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ABSTRACT

Imidacloprid is a broad-spectrum insecticide frequently used in agricultural areas for the
control of insect pests. The excessive use of this chemical has caused several ecological and
health problems to mammals and humans. This insecticide can be degraded by soil
microorganisms and transformed into by-products with a lower degree of toxicity. The
objective of this study was to isolate bacteria from maize and sorghum soils contaminated
with imidacloprid for several years. Bacteria were isolated with minimum salt medium
supplemented with 100 mg/L of imidacloprid as the sole carbon source and energy. Isolated
bacteria were subjected to in vitro growth tolerance tests and later 16S rDNA molecular
characterization was conducted in isolates from different levels of tolerance. From both
crops, we obtained 26 isolates with different morphological characteristics. The 63% of the
isolates exhibited high tolerance to the insecticide, while 37% of the isolates showed
medium, scarce or no tolerance. 16S rDNA molecular identification, grouped the isolates in
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Firmicutes and Actinomycetes, important phylum that include bacteria that participate in
the degradation of imidacloprid in soil.

Keywords: imidacloprid, insecticide, bacteria, soil, tolerance, 16SrDNA.

RESUMEN

El imidacloprid es un insecticida de amplio espectro utilizado frecuentemente en el area
agricola para el control de insectos plagas. El uso excesivo de este quimico ha causado
diversos problemas ecoldgicos y de salud a mamiferos y humanos. Este insecticida puede
ser degradado por microorganismos de suelo y ser transformado a metabolitos secundarios
con menor grado de toxicidad. El objetivo de este estudio fue aislar bacterias de suelo
agricola con contaminacion con imidacloprid por algunos afios. Las bacterias fueron
aisladas en medio minimo salino suplementado con 100 mg/L de imidacloprid como Unica
fuente de carbono y energia. Las bacterias aisladas fueron sometidas a prueba de tolerancia
de crecimiento in vitro y posteriormente a los aislados provenientes de diferentes niveles de
tolerancia se les realizo la caracterizacion molecular a través del 16S rDNA. De ambos
cultivos, obtuvimos 26 aislamientos con diferentes caracteristicas morfolégicas. EI 63% de
los aislamientos exhibieron alta tolerancia al insecticida, mientras que el 37% de los
aislamientos mostraron media, escasa o0 nula tolerancia. La identificacion molecular
mediante el 16S rDNA, agrupo a los aislados en Firmicutes y Actinomycetes, filo
importante que incluye a bacterias que participan en la degradacion de imidacloprid en
suelo.

Palabras clave: aislados nativos, suelo agricola, bacterias, tolerancia a imidacloprid,
16SrDNA.

1. INTRODUCCION

El imidacloprid (IMI) es un insecticida de primera generacion del grupo de
neonicotinoides, comercializado en 1991 por Bayer y registrado en mas de 120 paises
(Elbert et al, 2008; Cycon et al, 2013). Debido a su amplio espectro de accién es usado en
la agricultura para el control de plagas por lepiddpteros, coledpteros, homopteros, dipteros,
que afectan a cultivos pertenecientes a las familias Curcubitaceae, Fabaceae, Lauraceae,
Malvaceae y Poaceae, entre otras. Todas estas familias incluyen una gran variedad de
cultivos de importancia econdmica y nutricional. EI IMI es un insecticida sistémico que
acta como neurotoxina del receptor nicotinico de acetilcolina (NAChR) de los insectos
(Cycon et al., 2013), provocando paralisis y eventualmente la muerte (Nauen et al., 2003).
La OMS lo clasifica como moderadamente toxico, lo que ha generado un uso excesivo de
este quimico, desplazando a los piretroides. Sin embargo, estudios recientes muestran que
el IMI puede afectar ademas a organismos no blancos, tales como los polinizadores (Apis
mellifera), asi como a pajaros y otros animales (Suchail et al., 2000; US EPA, 2008; Cycon
et al., 2013). Este insecticida es considerado de persistencia moderada en el ambiente,
puede mantenerse hasta por 47 semanas; es altamente soluble en agua, sin embargo se
mantiene en el sitio de aplicacién. La degradacidn de este compuesto es causada por la luz
solar, pH, humedad y por la accién microbiana, principalmente (Hussain et al., 2016; Adak
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& Mukkerjee, 2016). La degradacion del IMI ocurre de manera mas rapida en suelos
alcalinos (Mahapatra et al., 2017); en este tipo de suelo y ademas con contenido de carbono
orgénico, la vida media varia entre 165 y 247 dias, por lo que hay riesgo de lixiviacion.
Actualmente se conocen los efectos adversos de varios insecticidas sobre la salud humana,
por ello se buscan métodos para la eliminacion del ambiente. Los insecticidas pueden ser
eliminados por métodos fisicos o quimicos; sin embargo no son del todo eficientes ya que
solo se remueven parcialmente. Estudios indican que los métodos bioldgicos pueden tener
mayor eficiencia; dentro de estos se ha estudiado el uso de microorganismos,
principalmente hongos y bacterias, degradadores de diversos compuestos quimicos
contaminantes (Parte et al., 2017). Se ha reportado que bacterias de los géneros Klebsiella
sp. (Phugare et al., 2013), Stenotrophomonas maltophilia (Liu et al., 2013), Bacillus sp y
Enterobacter sp. (Sharma et al 2014% ©), pueden degradar a IMI y a otros neonicotinoides
(Pandey et al., 2009). Por ello el objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar
bacterias de suelo agricola y evaluar la capacidad de tolerar al IMI en estudios in vitro.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos y medios de cultivo

