  ciclos  de 

amplificación de 94°C durante 20 s, 58°C durante 40 s y 72°C 
durante 1 min y una polimerización final durante 3 min 30 s con  
un termociclador. Los productos de la PCR se visualizaron en  

geles de agarosa al 1,0% con Gel Doc 2000 (Bio-Rad USA). 
Los productos de la PCR se purificaron y se secuenciaron. Las  
similitudes de las secuencias de nucleótidos se determinaron 

mediante BLAST (bases de datos del Centro Nacional de 
Información Biotecnológica). 

 

III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se aislaron dos microorganismos de las muestras de suelo 
expuestas al metamidofos mediante el método descrito 

anteriormente. Todas las cepas aisladas tenían la capacidad de 
tolerar el plaguicida. Las cepas identificadas fueron 

subestimadas para estudios posteriores. 
 

Mediante la secuenciación del gen 16S rRNA de las cepas 

y su comparación con las secuencias del gen 16S rRNA, las  
cepas se clasificaron como miembros del género Bacillus.  La  

secuencia de la cepa M3 mostró la mayor identidad (99%) con  
el gen 16S rRNA de Priestia Megaterium (KU555935) [22] y  
la cepa M5 mostró (100%) similitudes con Bacillus 

licheniformis (KU524076) [23]. 
 

La Figura 3 muestra la forma de los microorganismos 

aislados siendo tanto la cepa M3 y la cepa M5 bacilos gram 
positivos móviles, estas características son descritas por Imke 

[24]. 

 

 
Figura 3. Vista microscopica x 100  de  (a) Priestia megaterium 

(KU555935), (b) Bacillus lincheniformis (KU524076). 

a. 

b. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU555935
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU524076
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En la tabla 1 se muestran los resultados de las pruebas 
bioquímicas realizadas a las dos cepas aisladas, los resultados 
son relativamente semejantes a algunas pruebas bioquímicas 

descritas por Das [25]. 
 

Tabla 1. Pruebas bioquímicas para las dos cepas aisladas. 

 
K) 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
La tabla 2 muestra las características culturales de las  

colonias aisladas de las 2 cepas identificadas, como puede 
notarse hay diferencias en la forma y borde de las dos colonias, 

esto debido al tipo de crecimiento que desarrollan los dos tipos 
de bacterias. 

 
Tabla 2. Características culturales para las cepas aisladas. 

Características 
culturales  

M3 M5 

Tipo de célula 

(forma) 

Redonda 

(estreptoba ci lo) 
Flor (bacilo) 

Color en agar Blanco Blanco 

Elevación Convexa - entera Convexa - 
irregular 

Superficie Lisa Irregular 

 

El estudio antibiograma mostró la sensibilidad de las  2 
cepas a los principales antibióticos, esto sugiere la baja 
peligrosidad de estas cepas [26]. 

 
Tabla 3. Resistencia a antibióticos. 

Resistencia a antibióticos  M3 M5 

Vancomicina (VA) Muy sensible Muy sensible 

Oxitetraciclina Muy sensible Muy sensible 

Neomicina Sensible Muy sensible 

Novobiocina Muy sensible Muy sensible 

Oxacilina Sensible Muy sensible 

Ceftriaxona Muy sensible Muy sensible 

Bacitracina Muy sensible Muy sensible 

 

Las cepas aisladas y caracterizadas tienen la capacidad de 
utilizar al metamidofos como fuente de carbono, fosforo, 
nitrógeno y azufre, algunos autores han identificado la cepa  

BHS1 de Priestia (Bacillus) megaterium, en   agua alcalina 

tomada de Mavi Gölü (Blue Lake, Turquía), concluyendo que 
esta cepa puede crecer en un medio mínimo que contenga ácido  
2,2-dicloropropiónico, sin embargo la presente investigación 

amplia las características de los medios de cultivo donde este 
microrganismo puede crecer, en la figura 4 se muestra el árbo l 
filogenético de Priestia (Bacillus) megaterium (KU555935).  

[27]. 

 
Figura   4. Árbol filogenético de la cepa Priestia (bacillus) megaterium 

(KU555935). 

 
El Bacillus licheniformis es una bacteria del suelo Gram- 
positiva, formadora de esporas, que se utiliza en la industria 

biotecnológica para fabricar enzimas, antibióticos, productos 
bioquímicos y productos de consumo, además gracias a la  

presente investigación se conoce que es capaz de tolerar el 
metamidofos lo que permitiría sugerir su aplicación como 
posible degradador de este OP, en la figura 5 se muestra el 

cromosoma circular  de la cepa Bacillus Lincheniformis 
(KU524076) [27] [28]. 

 

 
Figura      5.   Árbol   filogenético   de   la   cepa   Bacillus   Lincheniformis 

(KU524076). 

 Prueba bioquímica M3 M5 

TSI (fermentación de azucares) - (K/ K) - 
(K/ 

 
Producción de H2S - -  
LIA (descarboxilación de lisina) + +  
OF (oxidasa) + +  
UREASA + +  
CITRATO - -  
SIM S (acido) - -  

 I (indol) - -  
 M (movilidad) + +  
MR-VP - -  
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IV.  CONCLUSIONES 

En este estudio se aislaron dos bacterias con potencial para 
degradar metamidofos las cuales se identificaron como Priestia 
Megaterium (KU555935) y  Bacillus licheniformis 

(KU524076), se obtuvieron las principales características 
bioquímicas, culturales y moleculares de estas cepas aisladas de 
suelos contaminados con metamidofos en el Valle de Vito r, 

Arequipa, Perú. 
Con la presente investigación se pretende contribuir al 

desarrollo de la biotecnología centrada al aislamiento e 

identificación de microorganismos con la finalidad brindar 
alternativas para la identificación de bacterias con potencial 

para degradar OP’s y remediar zonas afectadas con estos 
contaminantes. 
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