Posgrado en Ciencias Biologicas

o8 u-cuuwu\ POSGRADO EN CIENCIAS
4 o BIOLO

Resistencia/tolerancia de cinco cepas bacterianas que crecen en

Universidad Autonoma de Tlaxcala ‘I ,

presencia de compuestos azo y analisis preliminar de su ADN

plasmidico

TESIS PROFESIONAL
Para obtener el titulo de:

Maestro en Ciencias Biologicas

Presenta: Rodrigo Pérez Rivera

Directora de tesis: Dra. Alba Monica Montiel Gonzalez

Tlaxcala, Tlax. Octubre 2017



Posgrado en Ciencias Biologicas

ol A
4 tigmoun 9925 BIOLO

Resistencia/tolerancia de cinco cepas bacterianas que crecen en

Universidad Autonoma de Tlaxcala ‘I ,

presencia de compuestos azo y analisis preliminar de su ADN

plasmidico

TESIS PROFESIONAL
Para obtener el titulo de:

Maestro en Ciencias Biologicas

Presenta: Rodrigo Pérez Rivera

Comité Tutoral: Dra. Alba Ménica Montiel Gonzalez
Dra. Yendi Ebenezer Navarro Noya

Dr. Arturo Estrada Torres

Tlaxcala, Tlax. Octubre 2017



Hoja de financiamiento

Este trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
de Investigacion en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Tlaxcala, bajo la

direccion de la Dra. Alba Moénica Montiel Gonzéalez.

El Programa de Maestria en Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Tlaxcala
esta registrado en el Programa Nacional de Posgrado-CONACYT (PNP 00-30-03).

Para la realizacion del presente estudio se contd con una beca para estudios de Posgrado del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) con nimero de registro 588009 y
namero de beca No. 708954



UNIVERS| DAD AUTOROMA DETLAXCALA

Universidad Autonoma de Tlaxcala c

Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado
Posgrado en Ciencias Biolégicas

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

i

COORDINACION MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del Proyecto de tesis que Rodrigo Pérez
Rivera realiza para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias Bioldgicas. expresamos que.
habiendo revisado la versién final del documento de tesis, damos la aprobacion para que ésta sea
impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevard es:
“Resistencia/tolerancia de cinco cepas bacterianas que crecen en presencia de compuestos

azo y analisis preliminar de su ADN plasmidico”.
Sin otro particular, le enviamos un cordial saludo.

ATENTAMENTE
TLAXCALA, TLAX., JULIO 4 DE 2017

— , ALstacl
DRA. ALBA MONICA MONTIEL GONZALEZ DR. ARTURO ESTRADA TORRES

A

> R

/”g é,)j

M. EN C. LAURA VERONICA HERNANDEZ CUEVAS DR. RENE ZEMPOALTECA RAMIREZ

\ b
DRA. EDELMIRAT#ARCIA NIETO

) Sistema Institucional de Gestion de la Calidad Certificado bajo la Norma: % SAIGLOBAL
150 SO 9001:2008-NMX-CC-9001-IMNC-2008 e

Km. 1.5 Carretera Tlaxcala-Puebla CP 90070. Tlaxcala. Tlax. Tel/Fax: 01(246)462-15-37 e-mail: poseradoctbcuati@email.com




Agradecimientos

Al posgrado en Ciencias Bioldgicas del (CTBC-UAT), al Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) por el apoyo econémico otorgado a través de la beca para la
realizacion de mis estudios de posgrado.

Al Centro de Investigacion en Ciencias Bioldgicas, por el espacio brindado en el laboratorio
de biologia molecular para la realizacion de mi investigacion de maestria.

Agradezco a mi director de tesis Dra. Alba Monica Montiel Gonzéalez por las palabras de
aliento, sus ensefianzas y asesorias que sin ellas este trabajo de investigacién no habria sido
posible.

A la Dra. Edelmira Garcia Nieto por su excelente papel como sinodal y revisor de tesis,
gracias por sus acertados y puntuales comentarios que ayudaron a complementar y concluir
el presente escrito de tesis.

A los miembros del comité.



Agradecimientos a titulo personal

A mis padres Maria Elena Rivera Madrigal y Armando Pérez Saucedo por su apoyo en mis
decisiones y amor incondicional.

A mi novio Mario Moreno Montafio (Kayle) por tu tiempo, dedicacion, amor incondicional,
apoyo en los momentos dificiles, realmente no tengo palabras para agradecer todo el apoyo
que me has brindado.

Agradezco a mis amigos Tykko Kerensky Stamatiadis Doch, Marcos Montiel Infante (Tharos
Rof), Mariana Gonzalez Mufioz, Enrique M. Vega Parra, Karla Mishel Rojas Pérez por su
ayuda en los momentos dificiles, gracias a ustedes es que pude levantarme, seguir adelante y
concluir este proceso de mi desarrollo personal y profesional.

A ustedes es a quien dedico este logro de mi vida.

Gracias

Si mi vida va a significar algo, tengo que ser yo quien la viva.

Percy (Rick Riordan)



Resumen

Las bacterias son los organismos mas abundantes y ubicuos del planeta, habitan en
sitios bajo condiciones extremas y con altos grados de perturbacion, sitios contaminados,
suelo, agua y aire. Esta capacidad de subsistencia en ambientes hostiles esta relacionada con
el despliegue de distintos mecanismos de tolerancia y/o resistencia que le ayudan a contener
el efecto dafiino de diferentes compuestos presentes en su habitat. En este sentido, podemos
definir a la resistencia como la capacidad que poseen los organismos para sobrevivir en
presencia de un agente de presion sin que el organismo vea afectadas sus actividades
metabolicas. El caso contrario, en el que los organismos habitan ambientes en presencia de
un factor de presion y esto les obliga a cesar su crecimiento y reproduccion para lograr
subsistir en el medio, es conocido como tolerancia. En algunos organismos, estos
mecanismos son otorgados y se encuentran codificados en el ADN plasmidico, que son
moléculas de ADN extra cromosomico, con la capacidad de auto replicacion independiente
a la division celular.

Un ejemplo de sustancias tdxicas que son depositadas en el ambiente y que generan
un medio hostil para la sobrevivencia de los organismos, son los colorantes del tipo azo;
dichas sustancias son productos de desecho de industrias como las del papel, textiles,
cosméticas y alimenticias, que terminan depositadas en los suelos de los efluentes
circundantes a ellos y que imponen un factor selectivo para el crecimiento de algunos
organismaos.

Las cepas bacterianas seleccionadas para la realizacion del presente estudio, han sido
aisladas a partir de efluentes de desecho (que incluyen a los de la industria textil) y son
capaces de crecer en presencia de los colorantes azo de grado analitico rojo Congo y rojo de
metilo, que son también usados en este tipo de industrias. El objetivo de este trabajo fue
determinar si las cepas bacterianas seleccionadas poseen mecanismos de tolerancia y/o de
resistencia al crecer en presencia de estos dos colorantes y si es el ADN plasmidico quien les
otorga esta capacidad de subsistencia sobre ellos.

Durante el desarrollo de la investigacion se realizé la identificacion molecular de las
cepas aisladas, utilizando la secuencia de la region 16S del ADNr para su analisis
comparativo con las secuencias depositadas en las bases de datos mundiales (GeneBank y

Greengenes).



Las pruebas de tolerancia se disefiaron para determinar la capacidad que las cepas
poseen para crecer en un medio con una fuente de carbono de fécil asimilacion, adicionado
con el colorante, mientras que las pruebas de resistencia tuvieron como objetivo determinar
cuéles de las cepas eran capaces de crecer utilizando al compuesto azo como unica fuente de
carbono. En ambas pruebas los pardmetros determinados fueron la densidad optica (DOgoo)
y el porcentaje de desaparicion de los colorantes mediante espectrofotometria, evaluados en
micro cultivos liquidos incubados durante 96 h a 30 °C. Para confirmar la participacion del
ADN plasmidico en la capacidad de las cepas para crecer en presencia de dichos colorantes,
se realizo el curado de las mismas, despojandolas de sus plasmidos y sometiéndolas
nuevamente a crecimiento usando las pruebas de tolerancia y de resistencia.

Finalmente, el material plasmidico obtenido fue linealizado mediante digestion
enzimatica, con el fin de determinar el nimero y tamafio de los plasmidos. Para el analisis
preliminar del ADN plasmidico, los plasmidos fueron digeridos enzimaticamente con el fin
de clonar sus fragmentos en un vector y secuenciarlos, para posteriormente, realizar un
analisis comparativo con la informacion de bases de datos mundiales y determinar, en lo
posible, los genes que se encuentran en dichos plasmidos. Las cepas aisladas fueron
identificadas como Acidovorax Anthurii (similitud del 99% con GenBank: KP641171.1),
Ralstonia pikettii (similitud del 99% con GenBank: CP006668.1), Agrobacterium sp. (99%
de similitud con GenBank: KT894723.1), Ralstonia sp. (99% de similitud con GenBank:
AY238507.1) y Cupravidus sp. (99% similitud con GenBank: KT461854.1). Se pudo
observar, que las cuatro primeras cepas fueron solo tolerantes a crecer en presencia de los
colorantes azo en medio LB, alcanzando un crecimiento méaximo de 5.05e+08 células/mL y
un porcentaje de decoloracién entre el 91% y 95% durante las 96 h del cultivo.

Solo Cupravidus sp. mostré ser resistente al rojo Congo, alcanzando un méaximo
crecimiento de 1.83e+08 células/mL y un 90.74% de decoloracién, durante las 96 h del
cultivo. Se logro determinar que el ADN plasmidico presente en las cepas no les otorga la
capacidad de crecer en presencia de estos colorantes, al obtener valores similares en los
parametros de crecimiento con las cepas curadas con respecto a los observados en los cultivos
realizados con las cepas que mantienen sus plasmidos.