El neonicotinoide imidacloprid (SIGMA ALDRICH, 37894) con una pureza de 99.9% fue
disuelto en diclorometano (MTEDIA, DS1432-001) grado HLPC a una concentracion de
100 mg/L y filtrado a través de una membrana de nylon con tamafio de poro 0.22 um. El
medio minimo salino (MMS) (g/L: 6g de Na2HPOas, 5g de NaCl, 3 g de KzHPO4, 0.1 g
MgSOs4, 2g NH4Cl) fue adicionado con 100 mg/L de imidacloprid como Unica fuente de
carbono (MSMI). Se utiliz6 Caldo Nutritivo (CN) para la activacion de los aislados y Agar
Nutritivo (AN) para conservar a los microorganismos, ambos de la casa comercial MCD.

2.2 Colecta de suelo agricola

Se realiz6 en el campo experimental de PIONEER™ con cultivo de sorgo (25°74°25” N
98°06°'85” W) y maiz (25°75'28” N 98°08°79” W) en Rio Bravo Tam, en el ciclo
primavera-verano 2016, en etapa de corte y F5, respectivamente con antecedente de
aplicacion de imidacloprid para el control del pulgén amarillo (la aplicacion se realizo en el
umbral economico de la plaga y una segunda aplicacion despues de 20 dias a una
concentracion 105 g de ingrediente activo/ha). Las muestras de suelo fueron tomadas de 4
puntos al azar a una profundidad de 10 cm (se considero una distancia alrededor de 10 m
entre puntos) con una espatula de acero inoxidable estéril, para ello primero fue eliminado
todo residuo superficial y posteriormente, colocadas en bolsas de polietileno. Las muestras
previamente etiquetadas se enviaron al laboratorio, se dejaron secar a temperatura ambiente
y se tamizaron con un cartucho de acero inoxidable de 810 pm.

2.3 Aislamiento de microorganismos de suelo

Se tom6 1 g de suelo previamente tamizado y se colocd en 100 mL de MMSI en matraces
de 250 mL y se dejaron incubar por 24 h a 30 °C a 180 rpm. Enseguida se realizaron
diluciones seriadas para obtener las UFC/g. Se picaron las colonias morfoldgicamente
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diferentes y se transfirieron a cajas de Petri con Agar nutritivo (AN) de 18 a 24 h, hasta
obtener colonias puras (Bergey’s of Manual). Las cuales se mantuvieron en agar inclinado
en refrigeracion hasta su uso, un duplicado de cada cepa pura se conservo en glicerol a -
70°C.

2.4 Prueba de tolerancia

A cada aislamiento puro se les realiz6 una prueba de tolerancia de crecimiento, las cuales
después de ser activadas en CN por 18h, una alicuota de 100 pl (dilucion 10%) fueron
dispersados hasta absorberse en placas de AN que contenian 100 mg/L de imidacloprid y se
incubaron a 30°C por 18h. Enseguida se realiz6 el conteo de colonias y se consideraron los
siguientes parametros de crecimiento: 0 col (nulo), <10 col (escaso*), >10 y <100 col
(moderado**) y >100 col (abundante***).

