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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") 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 as
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 and
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 Arequipa
se debe a su efectividad en el control plagas a pesar de las
restricciones impuestas por las instituciones gubernamentales, su
uso sigue siendo comUny el impacto sobre los ecosistemasy lasalud
humana sigue siendo un problema ambiental importante. La
persistencia de estos agroquimicos en suelos y agua, hace necesario
el uso de nuevos métodos de degradacion. En la presente
investigacion se aislé bacterias de suelos con antecedentes de
contaminacion con metamidofos, se cultivd las cepas extraidas de
muestras de suelo en un medio salino mineral contaminado con
metamidofos (100 mg L) hasta su purificacion, posteriormente se
identifico las cepas aisladas a través de la observacion de
caracteristicas culturales, pruebas bioquimicas y secuenciacion
molecular. Las bacterias identificadas, tolerantes a la presencia de
metamidofos como Unica fuente de carbono, son: Priestia
Megaterium (KU555935) y Bacillus licheniformis (KU524076). Con
la presente investigacion se pretende contribuir al desarrollo de la
biotecnologia centrada al aislamiento e identificacion de
microorganismos con la finalidad brindar alternativas para la
identificacion de bacterias con potencial para degradar OP’s.

Palabras clave: Metamidofos,
aislamiento, identificacion.
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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-Y) 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 asthe sole carbon source, are: Priestia Megaterium
(KU555935) and Bacillus licheniformis (KU524076). Thisresearch
aimsto contribute to the development of biotechnology focused on
the isolation and identification of microorganismsin order to provide
alternatives for the identification of bacteria with the potential to
degrade Ops.
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|. INTRODUCCION

En la produccion agricola Arequipefia se utiliza una gran
variedad de productos quimicos capaces de ayudar con el
control de plagas persistentes [1], un grupo de agroquimicos
muy utilizado son los organofosforados (OP’s), que son muy
peligrosos ya que inhiben la acetilcolinesterasa, previniendo la
descomposicion de la acetilcolinaenel sistema nervioso, lo que
conduce a laacumulacion de acetilcolina en las terminaciones
nerviosas que produce paralisis [2], por otro lado hay estudios
que demuestran la relacion entre los OP’s con el linfoma no
Hodgkin [3]. Por lo antes mencionado, se ha restringidoeluso
de los OP’s, a pesar de ello los agricultores siguen utilizando
ilegalmente estos pesticidas debido a que otros agroquimicos
alternativos resultan mucho mas costosos y poco eficientes [4].

El metamidofos es un organofosforado con una alta
solubilidad en agua y una capacidad de acumulacién que
muchas veces supera la capacidad de depuracion delsuelo [5],
por su alta solubilidad representa una amenaza potencial para
ecosistemas acuéticos Y terrestres, asi como para la salud
humana [6].

Muchas bacterias tienen el potencial de usar pesticidas
especificos como fuente de carbono, fosforo, nitrégeno y
azufre, es por ello la degradacion de contaminantes con
bacterias se considera un método seguro y eficaz. Existen
diversas propuestas para degradar el metamidofos residual en
suelo y agua, muchas de estas propuestas estan enmarcadas en
el uso de bacterias capaces de creceren medios contaminados
con metamidofos. Las Pseudomonas sp. S-2 [7] vy
Rhodopseudomonas plaustris sp HP-1 [8],son dos cepas muy
conocidas por su capacidad de crecer ensustratos contaminados
por metamidofos, por otro lado diversos estudios han centrado
su atencién 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 patogenas, en ese sentido es
importante encontrar nuevos microorganismos no patégenos.
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 mas importante en la desintoxicacion de
los compuestos organofosforados es la hidrolisis [14]. La
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Figura 1. Diagrama esquematico del procedimiento de aislamiento e identificacion de bacterias tolerantes a metamidofos.

Pseudomona diminuta MG y Flavobacterium ATCC 27551
[15].

Latoxicidad del metamidofos sobre las poblaciones bacterianas
totales se suponian significativos, sin embargo diversos
estudios mostraron que las poblaciones microbianas dis minuian
inicialmente a concentraciones de 100 a 300 ugg-, perose
recuperaban rapidamente , esto podria indicar que estos
contaminantes podrian ser utilizados como fuente de carbono

[16][17].

Estainvestigacion busca establecer los procedimientos parael
aislamiento e identificacion de dos cepas aisladas a partir de
suelos agricolas de la region de Arequipa con la capacidad de
tolerar altas concentraciones de metamidofos y con potencial
capacidad degradadorade este OP.

Il. MATERIALES YMETODOS

A. Reactivosy quimicos

El metamidofos de grado analitico PESTANAL ® (>98.0 %
de pureza) se compré a Sigma Aldrich. Las enzimas, el
marcador y el tampon para la PCR se obtuvieron de Sangon
Shanghai, China. Todos los demas productos quimicos, sino se
indica lo contrario, utilizados para los medios de cultivo se
compraron Sigma Aldrich, EE. UU.