Para el analisis de los elementos génicos del material plasmidico se utiliz6 solamente

el ADN plasmidico de la cepa Acidovorax anthurii, debido a que en dicha cepa, si fue posible



definir la presencia de sélo un plasmido y su tamarfio, con la gama de enzimas de restriccion
probadas. Se determind que el pldsmido que posee tiene un tamafio de aproximadamente
18,601 pb y los fragmentos que pudieron ser secuenciados poseen 92% de similitud con un
fragmento de un gen de resistencia a ampicilina, perteneciente a un plasmido de la cepa
Klebsiella pneumonie pincR_DHQ1300920 de 70,830 pb. Al respecto, se ha sugerido que
estos genes suelen ser Utiles a las bacterias para su subsistencia haciendo frente a sus

competidores de nicho, los cuales pueden secretar alguna especie de agentes antimicrobianos.
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l. Introduccién

Se sabe que dentro de la dinamica de la vida en el planeta las especies sufren multiples
adaptaciones a lo largo del tiempo como respuesta a los estimulos externos que las circundan.
Todos estos procesos de adaptacion al medio pueden considerarse como parte de un
mecanismo intrinseco de los organismos, que a traves del funcionamiento de sus genes, es
capaz de expresarse en circunstancias particulares. Estos genes pueden ser obtenidos gracias
a la carga génica heredada dentro del genoma a partir del organismo progenitor o bien ser
generados por cambios enddgenos (mutaciones por errores en la replicacion del ADN) o por
alguna causa exogena (mutaciones por cambios provocados por fuentes quimicas, fisicas o
bioldgicas) y que al formarse, en un momento determinado, tienen la posibilidad de causar
efectos patoldgicos sobre otros organismos, de ser Utiles para la especie incrementando su
acervo de estrategias metabdlicas frente a agentes estresantes u hostiles en el medio o bien
simplemente ser perdidos en los procesos naturales de seleccion (Freeman y Herron 2002).

Aunque estos procesos son de indole general para todos los organismos, son muy
evidentes en algunos grupos, tal es el caso de las bacterias, que son los organismos mas
abundantes del planeta debido a su versatilidad para colonizar una gran gama de habitats.
Son ubicuas, se encuentran en todos los ambientes terrestres y acuéaticos; crecen hasta en los
mas extremos como en los manantiales de aguas termales y acidas, en desechos radioactivos,
en las profundidades tanto del mar como de la corteza terrestre, etc. (Rinkie y cols. 2013).
En este contexto, es inevitable adjudicar a estos organismos una capacidad extraordinaria de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales. Adicionalmente a dichas condiciones que
pudiéramos considerar naturales, en las que las bacterias muestran esta gran capacidad de
adaptabilidad, son las perturbaciones en su medio quienes las obligan a poner a prueba sus
mecanismos metabdlicos para adaptarse de manera acelerada e inesperada a condiciones
xenobidticas extremas (Hansel y cols. 2008).

En este sentido, existe una gran inquietud por conocer acerca de los procesos
mediante los cuales las bacterias adquieren la capacidad para hacer frente a las inclemencias

del ambiente donde se desarrollan, en los que los genes deben jugar un papel fundamental.



Para comprender la esencia de las multiples capacidades de estos grupos bacterianos,
es importante conocer sus caracteristicas gendémicas, es decir, como estd organizada la
informacion dentro de su genoma, cémo realizan y regulan su expresion y qué mecanismos
de variacion génica poseen. Se ha descrito que en ocasiones esta adaptabilidad les es
conferida por sus plasmidos, que son unidades extracromosomales de ADN circular con
capacidad para auto-replicarse de forma controlada e independiente a la division celular
(Sambrook 2001).

Entre los grupos bacterianos descritos como habitantes de los suelos que presentan
este tipo de elementos estan los pertenecientes a los filos de a-proteobacteria, [-
proteobacteria, 6-proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes (Wakene y cols. 2015), sin
embargo, poco se ha estudiado al respecto de la capacidad que tienen todos estos grupos de
bacterias para crecer en presencia de por ejemplo, compuestos contaminantes, asi como
acerca de los beneficios particulares que dicho material les confiere o si son algunos
productos de los genes contenidos en los plasmidos, los que les permiten vivir en ambientes
contaminados. Los generos de Cupravidus, Rizobium, Sphingobium, Acidovorax y
Pseudomonas, se han encontrado en suelos de zonas cercanas a las descargas de desechos de
los corredores industriales del estado de Tlaxcala, mismos que contienen entre otros
compuestos, colorantes tipo azo provenientes de la industria textil. Algunas cepas de estos
géneros son capaces de crecer en cultivos adicionados con este tipo de colorantes,
particularmente con rojo de metilo y rojo Congo, en condiciones de laboratorio. Esta
caracteristica presente en estas especies, puede ser conferida por un mecanismo de resistencia
y/o tolerancia, codificado a partir de genes directamente del genoma o puede ser
consecuencia del actuar de algunos genes presentes en el ADN plasmidico, como sucede con
otros géneros bacterianos (Lactobacillus), sin embargo, no se han realizado ain estudios que
nos permitan contestar esta incognita.

En este sentido, el estudio del ADN plasmidico es una de las areas de investigacion
con grandes avances en los Ultimos afios. Existe una cantidad considerable de informacion
sobre sus secuencias, asi como de sus aplicaciones y del despliegue de modificaciones que
se les han realizado para poder utilizarlos como vectores en proyectos de Ingenieria Genética,
por lo que la busqueda de nuevos elementos génicos es una de las lineas de investigacion con

grandes oportunidades.



Por tales razones, la deteccion de los mecanismos por lo que estas cepas de bacterias
son capaces de crecer en presencia de compuestos azo, la determinacion de la participacion
del ADN plasmidico en dichos mecanismos y la aproximacion al tipo de genes que los
plasmidos puedan poseer, contribuira al planteamiento de investigaciones que permitan
conocer mas acerca de los procesos y mecanismos que estos microorganismos usan para su

adaptacion y supervivencia.



I1. Marco teérico.

2.1 Bacterias del suelo

Las bacterias son los microorganismos mas numerosos en la superficie del suelo y su
cantidad y tipo varian dependiendo de las condiciones ambientales en él. Se estima que la
poblacion bacteriana del suelo puede llegar a exceder de las 10° células por gramo de suelo.
Estos microorganismos pueden ser cultivables (de éstos se presume que existen de 107 a 108
células por gramo de suelo) y no cultivables (Maier y cols. 2009). Los filos bacterianos mas
frecuentemente  encontrados son  Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia y Bacteroidetes, entre otros (Uroz y cols. 2016). En comparacion con
ambientes acuaticos, hay una gran proporcion de bacterias Gram-positivas, aunque en
nameros absolutos predominan las bacterias Gram-negativas en el suelo (Atlas y Bartha
2002).

La identificacion de géneros o especies bacterianas es muy util cuando se requiere
aprovechar sus funciones o metabolitos en planteamientos biotecnolégicos, lo que ademas es
necesario para asignar las caracteristicas estudiadas a un tipo de bacterias especifico.
Existen aspectos, generalmente fisioldégicos o metabdlicos, que permiten clasificar y
distinguir a las poblaciones de microorganismos presentes en el suelo. Uno de estos aspectos
es la utilizacion del oxigeno, las bacterias del suelo pueden ser aerobias, anaerobias y
anaerobias facultativas (Pepper y Gerba 2005).

Como parte de los estudios donde se realiza la identificacion de los grupos bacterianos
del suelo, se utilizan algunas pruebas bioquimicas que determinan diversas capacidades
metabolicas al usar diferentes fuentes de carbono y nitrégeno por los organismos o su
capacidad reactiva al oxigeno como ultimo aceptor de electrones en su proceso de respiracion
(Bergey 1994). Para poder evaluar dichos parametros, es necesario cultivar a los organismos
en el laboratorio, lo que limita por mucho el esfuerzo de identificacion de la composicién de
bacterias en muestras ambientales o0 médicas, en donde se desconocen las condiciones y
requerimientos especiales para su cultivo. Una forma de compensar esta limitante es a través

del uso de herramientas moleculares con fines de identificacion.



2.2 ldentificacion molecular asistida por PCR

Conocer la identidad de cepas bacterianas aisladas a partir de muestras ambientales
es uno de los principales objetivos para el inicio de una investigacion. Siguiendo este fin, se
debe identificar ampliamente y clasificar taxondmicamente a dichas cepas. Los métodos
fenotipicos son altamente dependientes del ambiente en el cual crecen los microorganismos,
sin embargo, el estudio del genotipo es un camino complementario y seguro de mapeo de
interrelaciones y es independiente de las condiciones de crecimiento ambiental. La
identificacion molecular bacteriana se fundamenta en el conocimiento de la secuenciacion de
regiones de ADN con suficiente variabilidad como para discriminar una especie de otra y tan
conservadas que permitan restringir a nivel de especie.

En el caso de los organismos procariotas, entre las regiones mas comunmente
amplificadas y posteriormente secuenciadas, se encuentran las correspondientes a los genes
que codifican ARN ribosomal (16S). El gen ribosomal 16S tiene una secuencia altamente
conservada, pero con la variabilidad suficiente para hacer distinciones entre géneros y
especies (Sambrook 2001). En las bacterias, este gen posee alrededor de 1,5 kilopares de
bases (kb). Se ha propuesto que entre procariotas cuyas secuencias del gen 16S del ADN
ribosomal (ADNTr) cuenten con un 97% de similitud o mas es muy probable que pertenezcan
a la misma especie (Kimy cols. 2014). Por amplificacion selectiva de esta secuencia a partir
del ADN gendmico y comparando los resultados con los depositados en las bases de datos,
los microorganismos pueden ser caracterizados como filotipos y utilizados en la construccion
de un arbol filogenético de especies bacterianas (de Melo y cols. 2016).

Actualmente el gen 16S del ADNr es el gen “blanco” mas utilizado en estudios de
diversidad bacteriana en diferentes ambientes naturales o sometidos a intervencion humana,
asi como en estudios de filogenia bacteriana.

La secuenciacion del ADNr es el método de eleccion para determinar relaciones
taxonémicas. Debido a que la molécula de ADNr 16S contiene también algunas regiones
altamente variables, esto hace posible el encontrar regiones de 20 a 30 bases que son
completamente exclusivas de una sola especie de bacterias. La caracterizacion filogenética
de los organismos es mas que un ejercicio de taxonomia, puesto que las relaciones evolutivas

estan establecidas en una forma creible y cuantitativa. Se espera que los organismos



cercanamente relacionados sean similares en sus propiedades bioguimicas generales; por el
contrario, la diversidad en las secuencias de ADNr indica diferencias bioquimicas potenciales
(Matsumoto y Sugano 2013).