2.5 Caracterizacion de las cepas seleccionadas

La identificacion y caracterizacion de las cepas se realiz6 mediante las caracteristicas de
cultivo y morfologia de las colonias. Se llevd a cabo la prueba de Gram y la prueba de
Catalasa. Para la identificacion molecular se realizo la extraccion de DNA gendmico con el
Kit comercial de Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) con el protocolo de
Aislamiento de DNAg de bacterias Gram positivas y Gram negativas. La identificacion
molecular se realizo por el andlisis de la secuencia interna transcrita del gen 16S rRNA
utilizando oligonucleétidos universales (fD1 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y rP2
5-"ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") disefiados por Weisburg (1991) y sintetizados
por Biosynthesis (Lewisville, Tx). La reaccion de amplificacion se realizd con GoTaq
Green Master Mix utilizando 12.5 pl (2X), 1 pl de cada oligonucle6tido (5uM), 50 ng de
DNA a un volumen final de reaccion de 25 pl. La reaccién de amplificacion se realizd
como sigue: 94°C/5 min (1 ciclo); enseguida a 94°C/1.25 min, 58°C/1.30 min, 72°C/1 min
(35 ciclos); 72°C/7 min (1 ciclo). Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1.5% en un fotodocumentador Kodak, la electroforesis se realizé con Buffer
TBE 0.5X por 100V a 45 min, tefiido con Sybr Gold. El producto esperado fue de 1500 pb,
el cual se purificd con el kit Exo-Sap IT y la reaccion de secuenciacion se realizd con el
protocolo de ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) en el equipo ABI 3130. Las secuencias obtenidas fueron
ensambladas usando el software SeqMan de Lasergene 8 (DNASTAR® Inc., Madison, Wi,
USA) enseguida fueron analizadas en la base de datos del NCBI a través de BlastN
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias con mas del 98% de identidad con la base
de datos del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) se consideraron como pertenecientes a la
misma especie.

2.6 Construccion de arbol filogenético basado en la secuencia parcial del gen
16SrRNA

Las secuencias parciales del gen 16SrRNA de los aislados nativos y de 8 secuencias
estrechamente relacionadas con las cepas de referencia fueron obtenidas de la base de datos
del NCBI y utilizadas para la construccion del arbol filogenético. Se realiz6 un
alineamiento multiple de las secuencias utilizando ClustalW, la construccion de la filogenia

50
Mireles-Martinez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2018,3(2):47-62


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

molecular fue mediante el método de UPGMA (Sneath & Sokal, 1973) en el programa
MEGA7 (Kumar et al., 2016); posteriormente las agrupaciones filogéneticas respectivas se
realizaron de acuerdo al modelo estadistico de Kimura de 2 pardmetros (Kimura, 1980)
mediante una prueba de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985).

3. RESULTADOS

Se obtuvo una poblacion microbiana de 1 x 10° UFC/g del suelo en cultivo de maiz y 2 x
10° UFC/g en el suelo en cultivo de sorgo con capacidad de crecer en presencia de IMI. De
las cuales se purificaron 26 colonias, 12 de ellas provenientes del campo de maiz y 14
provenientes del campo de sorgo, en la tabla 1 se describen las caracteristicas morfoldgicas
de los aislamientos.

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados nativos.

Caracteristicas macroscopicas

Color de la colonia | Beige 65% Crema 19% Blanca 8% Amarilla 8%
Consistencia Cremosa 77% Viscosa 15% Dura 8%
Luz Transmitida Reflejada
Opaca 92% Opaca 35% Transparente 15%
Traslucida 8% Brillosa 50%
Forma Circular 52% Irregular 15% Puntiforme Rizoide 8%
15%
Margen | Entero 73% Disperso 11% Rizoide 8% Ondulado 8%
Caracteristicas microscopicas
Forma celular | Bacilos 84% Cocobacilos 16%
Esporas” | 23% (+) 77% (-)
Prueba de Gram | Positiva 65% Negativa 35%
Catalasa | Positiva 40% Negativa 60%

*Identificacion de esporas dentro de 18 a 24 h de incubacién a 30°C.

En la prueba de tolerancia se observo que 63% de los aislados presentaron un crecimiento
abundante, mientras que el 11% fue moderado y escaso.

