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RESUMEN

El aislamiento y cultivo de microorganismos con capacidades para degradar los
contaminantes ambientales es importante para implementar planes de biorremedia-
cion. En este estudio se evaluo el efecto del extracto de levadura tanto en la capacidad
de asimilacion microbiana del pesticida organofosforado metil paration, como en los
procesos de aislamiento de microorganismos Utiles para de degradar este pesticida.
Los microorganismos evaluados fueron obtenidos de suelo fresco fumigado histori-
camente con este pesticida. Los ensayos se efectuaron con medios solidos definidos
enriquecidos con metil paration (0-60 mg L) y extracto de levadura (0-0.5 g L).

Se encontro que los microorganismos fueron capaces de asimilar hasta 5 mg L
del metil paration en ausencia de extracto de levadura sin evidenciar efectos téxicos.
La capacidad de asimilacion aumenté a 10 mg L™ en los cultivos enriquecidos con
0.5 g L't de extracto de levadura.

El extracto de levadura en las dosis usadas no afecté el aislamiento de microor-
ganismos. Sin embargo, el aislamiento por siembra directa en medios enriquecidos
con metil paration como unica fuente de carbono se dificulté por el aporte de la
materia organica del suelo que permitio el crecimiento de cepas tolerantes sin capa-
cidad para degradar el pesticida.

Palabras clave: aislamiento, extracto de levadura, metal paration, pesticida
organofosforado.
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EFFECT OF METHYL PARATHION CONCENTRATION AND YEAST
EXTRACT AS FACTORS FOR SELECTING PESTICIDE DEGRADING
MICROORGANISMS FROM POLLUTED SOILS

ABSTRACT

[solation and culture of microorganisms with capacity to degrade environmental
pollutants are important for implementing bioremediation plans. This study is an
evaluation of the yeast extract effect on both the microbial capacity to assimilate
the organo-phosphorous pesticide methyl parathion and the isolation processes
of microorganisms useful for degrading this pesticide. Microorganisms evaluated
were obtained from fresh soil historically fumigate with this pesticide. Trials were
conducted with defined solid means enriched with methyl parathion (0-60 mg L-1)
and yeast extract (0-0.5 g L-1).

[t was found that microorganisms were able to assimilate up to 5 mg L-1 methyl
parathion with no yeast extract, without evidence of toxic effects. Assimilation capa-
city increased 10 mg L-1 in cultures enriched with 0.5 mg L-1 yeast extract.

Yeast extract in doses used did not affect the isolation of microorganisms. Howe-
ver, isolation through direct culture in means enriched with methyl parathion as
the only source of carbon was difficult due to the addition of organic matter of soil,
which allowed the growth of resistant strains with no pesticide degrading capacity.

Key words: isolation; yeast extract; methyl parathion; organo-phosphorous
pesticide.
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INTRODUCCION

Los pesticidas organofosforados como el metil
paration (MP), causan problemas de contaminaciéon
y han sido usados en agricultura por mas de 40
anos para el control de plagas. Los efectos nocivos
de la contaminaciéon plantean el reto de buscar
alternativas econdmicas de tratamiento como la
biorremediacion. Esta técnica, basada en la capaci-
dad que tienen los microorganismos para eliminar
los contaminantes plantea la busqueda de fuentes
de microorganismos y el desarrollo de estrategias
para su aislamiento y cultivo.

Paraddjicamente, la presencia de contaminan-
tes induce la selectividad y la disminucion de la
diversidad microbiana convirtiendo el ambiente
contaminado en potencial fuente de microorga-
nismos. En estos ambientes contaminados, los
microorganismos tolerantes a este factor de estrés
desarrollan y utilizan respuestas enzimaticas y
fisiologicas especializadas de manera natural, degra-
dando el contaminante presente en el suelo (1, 2].

En los laboratorios, la capacidad para usar el
pesticida como fuente de carbono y/o fosforo se ha
utilizado tradicionalmente para aislar microorga-
nismos con capacidad para la degradacion de este y
otros pesticidas organofosforados como el MP [3-6].