Para la identificacion molecular de una especie de interés es necesario tener material
gendémico suficiente para su estudio. EI empleo de técnicas complementarias como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la amplificacion del gen 16S satisface este
requisito y permite mayor porcentaje de éxito en la posterior secuenciacion. Esta técnica de
amplificacion se basa en el mecanismo de la replicacion in vivo del ADN, con las
modificaciones propias de una técnica in vitro. Con el material en cantidades suficientes, se
lleva a cabo la secuenciaciéon y comparacion de ésta con la informacién contenida en las
bases de datos, lo que permite tener informacidn respecto al porcentaje de similitud entre las
secuencias y aproximarnos hacia la identidad del organismo de estudio.

Como en muchos estudios, la identificacion permite saber qué organismos son los que
se estan manejando, con la finalidad de otorgarles al final, las propiedades, caracteristicas y
hallazgos que resulten de la investigacion, lo que puede ser de utilidad en el momento en el

que se desee inferir parte de su actuar en el ambiente.

2.3 Mecanismos de tolerancia y resistencia a compuestos antimicrobianos

El término resistencia microbiana, es un concepto que abarca intrinsecamente
multiples aspectos sobre la fisiologia de un microorganismo y es necesario desglosar este
concepto para poder definir a lo que se les conoce como “resistencia microbiana” (Labarca
y Araos 2009). Las bacterias son capaces de desarrollar mecanismos de resistencia, que esta
definida como la capacidad de un organismo a desarrollarse de manera éptima en presencia
de un agente antibidtico, por el contrario, si el organismo tiene la capacidad sélo de subsistir
en el medio a costa de alterar su crecimiento éptimo se habla de un mecanismo de tolerancia
(Marsolek y Rittman 2016).

Han sido descritos para las bacterias algunos mecanismos de tolerancia, éstos
particularmente son dependientes de gastos energéticos durante su accion, uno de ellos es la
modificacion de las propiedades fisicas de las membranas, como el aumento de la rigidez o

la disminucion de la permeabilidad. Esto debido a la isomerizacion de acidos grasos



insaturados, modificaciones en los grupos fosfolipidos o lipopolisacaridos, cambios en la
hidrofobicidad de la superficie celular, carencia de porina OprF, y alteracion de la tasa de
recambio de los componentes de membrana (Fernandes y cols. 2003). Sin embargo, éstos son
mecanismos de accion breve y se requieren otros de largo plazo para poder persistir en la
presencia de agentes antibioticos.

Es por ello que se han descrito mecanismos sobre la extrusion de compuestos toxicos
a través de procesos dependientes de energia, en donde se provee un transporte activo de los
compuestos deletéreos desde la membrana citoplasmatica hacia el medio externo. Esto se
realiza por medio de la actividad de proteinas transportadoras de membrana o las bombas de
eflujo.

Dichos mecanismos exportan compuestos toxicos a traves de las membranas interna
y externa, en un paso acoplado a energia de tres partes: una proteina transportadora localizada
en la membrana citoplasmatica, unida a través de una proteina de fusion de membrana a una
proteina de membrana externa. Esta Gltima es un canal que permite la salida del compuesto
toxico al exterior. La proteina de membrana externa es intercambiable entre diferentes
sistemas de extrusion que se pueden unir a diferentes bombas, a diferencia de las proteinas
de fusion de membrana, que interactian especificamente con la proteina transportadora
correspondiente; teniendo un rango restringido de sustratos (Shrivastava y Mande 2008).

Las bombas de eflujo se pueden dividir en varias familias y diferentes funciones
metabolicas, lo que se traduce en un gran nimero, éstas estaran presentes en cada célula y
estan determinadas por la extension del genoma que las pueda codificar.
Estos mecanismos de respuesta dan pauta a que, en condiciones hostiles con una fuente de
carbono asimilable como fuente energética primordial y la presencia de compuestos toxicos,
las células bacterianas promuevan la sintesis de algunas enzimas que les ayuden a
metabolizar parte de estos compuestos, en donde si la fuente de carbono se ve limitada esta
respuesta se verd atenuada o nula produciendo la muerte celular del cultivo (Arbeli 2009).

Por el contrario, la resistencia microbiana se entiende como la interaccion molecular
entre una célula bacteriana, con todo su arsenal genético y metabdlico, y una sustancia
antibidtica determinada. Donde el arsenal genético y metabdlico estd definido como la
capacidad que tiene un microorganismo de poseer uno o varios genes que codifiquen para un

mecanismo de resistencia en particular. Ese gen o esos genes deben ser expresados en



cantidad y calidad suficiente, muchas veces deben interactuar distintos mecanismos de
resistencia para alcanzar la sobrevivencia bacteriana.

Estos mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos y transmisibles, éstos son los
mas importantes y consisten fundamentalmente en la produccién de enzimas bacterianas que
inactivan a los antibidticos o durante la aparicion de modificaciones que impiden la llegada
del farmaco al punto diana o en la alteracion del propio punto diana. Una cepa bacteriana
puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibidticos y del
mismo modo un antibi6tico puede ser inactivado por distintos mecanismos por diversas
especies bacterianas (Hancock y Sahl 2006).

Un ejemplo de dicha expresion génica son las betalactamasas de clase C de
Escherichia. coli, que se encuentran en un gen especifico para esta enzima, que es capaz de
romper distintos antibidticos betalactamicos. Dicho gen se encuentra naturalmente
codificado en el cromosoma de la bacteria, sin embargo, la expresion de esta enzima es
minima debido a que este microorganismo carece del promotor natural Amp-R, siendo esto
un caracter inductivo, donde E. coli posee un gen capaz de producir un mecanismo de
resistencia, de escasa expresion y esta asociado a la accion residual de algun promotor que
se encuentra situado corriente arriba dentro del cromosoma bacteriano, haciendo que el
microorganismo pueda comportarse como sensible a ampicilina (Ramona y cols. 2003).

La resistencia antibidtica puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia intrinseca es
propia de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por ejemplo, todos los microorganismos
Gram negativos son resistentes a la vancomicina y esta situacion no es variable (Miranda y
cols. 2006). La “resistencia adquirida” es variable y es adquirida a partir de una cepa de una
especie bacteriana que la posee. Asi, existen cepas de Streptococcus. pneumoniae que han
adquirido resistencia a la penicilina, cepas de E. coli resistentes a la ampicilina, cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina (Montemayor y cols. 2014). Esta resistencia adquirida esta
dada por caracteristicas externas al grupo, como lo son elementos moviles y los mecanismos
de transferencia horizontal de genes.

Otros mencionan que los genomas bacterianos poseen una enorme plasticidad y ésta
frecuentemente se encuentra asociada a la transferencia horizontal de genes entre bacterias
de la misma o de diferentes especies (Faddeeva-Vakhrusheva y cols. 2016). En este trafico

de ADN entre bacterias, juegan un papel determinante los plasmidos y los virus, que



mediante procesos de conjugacion o transduccion respectivamente, pueden transferir
facilmente material genético entre bacterias. Este hecho es particularmente relevante, puesto
que por este medio se transfiere gran parte de la resistencia a antimicrobianos (Peixuan y
cols. 2014).

En este entendido se puede decir, que la aparicion de cepas resistentes es un fenémeno
natural que ocurre cuando los microorganismos se reproducen de forma errénea o se
intercambian caracteristicas de resistencia.

Estos hechos abren mas preguntas sobre como abordar estudios de este gran grupo, de las
que resalta que existe un gran porcentaje de caracteristicas metabdlicas que no se encuentran
codificadas en el genoma cromosomico de las bacterias, sino en las unidades plasmidicas que
Ilegan a poseer estos organismos y que confieren beneficios importantes que les permiten

vivir en presencia de toxicos.

2.3.1 Compuestos tipo azo

Existe una gran gama de compuestos contaminantes para el ambiente. En muchos de
los casos poseen estructuras de aminas aromaticas, alifaticas, compuestos de hidrocarburos
halogenados con enlaces sulfuro y dobles enlaces C-C, asi como compuestos, quinolonas,
penicilinas, tetraciclinas etc. por mencionar algunos. Lo que permite que enzimas tales como
el citocromo p450 monoxigenasa, presentes en todos los organismos, puedan degradarlos, a
través de hidroxilaciones aromaéticas y alifaticas, N- y S-oxidaciones, epoxidaciones, O-, N-
y  S-desalquilaciones,  desaminaciones, desulfuraciones, deshalogenaciones vy
deshidrogenaciones (Guengerich 2008). Sin embargo, existen otros compuestos con
estructuras mas complejas, que no pueden ser afectados por la accion de las enzimas
mencionadas, tal es el caso de los colorantes tipo azo.

Los compuestos tipo azo son compuestos aromaticos con una 0 mas conformaciones
del grupo -N=N-. Estos presentan una intensa coloracién cuando el compuesto azo se
encuentra en conjugacion con un par de anillos aromaticos, debido a que el compuesto
resultante absorbe radiacion de tipo electromagnética en la banda del espectro visible. Debido
a esta caracteristica, los azo-derivados suelen ser utilizados como colorantes en diferentes

campos de la industria, tan dispares, como pueden ser la industria alimentaria o la textil,



pasando por la industria del papel, etc. (Robinson y cols. 2001). Estos son compuestos que
se ven depositados en los efluentes debido a los desechos provenientes de las industrias antes
mencionadas.

Los colorantes son compuestos estables y de larga vida debido a su estructura
aromatica, ademas, contienen grupos nitro y sulfonico, siendo esto de caracter recalcitrante
para la mayoria de las bacterias (Claus y cols. 2002), por lo tanto, impide el ataque de las
enzimas oxigenasas al enlace azo, mismas que catalizan la incorporacion del oxigeno al anillo
aromatico de compuestos organicos, provocando la ruptura de los compuestos aromaticos
(Mandigan y cols. 2003).

Debido a esto, su degradacidn se torna en un proceso complejo. En las bacterias se ha
demostrado que poseen un sistema enzimatico de azo-reductasas, con el que son capaces de
llevar a cabo la degradacion de colorante azo en condiciones anaerdbicas (Van der Zee,
2002). La decoloracion de los colorantes azo es una reaccion de reduccion que rompe los
enlaces azo; el resultado de lo anterior son aminas aromaticas; mismas que carecen de color,
por lo que la azo reduccidn es equivalente a la decoloracion (Van der Zee 2002), la ruptura
del enlace azo involucra la transferencia de cuatro electrones en dos etapas sucesivas, en
cada etapa se transfieren dos electrones al colorante azo, que actGa como aceptor final de
electrones (Dos Santos y cols., 2004). Algunos microorganismos pueden desarrollarse en
presencia de compuestos azo, debido a su alta versatilidad y a que poseen un sistema
enzimatico para la decoloracion y mineralizacion de los mismos (Van der Zee y Villaverde,
2005).