En la tabla 2, se presenta el analisis del resultado de blast con homologia al gen parcial del
16SrRNA, observandose que los aislados nativos pertenecen principalmente a dos grupos
taxondmicos, el 72% a Firmicutes, representado por el género Bacillus y el 27% a
Actinomicetos, representado por dos géneros Microbacterium sp. y Anthrobacter sp.
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Tabla 2. Resultado de Blast, secuencia parcial del gen 16SrRNA.

ID Prueba de Descripcidn del organismo Identidad Numero de Acceso
tolerancia

MSI2  *** Bacillus sp. NCCP-535 99% AB740360.1
MSI3  *** Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 99% NC _000964.3
MSI4  *** Bacillus aryabhattai strain B8W22 99% NR_115953.1
MSI5  *** Bacillus megaterium NBRC 1530=ATCC 98% NZ_CP009920.1
MSI6  *** Bacillus megaterium NBRC 1530=ATCC 99% NZ_CP009920.1
MSI7  *** Bacillus megaterium NBRC 1530=ATCC 99% NZ_CP009920.1
MSI9  *** Microbacterium yannicii PSO1 99% NZ_CAJF01000059.1
MSI10 * Arthrobacter nitrophenolicus strain SJC 98% NZ_AOFD01000111.1
MS11  * Arthrobacter nitrophenolicus strain SJC 98% NZ_AOFD01000111.1
PSI7 e Bacillus aryabhattai strain B8W22 99% NR_115953.1
PSI9 ** Bacillus thuringiensis YBT-1518 99% NC _022873.1

*** Crecimiento abundante en la prueba de tolerancia al IMI (100 mg/L)
** Crecimiento moderado en la prueba de tolerancia al IMI (100 mg/L)

*  Crecimiento escaso en la prueba de tolerancia al IMI (100 mg/L)

Se construy6 un arbol filogenético con las secuencias de los aislados nativos que
presentaron mayor tolerancia de crecimiento en medio enriquecido (MMSI), asi como con
secuencias representativas de cepas de referencia de la base de datos del NCBI (Figura 1).
Este mostré que es evidente la formacion de dos grupos taxonomicos obtenidos; el
porcentaje de similitud se presenta en la tabla 2.
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Bacillus thuringiensis 16srRNA
100 | Bacillus cereus ATCC 14579 16srRNA
Bacillus thuringiensis YBT-1518 16SrRNA
PSI9 Bacillus thuringiensis
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 16srRNA
19 MSI3 Bacillus subtilis
PSI7 Bacillus sp.
g MSI7 Bacillus sp
0 MSI4 Bacillus sp
g3] MSI6 Bacillus sp
48| MSI2 Bacillus megaterium
84l MSI5 Bacillus sp
—— Bacillus mycoides strain ATCC 6462 16srRNA
98; Microbacterium yannicii PS01 16srRNA
100 f MSI9 Microbacterium yannicii
Microbacterium hydrocarbonoxydans RS84 16srRNA
100| ;MSI10 Anthrobacter nitrophenolicus
100 | Arthrobacter nitrophenolicus SJC 16sTRNA
99' MSI11 Anthrobacter nitrophenolicus

79

060 050 040 030 0.0 0.10 0.0

Fig. 1. Arbol filogenético de los aislados nativos basado en la secuencia parcial del gen
16SrDNA. La historia evolutiva fue inferida usando el método UPGMA (MEGAT7) con el
modelo estadistico Kimura de dos parametros y 1000 réplicas de bootstrap.

4. DISCUSION

El suelo agricola ha sido expuesto repetidamente a insecticidas quimicos, que pueden servir
como sustrato para el crecimiento de diversos microorganismos que participan en varios
ciclos geoguimicos y como responsables del reciclaje de compuestos organicos. Los
microorganismos de suelo contribuyen en la nutricion y salud de plantas, en la estructura y
fertilidad de suelo; asi como en la degradacion de xenobidticos incluyendo varios
insecticidas (Kirk et al., 2004; Rana et al., 2015). Diversas especies microbianas de suelo
han sido aisladas usando como Unica fuente de carbono y energia a insecticidas quimicos.
Se ha reportado a Kilebsiella pneumoniae, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas
maltophilia, Pseudoxanthomonas indica (Liu et al., 2013; Ma et al., 2014), Leifsonia
(Anhalt et al., 2007), Brevibacterium sp., Pseudomonas putida, Bacillus sp. Rhizobium sp.
(Sabourmoghaddam et al., 2015) que pueden degradar al IMI.