B. Recojo de muestras paraenriquecimiento

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 haaplicado metamidofos al menos los Gltimos 5afios
en el Valle de Vitor, distrito de la provinciay departamento de
Arequipa, Perl. Las coordenadas de los lugares de muestreo
fueron:-16.481994, -71.946373 y -16.465233, -71.928162. Las
muestras recogidas setransportaron y almacenarona 4°C.

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

Se utilizé el método descrito por Gonzales[18]. Se utilizo
un medio salino mineral (MSM) [19] compuesto por K;HPO4
0,225; KH2PO4 0,225; (NH4).SOs4 0,225; MgSOs-7H20 0,05;
CaCO; 0,005; y FeCl-4H,0 0,005 en gL*disueltos en agua
destilada. Este medio fue esterilizado y luego se adicion6 100
mg L! de metamidofos (MSM-Mt). El medio solido para el
aislamiento se prepard afiadiendo 20 g de agar por litro de
MSM. Asi mismo para garantizar la extraccion mas limpia se
utilizo triton x 10 al 0.01% antes de colocar las muestrasen el
MSM.

D. Procedimiento de aislamiento

Se utilizd el método de aislamiento de Lansing M. Prescott,
2002 y Gonzales [18], con algunas modificaciones. Las
muestras de suelo setamizaron a través de untamizde malla 90
paraeliminar las piedrasy el material vegetal. A continuacion,
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secolocaron 10g de suelo en unmatrazconicode 250 mL que
contenia 100 mL del medio de aislamiento (MSM-Mt)y se
incub6 a 30 °C en un agitador rotatorio a 150 rpm durante 2
dias. A continuacion, se dejaron los frascos durante unas horas
para que las particulas del suelo se asentaran, para obtener
cultivos puros de cepas individuales, se centrifugaron alicuotas
de 5 mL de cultivos de enriquecimientoa 3000 rpmdurante 5
minutos y los pellets de células se resuspendieronen 2mL de
medio estéril. Se colocaron alicuotas de esta suspensidn en
placas de agar MSM- Mt. Las placas inoculadas seincubaron
en condiciones aerdbicas a 30°C y se aislaron colonias
discretas.

L ST PSR
Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo compuesto de suelos
contaminados.

Las colonias resultantes sesubcultivaron repetidamenteen
el mismo medio (MSM con 100 mgL-* de metamidofos) para
confirmar su capacidad detolerancia a metamidofos. Todas las
colonias setransfirieron aun medio estéril fresco para obtener
un cultivo puro. Se seleccionaron dos cepas, que poseian la
mayor capacidad de crecimiento (como semuestraen la Figura
1), parasu posterior investigacion.

E. Identificacionde las cepas aisladas

Las pruebas morfoldgicas (caracteristicas culturales),
fisiolégicas y bioquimicas de los aislados se realizaron
utilizando métodos estadndar. Las cepas bacterianas se
identificaron taxondmicamente a partir del Manual de
bacteriologia sistematica de Bergey [20] como Bacillussp.y se
confirm6 mediante la secuenciaciéndel gen 16SrRNA.

F. Aislamiento del ADN gendmicoy secuenciacion del gen
16S rRNA

El ADN gendmico se aislé mediante procedimientos
bacterianos estandar [21]. Se utilizaron los siguientes cebadores
para la amplificacién por PCR del gen que codifica el rRNA
16S: 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492r (5°
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3"). Las mezclas de PCR
(50 ul) contenian 10uM de cadacebador, tampénde PCR,5 U
de Tag ADN polimerasa, BSA 10uM y 2ul de ADN. Las
condiciones de termociclaje consistieron en un paso de
desnaturalizacién a 94°C durante 3 min, 28 ciclos de

amplificacion de 94°C durante 20s,58°C durante 40sy 72°C
durante 1 min y una polimerizacion final durante 3min 30s 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 nucledtidos se determinaron
mediante BLAST (bases de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica).

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron dos microorganismos de las muestras de suelo
expuestas al metamidofos mediante el método descrito
anteriormente. Todas las cepas aisladas tenian la capacidad de
tolerar el plaguicida. Las cepas identificadas fueron
subestimadas para estudios posteriores.

Mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA de las cepas
y su comparacion con las secuencias del gen 16S rRNA, las
cepas seclasificaron como miembros del géneroBacillus. La
secuenciade lacepa M3 mostrd la mayor identidad (99%) con
el gen 16S rRNA de Priestia Megaterium (KU555935) [22] vy
la cepa M5 mostr6 (100%) similitudes con Bacillus
licheniformis (KU524076) [23].

La Figura 3 muestra la forma de los microorganismos
aislados siendo tanto la cepa M3y la cepa M5 bacilos gram
positivos moviles, estas caracteristicas son descritas por Imke
[24].

Figura 3. Vista microscopica x 100 de (a) Priestia megaterium
(KU555935), (b) Bacillus lincheniformis (KU524076).
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En la tabla 1 se muestran los resultados de las pruebas
biogquimicas realizadas a las dos cepas aisladas, los resultados
son relativamente semejantes a algunas pruebas bioquimicas
descritas por Das [25].