Algunas bacterias pertenecientes al género de Lactobacillus poseen la capacidad para
decolorar los componentes azo por medio de la azo-reduccién y mineralizacion de éstos,
dicha facultad estd otorgada por la presencia de genes que codifican para azo-reductasas
presentes en sus plasmidos (Elbanna y cols. 2010). Ademas, existen cepas del género de
Pseudomonas aisladas a partir de lodos activados que han sido estudiadas durante la
decoloracion de componentes azo (figura 1) y han mostrado que son altamente eficientes en
la decoloracion del compuesto RedX-B3 mediante mecanismos génicos expresados en los

plasmidos que éstas poseen (Zeng y cols. 2013).
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2.4 Plasmidos bacterianos

Muchas de las caracteristicas de resistencia a ambientes hostiles que presentan
algunas bacterias son provistas por sus plasmidos (Vogan y Higgs 2011). Estos son elementos
genéticos extra cromosémicos con capacidad para auto replicarse de forma controlada, con
ayuda de factores codificados en el ADN cromosémico del hospedero y de forma coordinada
con la divisién celular. En la mayoria de los casos son circulares y bicatenarios, pudiendo
variar en tamafio (<1-500 Kb) y en numero de copias (1-30 copias/célula), manteniéndose
estables en las poblaciones bacterianas a través de procesos de transferencia vertical y
horizontal (Harmer y Hall 2015). Aunque se suele considerar material genético dispensable,
la mayoria de los plasmidos proporcionan una gran variedad de fenotipos a sus hospederos,
reportandoles algun tipo de ventaja evolutiva a través de una relacidn simbiética (Tolmasky
y Juan 2015).

Ejemplos de ello pueden ser la capacidad para degradar compuestos organicos, fijar
nitrégeno, conferir resistencia a radiacion, antibidticos o metales pesados (Brujin 2013). Los

plasmidos pueden constituir entre un 1 y un 15% del genoma de muchas especies bacterianas
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y representan vehiculos portadores de genes que, dependiendo del nimero de copias de
plasmido, se encuentran en dosis mas elevadas que en el cromosoma y ademas pueden

dispersarse por transferencia genética horizontal.

2.5 Clasificacion de plasmidos

Existen diferentes estrategias para clasificar y establecer relaciones entre plasmidos,
el primer sistema de clasificacion atendia a caracteristicas relacionadas con la capacidad de
transferencia por conjugacion y con la capacidad de inhibir la transferencia del plasmido F
(Factor de fertilidad). Sin embargo, el descubrimiento y estudio de nuevos plasmidos,
incluyendo aquellos que no pertenecen a enterobacterias 0 no son auto-transmisibles,
requeria un nuevo esquema.

Dado que es posible encontrar varios plasmidos en una célula, surgié una
clasificacion basada en grupos de incompatibilidad (Datta y Hedges 1971), incluyendo en
una misma familia a aquellos plasmidos relacionados que no son capaces de mantenerse y de
ser heredados de forma estable en la misma linea celular, debido a que comparten los
mecanismos de replicacion y control. Hoy dia, este analisis de incompatibilidad ha quedado
obsoleto debido a: i) el gran nimero de plasmidos identificados que no se pueden replicar en
un hospedero comdn, y ii) mutaciones puntuales en los elementos de control que hacen que
se pierda la incompatibilidad (Lopez y cols. 1989).

Sin embargo, la secuenciacién de ADN ha permitido el disefio de estrategias muy
fiables de clasificacion, basadas en el analisis y comparacién de las regiones del plasmido
que codifican funciones de replicacion y transferencia horizontal. Segun la base de datos de
replicones plasmidicos (DPR, Database Plasmid Replicons), pueden definirse 17 familias de
plasmidos que replican por el mecanismo de circulo rodante (RC) y cinco familias con

replicacion tipo theta.

Se puede clasificar a los plasmidos basandose en su funcion.
a) Plasmidos de fertilidad (F) que tienen la capacidad de conjugacion.
b) Plasmidos de resistencia (R) los cuales contienen los genes que pueden expresar una

resistencia contra antibiéticos o venenos.
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c) Plasmidos-Col que contienen genes que codifican colicinas, proteinas que pueden
matar a otra bacteria.
d) Plasmidos degradativos que permiten la digestion de sustancias toxicas.
e) Plasmidos de virulencia siendo éstos los que promueven la patogénesis de la bacteria.
Para definir las caracteristicas bacterianas conferidas por el genoma o por el material génico
plasmidico in vivo, es necesario el estudio de éstas con los plasmidos fuera de la célula, para

lo que se requiere poner en practica algunas técnicas como el curado plasmidico.

2.6 Curado plasmidico

Los plasmidos no suelen ser indispensables para la viabilidad de la bacteria y muchos
de ellos se pierden en ausencia de una presion selectiva. Una bacteria puede ser “curada” de
su(s) plasmido(s), es decir, se le pueden eliminar, bien de forma espontanea o bien por una
serie de tratamientos, en los que incubando a las bacterias a temperaturas cercanas a la
maxima de tolerancia de crecimiento o adicionando al medio agentes quimicos como el
naranja de acridina y/o bromuro de etidio, que se insertan entre las bases del ADN, (Achtman
y Skurray 1977; Spengler y cols. 2016), tienden a perderlos. EI fundamento de los
tratamientos mencionados consiste en que los compuestos usados interfieren con la
replicacion del plasmido sin afectar a la replicacion del cromosoma. Esto hace que en
sucesivas divisiones de una bacteria, el plasmido se vaya “diluyendo” en la poblacion
resultante.

Del mismo modo, para el analisis de los elementos génicos que componen a los
plasmidos es necesario realizar estrategias que permitan obtener su secuenciacion completa,
de tal forma que pueda analizarse mediante ensamblaje bio-informéatico y permita la
identificacion de los elementos de interés mediante comparaciones con elementos contenidos
en las bases de datos. Para poder realizar todos estos analisis el primer paso es extraer y

purificar el ADN plasmidico.
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2.7 Aislamiento de ADN plasmidico y metodologias para su estudio

2.7.1 Aislamiento por lisis alcalina

Uno de los métodos utilizados para la obtencion de ADN plasmidico se denomina
“lisis alcalina”, que se basa en la desnaturalizacion selectiva del ADN cromosomico mediante
alcalinizacién con NaOH y adicion de SDS (detergente), en condiciones en las que el ADN
plasmidico permanece proximo a su estructura nativa, debido principalmente a su pequefio
tamafio y a su naturaleza circular y stper-enrollada. Al neutralizar el medio y afiadir una alta
concentracion de sal (acetato potasico), se produce la precipitacion de gran parte de las
proteinas debido también al tratamiento con SDS. También precipita el ADN cromosomico,
probablemente porque se producen re-asociaciones al azar entre las diferentes regiones de
este ADN vy asi se forman agregados insolubles. Por el contrario, no precipita el ADN

plasmidico, que queda en el sobrenadante (Sambrook 2001).

2.7.2 Lisis celular de colonias en gel de agarosa

Este método(Eckhardt 1978), es uno de los mas utilizados para el estudio del ADN
plasmidico y consiste en una electroforesis en gel de agarosa en la cual se procede a la lisis
de una colonia bacteriana dentro del pocillo del gel de agarosa, a un voltaje de 35 V durante
15-30 min, posterior a eso se continda con el procedimiento normal de la electroforesis para
ADN.

Al finalizar los métodos de aislamiento de ADN plasmidico, es necesaria la
recuperacion de los fragmentos de ADN resueltos en la matriz de agarosa o como resultado
de la amplificacién por PCR, mediante la eliminacién de la agarosa portadora o los residuos
de la mezcla de reaccion de la amplificacion, esto con la finalidad de tener la oportunidad de
realizar con ellos algunas otras estrategias o procedimientos encaminados a su analisis. Para
ello existen varios métodos, sin embargo, el fundamento de muchos de los que se utilizan
actualmente consiste en resinas con afinidad selectiva por el ADN, que al final son tratadas
con el fin de disociar de ellas al ADN utilizando una solucion amortiguadora (Coll y cols.
2005).
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2.7.3 Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es un método general bastante utilizado para
separar, analizar y purificar fragmentos de ADN (Sambrook 2001).
Las moleculas de ADN de 50 pb a varias megabases en longitud pueden ser separadas en
geles de agarosa en funcidn de sus concentraciones y configuraciones. Fragmentos pequefos
de ADN (50-20,000 pb) son separados en geles de agarosa corridos en configuracion
horizontal en un flujo eléctrico de fuerza y direccion constante. Bajo estas condiciones, la
velocidad de los fragmentos de ADN decrece a medida que incrementa la longitud de éstos

y es proporcional a la fuerza del flujo eléctrico (Sambrook 2001).

2.7.4 Restriccion enziméatica del ADN

El corte con enzimas de restriccion es muchas veces el primer paso para estudiar un
geny en el caso del ADN plasmidico, es necesario para poder hacer estimaciones de tamario,
encontrar posibles sitios de flanqueo para el disefio de cebadores para la amplificacién de
material gendmico y asi obtener informacion sobre los elementos que componen dicho
material.

Para la digestion del ADN es necesaria una secuencia especifica, a la cual se le conoce
como sitio de restriccion. Cuando se digiere una molécula de ADN con una enzima de
restriccion se obtienen un nimero de fragmentos equivalentes a las veces en que se encuentra
repetido el sitio de restriccion a lo largo de la molécula. Esta frecuencia depende del nimero
de pb correspondientes con la secuencia que conforma el sitio de restriccion, asi como de la
proporcion relativa de los nucleétidos ATGC de dicho sitio, en relacion con la del ADN
digerido.

La estimacion del tamafio molecular de un plasmido se realiza por comparacion de la
movilidad electroforética en geles de agarosa de su forma circular CCC, por sus siglas en
inglés (covalently closed circular DNA) y lineal con la de plasmidos de tamafio molecular
conocido o por la suma del tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos tras digestion
enzimética (Coll y cols. 2005). Estos fragmentos obtenidos son clonados en un vector

bacteriano con la finalidad de tener el mayor nimero posible de copias fieles de dicho
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material para su posterior secuenciacion, para la obtencién de dichas secuencias se pueden
tomar dos diferentes metodologias, “shotgun” o por enfoque jerarquico.