En nuestro estudio se utiliz6 MMS suplementado con 100 mg/L de IMI (MSMI), logrando
obtener 26 aislados bacterianos diferentes de suelo agricola, pero solo 11 presentaron
tolerancia al IMI en AN con 100 mg/L y fueron identificados molecularmente, el resto de
los aislamientos presentaron escasa 0 nula tolerancia al insecticida, ademas de un
crecimiento mayor a 24 h. El género mas representativo fue Bacillus, observandose las
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especies B. megaterium, B. thuringiensis, B. subtilis. Los aislados nativos MSI5, MSI6,
MSI7 corresponden a Bacillus megaterium con un 99% de identidad, siendo esta la bacteria
mas abundante. La cual se ha caracterizado por remover residuos de metales como niquel y
vanadio (Fierros-Romero et al., 2016). La cepa PSI9 presentd un 99% de identidad con B.
thuringiensis, ademéas de la presencia de cristales proteicos bipiramidales observados
mediante microscopia Optica (dato no presentado). Esta bacteria es conocida por su uso
como agente de control bioldgico para plagas del area agricola, forestal y de importancia
médica a nivel mundial (Brar et al.,, 2006), también se han realizado estudios de
degradacion de insecticidas organofosfatos (Wu et al., 2013; Gangireddygari et al., 2017),
piretroides (Chen et al., 2015, Pankaj et al., 2016) por lo que se le considera una bacteria
prometedora para la degradacion de insecticidas quimicos de suelo (Ferreira et al., 2016).
Por otra parte B. subtilis se ha reportado en la degradacion de organofosforados (Acharya et
al., 2015) y organoclorados (Kumar et al., 2014) y a B. aryabhattai como promotora de
crecimiento (Lee et al., 2012). No obstante, se ha reportado a otras especies de este género
como degradadoras de IMI (Sharma et al., 2014).

En cuanto a Microbacterium sp y Arthrobacter sp, las cuales pertenecen a los actinomicetos
se ha reportado que A. nitrophenolicus demostr6 tener potencial en degradar compuestos
nitrofendlicos lo cual fue el caso de 2-cloro-4-nitrofenol (Arora & Jain., 2013), en este
estudio la cepa MSI10 y MSI11 tienen 98% de similitud con la cepa SJC
(NZ_AOFD01000111.1). Mientras que el aislamiento MSI9 present6 un 99% de identidad
con M. yannicii (NZ_CAJF01000059.1), esta especie no se ha reportado en estudios de
degradacién o de remocion de xenobidticos. Sin embargo, este género se ha estudiado con
fines de degradacion de organofosforados y piretroides (Panneerselvan, 2013). De acuerdo
a nuestros resultados las especies bacterianas encontradas en este estudio presentan un
potencial biotecnoldgico para estudios posteriores de biodegradacion del imidacloprid.
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APENDICE A.

Material suplementario

Andlisis de las secuencias parciales del gen 16S rDNA

Las secuencias obtenidas en formato Fasta fueron sometidas a MEGA 7, para llevar a cabo
un alineamiento multiple mediante CLUSTALW, el resultado fue exportado en formato
MEGA vy enseguida se someti¢ a la basqueda del Modelo matematico para secuencias de
DNA (pardmetros por default). Se considera el mejor modelo arrojado por el programa
(Kimura de 2 pardmetros) y enseguida se inicia con la construccion de la filogenia
molecular. Se seleccionan las preferencias del método: Método estadistico (UPGMA), Test
de Filogenia (Método de Bootstrap con 1000 réplicas), Modelo de sustitucion (Kimura de 2
parametros e incluye sustitucion d: transiciones y transversiones), con completa supresion
de Gaps. Los resultados del arbol se muestran en la figura 1.

Resultado de las secuencias parciales del gen 16S rDNA de los aislados nativos

>MSI2 Bacillus megaterium
TGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCATTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTT
CTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGARAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGG
GAAAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTAATCAGCTCGTGT

>MSI3 Bacillus subtilis

TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAA
CCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG
GAAGAACAAGTACCGTTCAAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGG
CTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT
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TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCATGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCAGCACAAGCGGTGGAACATGGGATTAAATTCGAA

>MSI4 Bacillus_ sp
GCAATCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGAATTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTC
TCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCATCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC

>MSI5 Bacillus_ sp
TGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTT
CTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGG
AAAAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCCTCACCTCCTGTCAAAAATATAGGGTAAAGTCCAACA
ACGAGCAAAACCCTTGATCTTAGTTG