Tabla 1. Pruebas bioquimicas para las dos cepas aisladas.

Pruebabiogquimica M3 M5
TSI (fermentacién de azucares) - (KIK) - K)
Produccionde H2S - -
LIA (descarboxilacion de lisina) + +
OF (oxidasa) + +
UREASA + +
CITRATO - -
SIM S (acido) - -

| (indol) - -

M (movilidad) + +
MR-VP - -

La tabla 2 muestra las caracteristicas culturales de las
colonias aisladas de las 2 cepas identificadas, como puede
notarsehay diferencias en la forma y bordede las dos colonias,
esto debidoaltipo de crecimiento quedesarrollan los dos tipos
de bacterias.

Tabla 2. Caracteristicas culturales para las cepas aisladas.

Caracteristicas
culturales M3 M5

Tipo de célul Redonda Flor (bacilo)

(forma) (estreptobacilo)

Coloren agar Blanco Blanco

Elevacion Convexa-entera | Convexa-
irregular

Superficie Lisa Irregular

El estudio antibiograma mostrd la sensibilidad de las 2
cepas a los principales antibidticos, esto sugiere la baja
peligrosidad deestas cepas [26].

Tabla 3. Resistencia a antibioticos.

Resistenciaaantibioticos 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,
nitrogeno y azufre, algunos autores han identificado la cepa
BHS1 de Priestia (Bacillus) megaterium, en agua alcalina

tomada de MaviGoli (Blue Lake, Turquia), concluyendo que
esta cepa puede crecer en un medio minimo que contengaacido
2,2-dicloropropidnico, sin embargo la presente investigacion
amplia las caracteristicas de los medios de cultivo donde este
microrganismo puede crecer, en la figura 4 se muestraelarbol
filogenético de Priestia (Bacillus) megaterium (KU555935).
[27].

Priestia megaterium strain 2020GS119 OM441981
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain W55-1 OL955419
Priestia megaterium strain IN 276 MT789102

Priestia megaterium strain SML 1260 MG937594

Priestia sp. strain W-1 OL955400
Priestia megaterium strain 2020GS124 OM441985
Priestia megaterium strain IN 360 MT789138

Priestia sp. strain w-20 OL955426

Bacillus megaterium isolate PSB55 HQ242768

KU555935
Priestia sp. strain W-11 OL955408
Priestia sp. strain W-4 OL955411
Priestia megaterium strain SML M210 MG937719
Priestia sp. strain W-15 OL955434

Priestia sp. strain W-62 OL955443
Priestia megaterium strain NGB-SF357 MK318254

Priestia megaterium strain L27 MG719554
Bacterium strain FR2 MT272039

0.0010

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

(KUB22030).

El Bacillus licheniformis es una bacteria del suelo Gram-
positiva, formadora de esporas, que se utiliza en la industria
biotecnolégica para fabricar enzimas, antibi6ticos, productos
bioquimicos y productos de consumo, ademas gracias a la
presente investigacion se conoce que es capaz de tolerar el
metamidofos lo que permitiria sugerir su aplicacion como
posible degradador de este OP, en la figura 5 se muestra el
cromosoma circular de la cepa Bacillus Lincheniformis
(KU524076) [27] [28].

Bacillus paralicheniformis strain EN 107 MH027622
Bacillus sp. S3SM473 KT183558

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SNH-K25 MN493890

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain DE013 KY860714

Bacillus subtilis strain XeM7 MW559264

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain FJAT-29855 MF948329

Bacillus licheniformis strain ABN13 MT642943

Bacillus licheniformis strain TB212 MT642945

Bacillus licheniformis strain KUBOTAB1 MK855401
Bacillus licheniformis strain HJ2020 MT192715

Bacillus subtilis strain XeM11 MW559309

Bacillus aerius strain NHSLA11 MN515089
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SNH K87 MN577372

Bacillus licheniformis strain MPF23 MT487673

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain B8-023 MK063795

Bacillus paralicheniformis strain HBUM06943 MF662215

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain SCU-E108 MT505501
Bacterium strain NYL26 MG833400

Bacillus sp. B4.5 KR094738

Bacillus sp. Lc50 KT865196
KU524076

0.0010

Figura 5. Arbol filogenético de la cepa Bacillus Lincheniformis

(KU524076).
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V. CONCLUSIONES

En este estudio seaislaron dos bacterias con potencial para
degradar metamidofos las cuales se identificaron como Priestia
Megaterium (KU555935) y  Bacillus licheniformis
(KU524076), se obtuvieron las principales caracteristicas
bioquimicas, culturales y moleculares de estas cepas aisladas de
suelos contaminados con metamidofos en el Valle de Vitor,
Arequipa, Peru.

Con la presente investigacion se pretende contribuir al
desarrollo de la biotecnologia centrada al aislamiento e
identificacion de microorganismos con la finalidad brindar
alternativas para la identificacion de bacterias con potencial
para degradar OP’s y remediar zonas afectadas con estos
contaminantes.
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