La metodologia de shotgun secuencia al azar los clones, desde ambos extremos del
ADN clonado. Este enfoque genera un gran numero de fragmentos de ADN secuenciados,
donde, el numero de fragmentos al azar tiene que ser elevado, tan grande, que los fragmentos
de ADN se solapen lo suficiente como para cubrir todo el genoma. Este requiere de un
robusto programa de ensamblaje para unir las piezas de fragmentos aleatorios en una Unica
secuencia de todo el genoma.

El enfoque de la secuenciacion jerarquica es similar al shotgun, pero en una escala
mas pequefia. EI material génico se mapea inicialmente utilizando la estrategia del mapeo
fisico. Fragmentos mas largos de ADN gendmico (100 a 300 Kb) se obtienen y se clonan en
un vector bacteriano. Basandose en los resultados de mapeo fisico, las ubicaciones y 6rdenes
de los clones en un vector pueden ser determinados, mediante la secuenciacion sucesiva de
fragmentos de clones. La secuencia completa de cada clon individual puede ser obtenida
usando shotgun, obteniendo la superposicion de clones que posteriormente se ensambla en
una secuencia completa del genoma (Norris 1998).

Para ensamblar una secuencia de todo el genoma, estos fragmentos cortos se unen
para formar fragmentos méas grandes después de la eliminacion de las superposiciones. Estas
secuencias mas largas, fusionadas se denominan “contigs”, que son orientadas
unidireccionalmente a lo largo de un mapa fisico final.

Algunos ejemplos sobre la informacion que otorga esta técnica son en la elaboracion
de un mapa de restricciéon de un plasmido o bacteriéfago con la finalidad de determinar los
elementos génicos que los conforman, estimar un tamafio en bp, ademas de fragmentar ADN
genomico para separacion de electroforesis y “Southern Blot”, generacion de fragmentos de
ADN para ser usados como sondas marcadas en “Southern”y “Northern” blotting, generacion
de fragmentos para ser subclonados en los vectores apropiados y la creacion de ADN

recombinante.
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I11. Antecedentes

Damaceno y cols. (2015), aislaron cepas bacterianas identificadas dentro de los
géneros Yersinia, Acinetobacter, Enterobacter, Escherichia y Hafnia, provenientes de
muestras de alimentos de los establecimientos comerciales de Rio de Janeiro, de las cuales
siete poseen resistencia antibidtica a cetofaxime, ampicilina y tetraciclina. Asi mismo en un
andlisis del perfil de presencia de ADN plasmidico, se reporta que todas las cepas aisladas
presentan plasmidos con un intervalo de tamafio de 1 a 10 kb. Ramos y cols. (2014) realizaron
un andlisis comparativo del genoma completo de Klebsiella pneumoniae indicando los
marcadores de virulencia y mecanismos de resistencia, encontrando seis plasmidos con
tamafios que oscilan entre las 2,459 y 294,493 pb. Entre los plasmidos encontrados, el
denominado Kp13 da resistencia a enzimas de inactivacion microbiana a través de la beta-
lactamasa para amoxicilina, ampicilina, tircacilina y carbecilina dadas por los altos niveles
de polimorfismo de sus nucleotidos en su estructura genémica.

Dziewit y cols. (2014), secuenciaron y analizaron el genoma de Paracoccus
aminophilus. Observaron la presencia de ocho plasmidos (PAMI1, pAMI2, pAMI3, pAMI4,
pAMI5, pAMI6, pAMI7, pAMIB,) en los que se encuentran secuencias que codifican para
once factores sigma alternativos, éstos estan encargados del reconocimiento de secuencias
promotoras en el ADN para la transcripcion de genes como respuesta a cambios adversos
que obligan a la bacteria a promover una respuesta metabdlica particular. Esta capacidad
presente en P. aminophilus dada por los plasmidos encontrados, se encuentra dentro de
diferentes fila incluyendo Actinobacteria, Bacterioidetes, Chloroflexi, Cianobacteria, proteo
bacterias, espiroguetas y la especie Deinococcus thermus.

Es notorio el avance que se tiene en el campo médico en cuanto a la caracterizacion
de estas especies debido a la importancia del area. Sin embargo, justamente por la forma en
la que se evidencia la expresion de genes potencialmente nuevos por presiones ambientales,
las zonas contaminadas o expuestas a compuestos xenobidticos son particularmente
interesantes para esta busqueda, pues no estan desprovistas de crecimiento microbiano
mismo que resiste dichas condiciones y que seguramente posee una gran gama de estrategias

de sobrevivencia.
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En este sentido, se han realizado estudios en donde se reporta la presencia de bacterias
con genes de interés biotecnoldgico provenientes de muestras de ambientes contaminados o
alterados y que poseen plasmidos con diferentes caracteristicas génicas.

Anjum y cols. (2011), reportan que existen plasmidos en 35 cepas bacterianas aisladas
en suelos de cultivo contaminados por el uso de pesticidas y concluyen que los plasmidos
existentes en éstas, otorgan los factores de tolerancia y resistencia a metales pesados como
el Cd, Zn, Fe, Ni, Cu y Cr. Asi como la resistencia a diferentes antibi6ticos tales como
ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, cloramfenicol, co-trimoxazole, doxiciclina,
gentamicina, kanamicina, neomicina, estreptomicina, tetraciclina, nitrofurantoina,
eritromicina y ciprofloxacino. En 2012, Preethy y Nilanjana, aislan cepas de Cryptococcus
laurentii, Trichosporonas ahii y Rhodotorula mucilaginosa de suelos contaminados por
hidrocarburos.

Estas poseen una actividad enzimatica de citocromo P450 monoxigenasa, NADPH
citocromo C reductasa, aminopirina N dimetilasa, alcohol deshidrogenasa, aldehido
deshidrogenasa, naftaleno dioxigenasa, catalasa y glutation S transferasa, que juegan un
papel muy importante en la degradacion de los compuestos derivados del petréleo, de igual
manera encuentran plasmidos de aproximadamente 12 kb los cuales poseen la maquinaria
para la produccién de estos factores metabdlicos en la degradacién del diésel, siendo éste el
primer reporte para plasmidos y su papel en la degradacién de compuestos hidrocarbonados.

Algunos de los compuestos xenobioticos presentes en las industrias en gran medida
son colorantes que contienen grupos azo, diazo, antroquinona y complejos metélicos, que al
momento de ser tratados para su remocion por métodos convencionales tienden a permanecer
en los efluentes y son bio-acumulados por organismos mayores o depositados en los
sedimentos de los cuerpos hidricos donde son desechados (Robinson y cols. 2001), algunos
de los trabajos ralizados al respecto se tratan a continuacion.

Cortazar-Martinez (2012) reporta bacterias de los géneros Proteus, Pseudomonas,
Citrobacter, Bacullis y Streptomyces, que son utilizados en tratamientos para la degradacion
de colorantes de caracter xenobidtico mediante distintos mecanismos de accion. De igual
forma se han reportado algunas bacterias que pueden romper el enlace azo de algunos
colorantes bajo condiciones aerobias y anaerobias, dando lugar a la decoloracion y formacién

de aminas aromaticas (Chung y cols. 1992).
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El cristal violeta (colorante trifenilmetano) puede ser degradado a través de una
mineralizacion aerdbica por bacterias aisladas de suelos como Pseudomonas mendocina y
Pseudomonas putida (Chen y cols. 2007). Yu y cols. (2001) aislaron cepas de lodos activados
de un sistema aerobio-anaerobio logrando la degradacion de colorantes azo con diferentes
estructuras quimicas, utilizando cepas de Pseudomonas.

Es evidente que muchos de estos organismos poseen elementos génicos que les
proveen de resistencia a los ambientes hostiles. Sin embargo, en estos casos se ha realizado
poco trabajo en cuanto a la caracterizacion del ADN plasmidico, que permita contribuir al
conocimiento de dichos elementos. En las siguientes lineas se muestra la informacién
correspondiente con potencialidades y presencia de plasmidos en las cepas seleccionadas
para el presente trabajo.

Se ha reportado que Sphingobium posee resistencia a metales pesados, asi como la
presencia de ADN plasmidico, pero los estudios realizados sobre la composicion de sus
plasmidos s6lo se ocupan de algun gen especifico como copA para resistencia a cobre
(Altimira 2012). Siguiendo con ese tipo de trabajos se han encontrado plasmidos como el p-
YAN2 con 2,888 a 2,958 pb con un sitio repA de 77 pb up stream (Hayashi 2014), este ultimo
ofreciendo la posibilidad de construccion de un plasmido estable para la trasformacién de
sistemas en E. coli. Para el caso del género de Rhizobium es mas que conocida la relacion
que existe entre sus plasmidos y la capacidad de trasformacion de organismos como lo son
las leguminosas (Stasiak 2014), asi como que existe un porcentaje del 35 al 65% del genoma
total de este género que es correspondiente a ADN plasmidico. Esto le confiere a las bacterias
resistencia y adaptabilidad en el suelo, de igual manera Neudorf (2015) indica que durante
su desarrollo de Rhizobium podria presentar genes hipotéticos existentes en transposones y
operones que en un momento pudieron pertenecer a plasmidos que ahora estan integrados a
su genoma.

Cupravidus es una bacteria que posee resistencia al cobre (Bergey 1994); en estudios
del 2014 por Sakai, se analizé en su totalidad la secuencia del plasmido pM7012 el cual se
relaciona con la degradacion de 2,4-diclorofenoxiacético, presente en las bacterias de la
familia Burkholderia entre ellas Cupravidus aisladas en Japén y Estados Unidos con un
tamafo aproximado de 600 a 900 kb, demostrando de igual manera que existen plasmidos

que pueden estar distribuidos en distintas especies bacterianas en varias partes del mundo.
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Existen muchos estudios donde se enmarcan los multiples plasmidos que posee el
género de Pseudomonas, tales plasmidos como los encontrados en Pseudomonas aeruginosa
son de un tamario variable y se ha descrito que tienen una funcion de regulacion de las propias
poblaciones bacterianas (San Millan 2014), asi como algunos otros son los responsables de
la degradacion de compuestos como el naftol y carbaril, usados en la industria de los
pesticidas (Chapalamadugu y Chaudhry 1991), dando una apertura a la continua busqueda
de las multiples capacidades que pueden ofrecer los plasmidos a la poblaciones bacterianas.