>MSI6 Bacillus_ sp

TGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCATTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTAAGTAACA
CGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCT
TCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTATGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
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GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGG
GGAAAAAGTGACAGGAGATGCATGGTTGTCGTCAGCT

>MSI7 Bacillus_ sp
CTGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCATTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCT
TCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA
CTGAAACTAAAAGGAATTGACGGGGGCCAGCACAACCGAAGGAACATGTGGTTTAATTCGAACAAC
C

>MSI9 Microbacterium yannicii
GTGTTACCGACTTTCATGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCG
TTGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCGAACT
GGGACCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCACCTCACGGTATTGCAGCCCTTTGTACCGGCCATTGTAGC
ATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGA
CCCCGGCAGTATCCCATGAGTTCCCACCATAACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTTCACGAGT
GTCCAAAGAGTCCCCCATTTCTGGGGTGTTCTCGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACTTAATGCGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAAAGG
ACCCCACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCC
ACCCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGA
TATCTGCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTA
CCCACTGCAGGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTC
TTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGGCGCTTTTTCTGCAAGTACCGTCACAAAAGCTTCTTCCTTGCTAAAAGAGGTTTACAACCC
GAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCAC
TGCTGCCTCCCGTAGGAGACTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCG
GCTACCCGTCGACGCCTTGGTGAGCCATTACCACACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATC

>MSI10 Anthrobacter nitrophenolicus

CSTCAGTCCACCTTAAGAAGGCTCCCTCCCACAAGGGGTTAAGGCCACCGGCTTCGGGAGGTTACC
AACTTTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACARAGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGAT
CTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCAAGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGG
CTTTTTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGA
AGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCA
GTCTCCTATGAGTCCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC
TTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCAGCCCCAAAGG
GGAAACCACATTTCTGCGGCGGTCCGGTCCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCG
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AATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGAAAACGTGGAATGTCCCCCAC
ACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTT
CGCTCCTCAGCGTCAGTTAATGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGC
GCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCG
CAGATCCCGGAGTTGAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACG
CCCAATAATTCAGGATACGCTGCGCCCTACGTATTACGCGCTGCTGGCACGTAGTAGCCGCGCTTC
TTCTGCAGTACCGTCACTTCGCTTCCTCCTACTGAARAGGATAACACCGGAAGCCGTCATCCTCAC
GCGGCGTTCTGGCATAAGGCTTCGAAGCCCGA

>MSI1l Anthrobacter nitrophenolicus
AGAGRTTCAACTTAGACGGCTCCCTCCCACAAGGGGGTAGGCCACCGACTTCGGGTGTTACCAACT
TTCGTGACTTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGC
GATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTT
TTGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCC
CAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCT
CCTATGAGTCCCCACCATCACGTGCTGGCAACATAGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTAAACCAGCCCCAAAGGGGAA
ACCACATTTCTGCGGCGGTCCGGTCCATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT
AATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTACGGCGCGGARAAACGTGGAATGTCCCCCACACCT
AGTGCCCAACGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCT
CCTCAGCGTCAGTTAATGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCAT
TTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACATCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGA
TCCCGGAGTTGAGCCCCGGACTTTCACGGCAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGATACGCTTGCGCCCTACGTATACGCGCTGCTGGCACGTAGTAGCCGCGCTCCTCTG
CAGTACGTCACTTTCGCTCCTCCCTACTGAAGAGTTACACCGAGCGTCATCCTCAGCGTCGGCGAT
CCTGCATCAGCCATGGGGCC

>PSI7 Bacillus_ sp.
AGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCATTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTC
CTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGG
GAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCCCGCCCGTAAACGATGAAGGGCTAAAGGATTAAAAG
GATTTCCCCCCCTTTAGGGCTCCACCTAACCCATTTAAGCCAACCCCCCGGGGGAATACGGAAACA
AAAATTGAAACTCCAAGGAATTAAAGGGGGACCCCCAAAAAGGGGGAAACATTGGATTTTTTTTAC
AACACCCAAGAAAAACTTTACCGGGATTTAGAATACCTTAGAAAAA

>PSIS9 Bacillus thuringiensis

TGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCATCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTT
GAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
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ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGA
GCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCCTCAACTCCTAACAAAAAATGTTGGGTTAAGTCC
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