Frecuentemente, para la preparacion de los
medios de cultivos se ha usado el extracto de le-
vadura (EL) en diferentes concentraciones como
fuente de nitrogeno. Esta mezcla compleja ha sido
reportada en estudios orientados al aislamiento
de microorganismos con capacidad para hacer
uso del pesticida [7]; asimismo se ha utilizado en
estudios que evaluan la capacidad de degradacion
de pesticidas organofosforados [8-11] y, en algunos
casos, se ha reportado su efecto benéfico en los
procesos de degradacion [8] y en algunos estudios
de evaluacion de la toxicidad de los pesticidas [12].
A pesar de los efectos benéficos del aporte nutricio-
nal del EL reportado, su naturaleza compleja y su
aporte de carbono podrian afectar los resultados
cuando se asume el pesticida como la tinica fuente
de carbono.

En este trabajo se evalua el efecto del EL
en la toxicidad y asimilacion del pesticida MP y
su influencia en los procesos de aislamiento de
microorganismos con capacidad para degradarlo
mediante técnicas de aislamiento directo en medios
solidos, aplicadas a muestras de suelo como fuente
microbiana.

1 MATERIALESY METODOS.

1.1 Recoleccién y preparacion de suelos para el
aislamiento

Se recolectaron suelos de cultivos tecnificados
de algodon ubicados en el municipio de Lorica (de-
partamento de Cordoba-Colombia) en los cuales
se ha aplicado histéricamente el MP.

Para la recoleccion de los suelos, se tomaron
muestras del primer horizonte a 10 cm de profun-
didad usando instrumental estéril; las muestras se
depositaron en bolsas estériles, las cuales fueron
transportadas y mantenidas en el laboratorio
en condiciones de enfriamiento a 4°C. Para los
ensayos se disminuyd manualmente el tamafo de
los agregados y posteriormente se tamizd a 2 mm
usando implementos limpios y desinfectados.

1.2 Productos quimicos

Para hacer los cultivos fueron usados NaCl,
KH,PO,, K,HPO,, (NH,),SO,, MgSO,, ZnSO,
7H,0, MgCl,, acido borico, CoCl,, CuSO o NiCL,
FeSO,, EDTA glucosa y agar, grado analitico, mar-
ca Merck. Methion 48 EC (Concentrado liquido
emulsionable de MP, comercializado por la empresa
Agroser SA y que contiene 480 g L™! del principio
activo).

1.3 Medios y condiciones de cultivo

Para los cultivos se prepararon medios selecti-
vos, con 1.5 gL' de K,HPO, 0.5 ¢ L' de KH,PO,,
1 mg L de (NH,),SO,, 021 g L™ de MgSO, TH,O

y 15 g L' de agar estos se esterilizaron con calor
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humedo (15 libras, 20 min). Posteriormente los
medios fueron enriquecidos con 0.5 mL de una
solucion de sales minerales (400 mg L™ de ZnSO,
7H,0O, 20 mg L' de MgCl, 4H,0O, 10 mg de acido
borico, 50 mg de CoCl, 6H,0; 200 mg de CuSO,,
10 mg de NiCl,, 500 mg de FeSO, y 250 mg de
EDTA) estéril (filtracion 0,45 pm). Se evaluaron
tres concentraciones de EL (0, 0.05y 0.5 gL) y de
seis de MP (0, 5, 10, 20, 40 y 60 mg L) para un
total de 18 tratamientos; los ensayos fueron hechos
por triplicado.

Para determinar el numero de unidades for-
madoras de colonia por gramo de suelo (UFC g!)
se prepararon diluciones seriadas de suelo usando
buffer salino (8 g L'de NaCl, 1.21 g L"'de K,HPO, y
0.34 gL' de KH,PO,); se sembro en cada caja I mL
de cada dilucion y se hizo el recuento en aquellas
en la cuales se presentaron entre 30-300 colonias.
Los cultivos fueron mantenidos en condiciones de
oscuridad a 28°C por 8 dias.

1.4 Analisis estadistico

Para la determinacion de las diferencias en el
porcentaje de tolerancia microbiana de los suelos
como consecuencia de la adicion del MP se analizd
la de varianza, considerando diferencias significa-
tivas entre tratamientos aquella con p menores a
0.05. Para las comparaciones entre tratamientos
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4,0E+06

3,5E+06
3,0E+06

se aplicaron las pruebas de rangos multiples y de
contrastes por pares.