También existen reportes de la presencia del género de Acidovorax en suelos
contaminados con la capacidad de metabolizar naftaleno y fenantreno como Unica fuente de
carbono, a través de la actividad Catecol 2,3-dioxigenasa (Kaplan y Kitts 2004), de igual
forma se ha reportado la existencia de un plasmido con la capacidad de degradar el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético aislado de un grupo de alcalgenes donde se encontraba una especie de
Acidovorax (Kim y cols. 2013).

Algunos antecedentes mas especificos reportan bacterias con la capacidad de
mineralizar los componentes azo mediante mecanismos de azo-reduccion mediados por la
expresion de genes presentes en ADN plasmidico propio de las cepas. Al respecto, estudios
en bacterias acido lacticas muestran que algunas cepas pertenecientes al género Lactobacillus
poseen cuatro plasmidos con pesos moleculares de 2.5, 3, 8 y 16 kb, éstos poseen genes que
otorgan la capacidad de decolorar los componentes azo. Dichas cepas al ser curadas pierden
la capacidad para degradar los componentes azo, sustentando el hecho de que son los
plasmidos los elementos que otorgan algunas de las capacidades de sobrevivencia en
ambientes xenobidticos con fuentes de carbono adversas (Elbanna y cols. 2010).

En cuanto a otros grupos bacterianos con capacidades similares (Zeng y cols. 2013)
se ha reportado que Pseudomonas sp expresa genes que le otorgan la facultad de degradar a
los compuestos azo, dichos genes muestran que estan presentes en los plasmidos que poseen.
Tras hacer un experimeto de tranformacion con el material plasmidico de éstas, en una cepa
de Escherichia coli DH5a competente, dichas caracteristicas de decoloracion de compuestos
azo se ven expresada, demostrando que dicha facultad fue conferida por la incorporacion de
estos plasmidos.

Actualmente hay aln escasa informacion acerca de los elementos génicos presenten en los

plasmidos de estos generos bacterianos.
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IV. Planteamiento del problema

Existen muchos estudios sobre bacterias de interés médico y se han descrito casi en
su totalidad sus genomas y los mecanismos enziméaticos que poseen. Sin embargo, en
recursos microbianos potenciales, que estan presentes en ambientes bajo presion extrema por
actividades antropogénicas como los suelos, se han realizado pocos estudios con el fin de
encontrar y contribuir al conocimiento de los mecanismos que ejercen para subsistir en ellos.

Las perturbaciones que provocan los compuestos xenobioticos en el ambiente son un
gran problema y a su vez una gran oportunidad para la investigacion en el pais y en el estado
en las areas bioldgicas, biotecnoldgicas y moleculares, sin embargo, para poder formular
propuestas es necesario conocer desde la identidad de dichos recursos, hasta los detalles del
material genético que rige su fisiologia para poder dirigir con mayor certeza los
planteamientos de estudio, por ejemplo, estudios que aporten conocimiento acerca de nuevos
genes presentes en microorganismos capaces de hacer resistir y degradar toxicos, ofreciendo
nuevas posibilidades en los procesos de biorremediacién o mejorando las metodologias de
seleccion y transformacion de organismos.

Dichas condiciones extremas pueden estar presentes en los suelos cercanos a los
efluentes industriales, dadas por las descargas de la industria, las agricolas y domésticas que
se vierten en los rios donde, por mecanismos de escorrentia e infiltracion, se ven expuestos
los suelos circundantes y es aqui donde pueden existir bacterias que posean caracteristicas
génicas de interés biotecnoldgico, sin embargo, este tipo de estudios apenas inicia.
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V. Preguntas de investigacion

¢Las cepas aisladas son resistentes o tolerantes a la presencia de rojo Congo y rojo de metilo
en el medio de cultivo?

¢En qué cepas la resistencia y/o tolerancia a compuestos tipo azo es conferida por el ADN
plasmidico?

¢Qué elementos génicos del ADN plasmidico presente en dichas cepas pueden estar

participando en los mecanismos de tolerancia y/o resistencia?

Si los plasmidos no fueran quienes confieren esta caracteristica a las cepas bacterianas. ..

¢A qué tipo de genes corresponden aquellos que se encuentren en los plasmidos de estudio y
cual seria el beneficio potencial que otorguen a las cepas de bacterias que viven en ambientes

expuestos a compuestos contaminantes?

V1. Justificacién

El presente trabajo es de gran importancia debido a que contribuira a la generacion
de conocimiento basico en un area poco estudiada en el pais, que involucra la determinacion
de cepas bacterianas capaces de vivir en ambientes con alto grado de perturbacién, conocer
los mecanismos mediante los cuales adquieren dicha capacidad, determinar si el ADN
plasmidico tiene participacion en la manifestacion de dicha capacidad y una aproximacion al
estudio de los elementos génicos presentes en este tipo de material genético, que permitiran

en el futuro la evaluacion de sus posibles usos biotecnoldgicos.
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VII. Objetivos

7.1 Objetivo general

e Determinar en las cepas aisladas el mecanismo que les otorga la capacidad de crecer
en presencia de colorantes azo, asi como la influencia de ADN plasmidico en este

fendmeno y su caracterizacion génica.

7.2 Objetivos especificos

e Identificar molecularmente a las bacterias aisladas de los efluentes industriales.

e Evaluar si las cepas bacterianas del estudio toleran o resisten la presencia de los
compuestos tipo azo, rojo Congo y rojo de metilo.

o Identificar en qué cepas el ADN plasmidico confiere la tolerancia y/o resistencia.

e Determinar el nimero y tamarfio de los plasmidos presentes en cada cepa de bacterias
capaces de crecer en presencia de compuestos tipos azo.

e Determinar los elementos génicos presentes en los plasmidos aislados.

e En su caso, determinar las ventajas potenciales que estos elementos pueden conferir

a las cepas de bacterias del estudio.
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VIIIl. Metodologia
8.1 Diagrama de trabajo
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8.2 Microorganismos

El Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Investigacion en Genética y
Ambiente cuenta con una coleccidn de cinco cepas bacterianas aisladas a partir de muestras
del suelo circundante al Rio Zahuapan, en la comunidad de Santa Maria Texcalac, Apizaco,
Tlaxcala., ubicado a 3 kilémetros rio abajo de la Ciudad Industrial Xicoténcatl 1l. Dos de los
sitios de aislamiento de estas cepas estan ubicados a la orilla del rio, donde el suelo se
encuentra en constante exposicion a los diferentes compuestos contaminantes que el efluente
contiene, son sitios separados por aproximadamente un kildmetro de distancia y un tercer
sitio a media distancia entre los sitios 1 y 2, a cuarenta metros separado del cauce en
pendiente, el cual no posee aparente contacto con dicho efluente y que sirvié como un testigo
en el presente estudio. Cada una de las cepas posee un cédigo de identificacion, RS1, RS2,
INR, 201 y M20.

Clave Sitio de aislamiento Colorante [10 mg/L] ID preliminar
RS1 Sitio 1 Rojo Congo Rhizobium
RS2 Sitio 2 Rojo Congo Acidovorax
INR Sitio control Rojo Congo Cupravidus
201 Sitio 2 Rojo de metilo Ralstonia
M20 Sitio 2 Rojo de metilo Sphingobium
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8.3 Recuperacidn y propagacion del material bioldgico

Se realizd la reactivacion de las cepas bacterianas congeladas cultivandolas en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio LB y caldo nutritivo a una agitacion
constante de 140 rpm a una temperatura de incubacion de 30 °C durante 48 h. Terminado
este proceso, se reviso la estabilidad de la cepa en medios de agar nutritivo y agar-agua
adicionados con el compuesto azo (RM, RC) en el que fueron aisladas, para revisar las
caracteristicas de morfologia colonial, con el fin de corroborar que correspondieran con la
cepa antes descrita. Terminado este proceso, se hicieron resiembras de estos recuperados
cada 30 dias, con la finalidad de mantener la viabilidad de las cepas.

La tabla 1 muestra la composicion del medio LB.

Tabla 1. Composicién del medio LB.

Medio LB Cantidad en gramos por cada 1000 mL de H,O
destilada

Cloruro de Sodio 5.0

Triptona 10.0

Extracto de levadura 5.0

pH final 7.0

8.4 Pruebas de tolerancia y/o resistencia a los compuestos azo

Como parte del proyecto se tuvo el objetivo de determinar si el mecanismo que les
permite a las cepas bacterianas aisladas crecer en presencia de rojo Congo (RC) o rojo de
metilo (RM), es un mecanismo de tolerancia o uno de resistencia. Para evaluar el fenémeno
de tolerancia, se cultivaron las cepas bacterianas en medio LB (que permite tener una fuente
de carbono en el medio obtenida a partir de la triptona), adicionado con el compuesto azo
(RC, RM) sobre el que las cepas fueron aisladas y se evalu6 el crecimiento celular cada 12
h, medido por densidad optica a 600 nm (DOsoo). Simultaneamente, se midid el porcentaje
de desaparicion del colorante mediante los valores de absorbancia a 580 nm. Para la
determinacion del fendmeno de resistencia, se evaluo el crecimiento de las cepas de manera
similar, con la diferencia de que se sustituyé el medio LB por un medio mineral (MM) cuya

composicion de muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de medio mineral.

Medio mineral Cantidad en gramos por cada 1000 mL de H,0O
destilada
Cloruro de Sodio 24
Cloruro de Potasio 0.7
Fosfato di &cido de Potasio 2.0
Sulfato de Magnesio Hepta hidratado 1.0
Fosfato &cido di Sodico 3.0
Nitrato de Amonio 1.0
pH final 7.0

Este fue suplementado con RC y RM como Unica fuente de carbono, respectivamente,
segun el colorante sobre el que fue aislada cada cepa. Las condiciones del cultivo, tiempo de
muestreo y medicion de los pardmetros de crecimiento y decoloracion se evaluaron del modo
descrito anteriormente.

Simultaneamente, como parte de la corroboracion de la identidad de las cepas
bacterianas se procedié a la identificacion molecular mediante el analisis de la secuencia del
gen 16S mediante un juego de iniciadores universales para la region 16S utilizados para la

exploracién de la diversidad bacteriana.

