XII Congreso Nacional
de Biotecnologia y Bioingenieria

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE BACTERIAS AISLADAS DE SUELOS
AGRICOLAS QUE HIDROLIZAN PARATION METILICO”

Concepcion CHINO-FLORES', Enrique SANCHEZ-SALINAS?, Edgar DANTAN-GONZALEZ'. Rafael DIAZ-
MENDEZ? y Ma. Laura ORTIZ-HERNANDEZ". 'Centro de Investigacion en Biotecnologia, Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. Av. Universidad #1001 Col. Chamilpa Cuernavaca Morelos. Tel. 01777 329-
7057 fax 01777 329-7030. “Centro de Ciencias Geondmicas-UNAM. Correo electrénico: chinofl@gmail.com

Palabras claves: bacterias, paration metilico, genoma.

Introduccidn: Los plaguicidas organofosforados (OF’s),
como el paration metilico (PM), son inhibidores de la
enzima acetilcolinesterasa (AC). EI PM es un compuesto
extremadamente téxico con una DLsy de 14-24 mg/kg. El
riesgo de dafio fisiolégico para organismos no blanco es
alto, ya que la enzima AC esta presente en vertebrados,
incluyendo humanos (1). Sin embargo, estos plaguicidas se
siguen utilizando en los paises en desarrollo causando unos
tres millones de intoxicaciones y 200,000 mil muertes
anuales, siendo un problema de salud publica (2). Los
tratamientos fisicos y quimicos para eliminar residuos de
plaguicidas impactan al ambiente, es por esto que la
degradacidon microbiana es considerada como una opcion
de tratamiento.

El objetivo de este trabajo es seleccionar bacterias aisladas
de suelos agricolas que expresen actividad enzimatica
sobre PM, asi como realizar su caracterizacion molecular.

Metodologia: De un consorcio bacteriano previamente
aislado de suelos agricolas que han sido tratados con
plaguicidas OF’s, se eligieron cuatro cepas puras en
funcion de los resultados de la actividad especifica sobre el
PM (medida sobre una solucion 38 uM de PM que fue
mezclada con extracto enzimatico de cada cepa para dar
como resultado al acido dietiltiofosférico y p-nitrofenol).
Se utilizo la técnica de electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE) para determinar el tamafio del genoma y
nimero de replicones de cada cepa (3). Para la
identificacion de las bacterias, se llevo a cabo la extraccion
y purificacion de DNA genomico (4) y se realizd la
amplificacién del gen 16S rRNA con los oligonucleétidos
U968 (5-AAC GCG AAG AAC CTT AC- 3") y el L1401
(5"-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3") de Lactobacillus
plantarum (5). Los productos amplificados se purificaron y
fragmentos de aproximadamente 450 pb fueron
secuenciadas en la Unidad de Secuenciacion del Instituto
de Biotecnologia, UNAM.

Resultados y discusion: Los resultados obtenidos del
analisis de las cepas se muestran en la tabla 1, donde de
acuerdo con los resultados de la amplificacidn del gen 16s
rRNA, se muestran los géneros de las cuatro cepas
aisladas. De ellas, Enterobacter sp. presenta mayor
actividad especifica, la cual ya ha sido reportada para
degradar al plaguicida clorpyrifos; Klebsiella sp., degrada
al plaguicida triazofos, ambos OF’s. Estos géneros se han
reportado como patogenos. No hay evidencias de

Proteobacterium para degradar este tipo plaguicidas. El
tamafio de genoma de las cuatro cepas es diferente, y el
(los) gen(es) responsable(s) de la actividad enzimatica se
encuentra en el cromosoma ya que no se detectaron
plasmidos.

Tabla 1. Género, Actividad Especifica y Tamafio del genoma de
cada una de las cepas aisladas capaces de degradar PM.

Género Actividad especifica del Tamafio

extracto intracelular aproximado del
(umol/min/pg prot) genoma (Mb)

Enterobacter sp. 1.277 +0.28 6.61

Enterobacter sp. 1.673 +0.00 4.87

Proteobacterium 0.752 £0.09 6.61

no cultivada.

Klebsiella sp. 1.052 +0.27 5.2

Conclusiones: Las especies bacterianas analizadas,
pertenecen a géneros patdgenos, con diferencias en su
actividad enzimatica y tamafios de genoma distintos. Estos
géneros no han sido reportados para degradar al plaguicida
PM.
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