2 RESULTADOS
2.1 Toxicidad del MP

Los analisis estadisticos mostraron que no hay
diferencias significativas en el crecimiento micro-
biano entre los tratamientos con MP cuando no
se incluye EL en los medios de cultivo (p= 0.2132).
El test de rangos multiples en este caso diferencio
tan solo dos grandes grupos superpuestos: uno
formado por las dosis 60-0-40-20-10 mg L'y otro
que incluy¢ las dosis 0-40-20-10- 5 mg L' de MP
diferenciando tan solo los valores de 60 mg L
(alta toxicidad) y 5 mg L™ (de baja toxicidad). Las
pruebas de contrastes por pares pudieron separar
estadisticamente las respuestas de crecimiento de
los medios enriquecidos con 5 mg L' de MP con
un valor mds alto de UFC ¢! que el resto de los
tratamientos. Como se aprecia en la figura 1, los
controles sin EL presentaron crecimiento en todos
los cultivos, aun en las dosis de O mg L' de MP;
el valor maximo de UFC g fue el obtenido con
la dosis de 5 mg L' de MP (4.3x10° UFC g). Al
incrementar la concentracion de MP por encima
de 5 mg L' se presentd disminucién en el creci-
miento microbiano. En general, los valores de UFC
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Figura 1. Variacion de las UFC g! de los cultivos de suelos agricola fumigado con MP en medios enriquecidos con MP (0,
10, 20, 40 y 60 mg L) como tnica fuente de carbono en ausencia de EL.
Valores de las réplicas (O, ¢, A) y promedio (m).

Fuente: elaboracion propia
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¢! fueron superiores para las concentraciones de
MP entre 5-40 mg L, en comparacién con los
controles sin MP.

2.2 Efecto del EL en la toxicidad del MP

Los analisis estadisticos mostraron que no
se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos con MP cuando se incluyé EL en con-
centraciones de 0.05 g L™ a los medios de cultivo
(p=0.7213), en este caso, el test de rangos multiples
no diferencié grupos. La prueba de contrastes por
pares tampoco detectd diferencias entre los trata-
mientos. A pesar de estos resultados, al observar
la figura 2a se puede apreciar un ligero aumento
con la concentracion de 5 mg L' de MP.

Para los ensayos con EL en concentraciones de
0.5 g L, los an4lisis estadisticos mostraron diferen-
cias significativas entre los tratamientos (p=0.0058).
El test de rangos multiples para esta concentracion
de EL diferencio dos grandes grupos: uno donde
se ubicaron los valores promedio de UFC g'! mas
bajos (0-60-40-20 mg/L de MP), y otro grupo que
incluy6 las dosis 5y 10 mg L' de MP, en las que
se presentaron los mejores crecimientos. Como se
aprecia en la figura 2b, en los cultivos realizados
con la concentracion mas alta de EL (0.5 g L) se
favorecio el crecimiento microbiano hasta los 10
mg L' el MP disminuyendo posteriormente.

El efecto comparativo del EL que se presenta
en la figura 3 muestra un aumento del numero de
UFC ¢! con las dosis de 0.05 g L' de EL para todas
las dosis del pesticida y, sin embargo, en las dosis
altas de EL, este genera un aumento de la toxicidad
que disminuye los recuentos en las dosis altas de
20, 40 y 60 mg L' de MP y una disminucién de
la toxicidad en las dosis m4s bajas de 5y 10 mg

L' de MP.

3  DISCUSION
3.1 Toxicidad del MP

El aumento de los valores de UFC g! como
resultado de la adicion del MP, cuando son usadas

dosis bajas (5 mg L), podria ser considerado como
evidencia de la capacidad microbiana de hacer uso
de este compuesto. Se hace evidente el efecto toxico
del MP en dosis superiores a 5 mg L' en ausencia
de EL con la disminucién del crecimiento micro-
biano, sin embargo, a pesar del efecto toxico, en
general, los valores de UFC ¢! fueron superiores
para las concentraciones de MP entre 5-40 mg L
en comparacion con los controles sin MP. Esto
muestra que la adicion de MP hace un aporte im-
portante de nutrientes a los microorganismos del
suelo que ha sido sometido a sucesivas aplicaciones
del pesticida como ha sido reportado por los estu-
dios hechos por multiples autores [3-6, 11, 13-15].

3.2 Efecto del EL en la toxicidad del MP

Es factible que para las dosis bajas de EL de
0.05 g LY, ni el EL ni el MP afectan significativa-
mente el crecimiento microbiano ya que ni el test
de rangos multiples ni las pruebas de contrastes
por pares pudieron detectar diferencias entre los
tratamientos sobre el nimero de UFC g!. Sin em-
bargo, el incremento de los recuentos microbianos
en dosis bajas de pesticida (5 mg L) (figura 2a) en
presencia de EL en las dosis mayores usadas de 0.5
g L'apoya lo reportado por diversos autores quie-
nes afirman que los pesticidas organofosforados
pueden ser mejor aprovechados por los microor-
ganismos presentes en los suelos en presencia de
EL (8, 10, 11].