8.5 Amplificacion de la region génica 16S

La amplificacion se llevé a cabo mediante PCR en un termociclador con gradiente de
temperatura (T100™ Thermal Cycler Bio-Rad). Para la amplificacion de la region 16S los
iniciadores fueron seleccionados por su efectividad reportada en trabajos relacionados con la
busqueda de nuevos grupos bacterianos presentes en el suelo (Brujin 2013). Las secuencias

son las siguientes:

Nombre del Secuencia
iniciador
27F 5" -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"
1391R 5" -GACGGGCGGTGWGTRCA-3"

Dichos iniciadores flanquean la region 16S con un amplicon esperado de1364 pb
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La mezcla de reaccion ajustada a un volumen final de 50 pL fue la siguiente:

Reactivos Unidades en pL
Agua grado PCR 35.6
Buffer 10X 10mM Tris-HCI + 50 mMKCI 5.0
Cloruro de magnesio 50 mM 15
dNTPs10 mM 1.0
Iniciador 27F. 20 mM (Brujin 2011) 1.0
Iniciador 1392R 20 mM(Brujin 2011) 1.0
Tag-polimerasa 5 u/ pL 0.4
ADN muestra 50 ng/p 4.0

El protocolo establecido en el termociclador fue el siguiente:

Programa Temperatura Tiempo en minutos ciclos
Apertura de ADN 95°C 4 1
Desnaturalizacion 95°C 1

Alineamiento 52°C 1 30
Polimerizacion 72°C 1

Accion nucleasa 72°C 10 1
Reposo 4°C o 1

Los amplicones obtenidos fueron enviados para su secuenciacion al Laboratorio
Divisional de Biologia Molecular del Departamento de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa. La secuenciacion automatica se realizd en un equipo
ABI Prism3100 (Applied Biosystems).

8.6 Curado plasmidico

Para determinar la participacion del ADN plasmidico en la capacidad de las cepas de
crecer en presencia de colorantes azo, las cinco cepas se probaron con una técnica de curado

plasmidico utilizando bromuro de etidio (BrEt) (Sabaté y cols. 2004). Se realizaron cultivos
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en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio LB conteniendo BrEt con las
siguientes concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 80 mg/mL durante dos semanas a 30 °C con
agitacion constante a 140 rpm. Terminado el proceso se procedio a la verificacion de la
pérdida del material plasmidico mediante su extraccién por miniprep de los cultivos de cada
una de las cepas. Posteriormente, las bacterias fueron crecidas en un medio Agar-agua
adicionado con el compuesto azo, para corroborar si el material plasmidico es quien le otorga
la capacidad de crecer, en presencia de dicho compuesto. El disefio de la prueba considero
cuatro réplicas de cada uno mas un control con sélo medio LB como se muestra en la tabla
3.

Tabla 3. Disefio experimental del curado plasmidico con BrEt.

cepacemradén 10mglL |20mg/L |30mglL |40mg/L | 80mg/L | OmgiL
RS1 4 4 4 4 4 :
RS2 4 4 4 4 4 N
INR 4 4 4 4 4 :
M20 4 4 4 4 4 !
201 4 4 4 4 4 :

8.7 Determinacion de resistencia a antibidticos de las cepas nativas y curadas

Con la finalidad de obtener toda la informacion posible acerca de las caracteristicas
que le otorga el ADN plasmidico a las cepas del estudio, una vez obtenidas las cepas
bacterianas curadas, se crecieron en agar nutritivo adicionado con antibidticos a niveles
séricos basales utilizando los siguientes antibioticos, cefadroxil 30 pg/mL, amoxicilina 17
pg/mL, nitrofurantoina 20 pg/mL, a una temperatura de 30 °C durante un periodo de 96 h,
en el entendido de que multiples de las caracteristicas de resistencia antibiotica estan dadas

por los plasmidos propios de las bacterias.
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8.8 Determinacion de los elementos génicos del ADN plasmidico

Una vez obtenido el material bioldgico suficiente se procedié a aislar el ADN
plasmidico, por medio de lisis enzimética y lisis alcalina, que son las técnicas de extraccion

especificas para la obtencién de dicho material génico (Sambrook 2001).

8.8.1 Obtencion del ADN plasmidico de las cepas aisladas

Para la obtencion de ADN plasmidico se utilizaron los métodos de extraccion por lisis
alcalina utilizando el kit comercial “Gen Jet Plasmid miniprep Kit” siguiendo las

instrucciones del proveedor y por las técnicas de mini y megaprep (Sambrook 2001).

8.8.2 Extraccion de ADN plasmidico mediante método de miniprep

Se selecciond una de las colonias de cada cultivo puro y fueron inoculadas en un tubo
eppendorf con medio LB, se incubaron a 34 °C durante 72 h a 200 rpm. Se centrifugaron a
14,000 rpm durante 1 minuto, se decanto, re-suspendiendo la pastilla en 350 uL de STET
(8% sacarosa, 5% Triton X-100, 50mM EDTA, 50mM Tris-HCI, pH 8.0), se agregaron 10
puL de lisozima a una concentracién de 10 pg/mL mezclando suavemente durante 30
segundos, el tubo se coloco en bafio Maria a ebullicién durante un minuto, se centrifugaron
nuevamente a 14,000 rpm durante 10 minutos, la pastilla formada en la parte inferior del tubo
se retird del sobrenadante, se agregaron 40 pL de acetato de sodio 3M a pH 5.2 y 600 pL de
isopropanol, se mezclaron y mantuvieron durante 15 min a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 min, se desechd el
sobrenadante, el pellet se lavé con 500 pL de etanol al 70% y se centrifugé nuevamente a
14,000 rpm durante 5 minutos, finalmente el sobrenadante se deseché y la pastilla se re-
suspende en 30 pL de agua libre de ARNSsas.

Posteriormente el ADN plasmidico se linealiz6 mediante su digestion con enzimas de
restriccion para sitios de corte frecuente y corte raro (infrecuente), con el fin de obtener una
digestion del material génico y estimar el tamafio del elemento extra cromosémico. El patron

de bandeo de cada plasmido sirvié para determinar el mejor método para su estudio. Una vez
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obtenido el producto de la digestion enzimatica se purificaron las bandas usando un kit
comercial (QIAquick PCR Purification Kit) y se procedio a la clonacién de los fragmentos
obtenidos en un vector comercial para su posterior secuenciacion.

Otro planteamiento para realizar dicho estudio, en cuanto a determinar el tamafio
aproximado y nimero de plasmidos por cepa bacteriana, se llevd a cabo mediante la
realizacion de la técnica de geles Eckhardt (Eckhardt 1978). Se crecieron los cultivos
bacterianos toda la noche en medio LB. Posteriormente, se realizé un sub cultivo en medio
LB y se crecieron hasta una densidad optica (DO) de 0.6. Los cultivos obtenidos fueron
colocados en hielo, se adicionaron 150 pL de cada cultivo a 500 pL de sakrosil al 0.3%, frio,
se centrifugd a maxima velocidad por 90 segundos, cuidadosamente se retiro el sobrenadante,
se re-suspendid en 20 pL de buffer de lisis SBE e inmediatamente se colocaron las muestras
dentro del gel de agarosa al 0.7%, el cual se corri6 a 23 V durante 10 minutos y
posteriormente a 100 V durante 90 minutos. EI gel obtenido se tifié con BrEt para su posterior
visualizacion en un equipo foto-documentador Gel-Doc (Bio-Rad), utilizando el software
Quantity One, donde se realizaron las mediciones por densitometria para determinar el
tamano de las bandas de ADN plasmidico.

También las técnicas de Shot Gun Sequencing (Larson y Messing 1982 ), fueron
consideradas como una estrategia para la obtencion de la secuencia de los plasmidos, en
donde a partir del ADN plasmidico obtenido por los métodos de miniprep se procedi6 a la
fragmentacion (mecanica y/o enzimatica), para la obtencion de segmentos pequefios del
material plasmidico, posterior a eso, usando oligodesoxiribonucleétidos universales como
iniciadores para el caso de fragmentacion mecanica y en el caso de la fragmentacion
enzimatica, el uso de iniciadores de la enzima de restriccion usada para dicho proceso, para
su amplificacion por método de PCR. Posterior a la obtencion de este material se procedié a
la secuenciacién de los fragmentos y a un analisis in silico para la obtencién del mapeo de

los plasmidos.
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8.8.3 Restriccion enzimatica

Para la restriccion enzimética del ADN plasmidico se utilizaron distintas enzimas de
restriccion siguiendo el protocolo del proveedor para cada enzima, las enzimas a probar

fueron las siguientes.

Enzimas
Alu | Pvull |BanHI | Kspal
NCo | BsuR 1 | Msp | Pstl

8.8.4 Clonacion de fragmentos de restriccién

Para la ligacion y clonacion de los fragmentos obtenidos del material plasmidico, se
utilizo el kit Clone JET PCR Cloning siguiendo el protocolo Sticky-End Cloning Protocol,
usando para la amplificacion del inserto, los iniciadores pJET1.2 Forward/Reverse

sequencing primer incluidos en el Kit.

Nombre del iniciador Secuencia
pJET1.2 forward sequencing primer 5’ ~CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3"
pJET1.2 reverse sequencing primer 5’ ~AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

Los cuales flanquean el sitio de insercion.