Para los ensayos hechos con EL en concen-
traciones de 0.5 g L}, se observé como el EL dis-
minuyo la toxicidad e incremento la capacidad de
asimilacion del pesticida, y los mejores crecimientos
microbianos fueron los obtenidos en las dosis mas
altas de 10 mg L', sin embargo, fue evidente que
al incrementar la concentraciéon del pesticida por
encima de 10 mg L, este se convirtié en un factor
de seleccion microbiano que afectd su sobreviven-
cia. A pesar del efecto toxico del MP en dosis altas
de EL de 0.5 g L}, se observo que, para todas las
concentraciones de MP, los valores de recuento
microbiano fueron, en términos generales, supe-
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Figura 2. Variacién de las UFC g-1 de suelo agricola fumigado con MP en medios enriquecidos con MP
entre 0-60 mg L-1 enriquecidos con EL. (a) 0.05 g L-1de EL. (b) con 0.5 g L-1de EL.
Valores de las réplicas (O, ¢, A) y promedio (m).

Fuente: elaboracién propia.

riores a los obtenidos para los controles a los que
no se les adiciond MP, y mostraron que el EL pudo
disminuir el efecto toxico del MP e incrementar la
capacidad de los microorganismos para degradarlo.

Como se puede apreciar en la figura 3, el
crecimiento microbiano en ausencia aparente de
fuentes de carbono ( MP y EL) muestra que el EL
no es el compuesto que soporta el crecimiento
microbiano de cepas tolerantes que carecen de
potencialidades para degradar el pesticida que lo
convertiria en un factor que causante de interferen-

cia en los aislamientos de microorganismos utiles
para la degradacion del pesticida; esto apoya las
metodologias usadas por algunos autores quienes
utilizaron medios enriquecidos con 5 g L' de EL
para aislar Pseudomonas sp. con capacidad para
degradar MP [16].

Para fines de aislamiento microbiano, el hecho
de que se hubieran presentado crecimientos en los
cultivos con valores promedio de 2,8x10° UFC ¢!
sin MP y sin EL, evidencia que, al parecer, los mi-
croorganismos encontraron fuentes de nutrientes y

Universidad de Medellin
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Figura 3. Efecto comparativo de la presencia del EL en concentraciones de 0, 0.05y 0.5 g L!
y el MP en concentraciones de 0 (¢), 5 (m), 10 (A), 20 (e), 40 () y 60 (0) mg L! sobre las UFC g' de microorganismos
del suelo agricola fumigado con MP.

Fuente: elaboracion propia

energia en los remanentes de sustrato proveniente
del suelo y que estos son suficientes para permitir
su desarrollo. Estos resultados mostraron que la
premisa, tradicionalmente expuesta en la literatura
por diversos autores que recomiendan el uso del
pesticida como unica fuente de carbono para el
aislamiento de microorganismos con potenciali-
dades para degradarlo [17], puede no ser suficiente
factor de seleccion que garantice el crecimiento
exclusivo de microorganismos con potencialidades
para degradarlo, cuando se implementan proce-
sos de aislamiento por cultivo directo en medios
solidos y suelo como fuente de microorganismos.
Los resultados apoyan, sin embargo, que las dosis
altas de MP de 60 mg L-! disminuyen los recuentos
microbianos, lo cual soporta su aplicabilidad como
factor de seleccion por efectos de toxicidad. Este
factor de seleccion podria favorecer el crecimiento
de microorganismos con capacidad de degradacion
de pesticidas.

4 CONCLUSIONES

El uso del pesticida como tnica fuente de car-
bono puede no ser suficiente factor de seleccion que
garantice el crecimiento exclusivo de microorganis-

mos con capacidad de asimilacion del MP cuando
se implementan procesos de aislamiento por cultivo
directo en medios solidos y suelo como fuente de
microorganismos. Las dosis altas de MP de 60 mg
L-! pueden ser usadas como factor de seleccion. En
estos procesos, el EL disminuye el efecto toxico del
MP e incrementa la capacidad de asimilacién del
MP en los microorganismos.
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