8.8.5 Transformacioén de E. coli DH5a.

Utilizando una alicuota de células ultra competentes y una alicuota sin constructo
como control, se inocularon placas con medio LB y medio LB con ampicilina a 10pug/mL ,
una placa sin antibidtico para las células no transformadas y transformadas como control de
supervivencia al tratamiento, una placa con antibiético y 400uL de células transformadas con
una densidad OAptica entre los 0.4 y 0.6, una placa con antibi6tico y 200 uL de células
transformadas y una placa igual pero con las células control como control negativo, una placa

con antibiotico inoculada con 100 pL de las células transformadas.
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Las colonias que crecieron con antibidtico en las placas inoculadas en 200 y 100 pL
fueron seleccionadas para ser plaqueadas en parches para su posterior uso y en tubos de 1.5
mL para sus analisis de ADN plasmidico por miniprep de lisis alcalina con buffer Tens (Tris-
HCI 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM, NaOH 0.1 N, SDS 0.5%).
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8.8.6 Andlisis bio-informaticos

Para la edicion, ensamblaje y andlisis de las secuencias se utilizaron los programas
Bioeditv7.2.5, DNASTAR Lasergen 11 Core Suit, DNA Baser v4.2.8.y Vector Friends 1.2.0.
Para la comparacion de las secuencias se utilizaron las bases de datos GenBank database y

The Greengenes database, usando el software Alignment Search Tool (BLAST).
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9. Resultados

9.1 Identificacién molecular

Para la totalidad de las cepas se obtuvo un amplicon de aproximadamente 1400 pb
estimados a partir del gel de agarosa. De manera particular, por densitometria, se calcularon
los pesos moleculares en pares de bases para cada uno de los amplicones obtenidos, mismos

que se muestran en la Figura 1.

pb MPM amplicones de las cepas

3.000 |

cepas
RS1 RS2 INR M20 201

1,500 —|

]
1.200 |
1379 1360 1370 1389 1400
Pb opp Pb pb  pb

}

Figura 1. Imagen de las bandas de ADN obtenidas por PCR para el anélisis de peso molecular por densitometria.
Se muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder de Thermo
Scientific 100 a 3000 pb, en el carril 2-6 se muestran los amplicones obtenidos de las cepas RS1, RS2, 1NR,

M20 y 201 respectivamente.

Las secuencias obtenidas a partir de dichos amplicones, fueron empalmadas y
analizadas para obtener el total de la secuencia del amplicon, usando el programa DNA Baser
V4.20.0. Fig. 2
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Figura 2. Imagen que muestra el empalme de las secuencias. Secuencias obtenidas para la cepa 1INR y empalme
para la obtencién de las secuencias completas del gen 16S a partir de las secuencias obtenidas usando el juego

de iniciadores seleccionado.

Se obtuvo la identificacion de las cinco cepas del estudio a través del analisis con
BLAST, las secuencias obtenidas, mostraron un porcentaje de similitud del 99% con algunas
secuencias de las bases de datos. En el anexo 1, se muestran las secuencias obtenidas y en la

tabla 4, las especies de bacterias con las que se obtuvo el mayor porcentaje de similitud.

Tabla 4. Resultados obtenidos a través del analisis mediante Blast, de cada una de las secuencias de las cepas

aisladas.

Pb estimadas por Cepa / pares de Resultado de Blast
densitometria bases secuenciadas

Agrobacterium tumefaciens strain JSD-

RHCu-7A 16S ribosomal RNA gene, partial
1379 pb Rsl/ 1242pb sequence 99%

Rhizobium sp. H1-44 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence 99%

Acidovorax anthurii strain XD-3 16S

L2 ey s ribosomal RNA gene, partial sequence 99%

Ralstonia pickettii DTP0602 chromosome 2,
complete sequence 99%

Cupriavidus sp. 194 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence 99%

Cupriavidus sp. 194 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence 99%

Ralstonia pickettii DTP0602 chromosome 2,
complete sequence 99%

Cupriavidus sp. 4HB-6 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence 99%

Ralstoniasp. 80 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence 99%

1389 pb 201/ 1287 pb

1408 pb M20/ 1281pb

1370 pb 1NR/ 1283pb
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9.2 Pruebas de resistencia y tolerancia

Las curvas de crecimiento y porcentaje de desaparicion del colorante azo para cada
una de las cepas de estudio, obtenidas en medio LB adicionado éste con dichos colorantes,

se muestran en las graficas 1-5.

Curva de crecimiento de la cepa M20 y desaparicion del colorante RM
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Gréfica 1. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RM de la cepa M20.

La cepa M20 inicia la fase de crecimiento exponencial a partir de las 36 h, alcanzando
una biomasa maxima de 5.05e+08 células/mL a las 96 h, alcanzando la fase estacionaria

luego de las 84 h, obteniendo un porcentaje de decoloracion del 95.5% del colorante RM.

Curva de crecimiento de la cepa 201 y desaparicion del colorante RM
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Gréfica 2. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RM de la cepa 201.
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La cepa 201 muestra un patron de crecimiento exponencial pasadas las 24 h de
cultivo, alcanzando una biomasa méxima de 4.69E+08 células/mL y un porcentaje de
decoloracion de 96.2% a las 96 sin llegar a la fase estacionaria.

Curva de crecimiento de la cepa RS1 y desaparicion del colorante RC
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Gréfica 3. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RC de la cepa RS1.

La fase estacionaria de la cepa RS1 se presento a las 84 h con una biomasa méaxima
de 4.98e+08 células/mL, continuando la decoloracion del compuesto RC hasta las 96 h con

un porcentaje de decoloracién maximo de 95.8%

Curva de crecimiento de la cepa 1INR y desaparicion del colorante RC
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Gréfica 4. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RC de la cepa 1NR.

La cepa 1NR crecida en presencia de RC no alcanz0 la fase estacionaria. Los valores
maximos de biomasa y porcentaje de decoloracion a las 96 h son de 4.95e+08 células/mL y
91.44% decoloracion respectivamente.
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Curva de crecimiento de la cepa RS2 y desaparicion del colorante RM
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Gréfica 5. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RC de la cepa RS2.

La fase exponencial de la cepa RS2 inicio a las 12 h obteniendo un valor maximo de
biomasa y porcentaje de decoloracién a las 96 h con valores de 5.54e+08 células/mL y una

decoloracion del 92.9% respectivamente.

En el medio LB adicionado con el compuesto azo respectivo para cada cepa, tras las
primeras 12 h, se observa la desaparicion del colorante asi como el incremento de
microorganismos de manera exponencial a partir de las 36 h, con excepcién de la cepa RS2,
la cual a las 12 h presentd su fase de crecimiento exponencial, relacionado directamente a la
desaparicion del colorante. En los demas casos, también existe una relacion directa para la
desaparicion del colorante mientras aumenta el crecimiento bacteriano. En condiciones de
laboratorio, estas cepas lograron decolorar entre un 94-95% el colorante y obtuvieron valores
promedio de 5.00e-8 células/mL transcurridas las 96 h del experimento, esto nos muestra que
en un medio de crecimiento nutritivo, al cual se le fue afiadido un compuesto recalcitrante
como cualquiera de los colorantes RM y RC, las cepas bacterianas tienen la capacidad de

crecer, ademas de tolerar y decolorar el compuesto en el medio.

Para el caso de las pruebas de resistencia al compuesto RM y RC adicionados como

Unica fuente de carbono a un medio mineral, se presentan los resultados en las graficas 6-10.
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Curva de crecimiento de la cepa INR y desaparicion del colorante RC
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Gréfica 6. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RC de la cepa INR.

En la grafica se puede apreciar que la fase de adaptacion al medio se prolonga hasta
las 72h, transcurrido ese tiempo se aprecia un patron de crecimiento exponencial con respecto
a la hora 0, los valores de biomasa méaxima obtenidos a las 96 h son de 1.8E+08 con un
porcentaje de decoloracion de 90.74%.

Curva de crecimiento de la cepa RS2 y desaparicion del colorante RC
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Gréfica 7. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RC de la cepa RS2.

En la grafica se muestran los valores de biomasa maxima expresada en células/mL,
donde se observa que a la 60 h alcanza su valor maximo de 1.8e+08 y el porcentaje de
desaparicion del colorante es de 74% permaneciendo estos valores las siguientes 72 h del

cultivo; a las 60 h se logra observar un decremento de los valores de biomasa, pudiendo

40



indicar que las células tratan de subsistir al medio recurriendo a la fagocitosis en el cultivo,

dejando en evidencia la fase de muerte celular.

Curva de crecimiento de la cepa RS1 y desaparicion del colorante RC
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Gréfica 8. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante Rc de la cepa RS1.

Los valores de biomasa en la gréfica muestran la fase de adaptacién y de crecimiento
exponencial en las primeras 12 h, a partir de las 36 h se ve como los valores de biomasa se
mantienen hasta las 84 h, alcanzando un valor maximo de 9.08E+07 células/mL, mientras
que en los valores de desaparicion del colorante alcanzan un porcentaje del 95% transcurridas
las 96 h de cultivo.

Curva de crecimiento de la cepa 201 y desaparicion del colorante RM
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Gréfica 9. Curva de crecimiento y desaparicion del colorante RM de la cepa 201.
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En la grafica se muestran los valores biomasa celular en donde en las primeras 12 h
el microorganismo mostré un bajo crecimiento, transcurrido eso se aprecia la fase
estacionaria y muerte celular a las 48h, sin llegar a valores superiores a 6.75E+007 de

células/mL, llegando a un porcentaje de desaparicion maximo del 67% a partir de las 36 h.

Curva de crecimiento de la cepa M20 y desaparicion del colorante RM
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Gréfica 10. Curva de crecimiento y desaparicién del colorante RM de la cepa M20.

En la gréfica, los valores de biomasa celular maximos obtenidos fueron a las 84 h en
donde el porcentaje de decoloracion es de 90.36% alcanzando un valor méaximo de
decoloracion del 92.63% a las 96 h.

Con respecto a este experimento se pudo determinar que el crecimiento y desarrollo
de las cepas se vio restringido cuando la Unica fuente de carbon afiadida fue el colorante.
Todas las cepas tuvieron la capacidad de desaparecer el colorante del medio en hasta un 93%

en promedio a excepcion de la cepa 201 la cual s6lo obtuvo un valor méximo de 67%.
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9.3 Pruebas de curado plasmidico

El tratamiento de las cepas con el agente de curado plasmidico BrEt, permitio la
liberacion de dicho material bajo las condiciones mostradas como sigue respectivamente para
cada cepa (Tabla 5-9).

Donde; 1 significa presencia de ADN plasmidico y 0 ausencia de ADN plasmidico

Tabla 5. Tabla de resultados de la prueba de curado plasmidico con BrEt. A diferentes concentraciones para la
cepa RS1.

Dias
Concentraciones de BrEt.

3 5 7 9 11 14
0 mg/L 1 1 1 1 1 1
10 mg/L 1 1 1 1 1 1

—
% 20 mg/L 1 1 1 1 1 1
é 30 mg/L 1 1 1 0 0 0
© 40 mg/L 1 1 1 0 0 0
80 mg/L 1 1 1 0 0 0

Tabla 6. Tabla de resultados de la prueba de curado plasmidico con BrEt. A diferentes concentraciones para la
cepa M20.
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Tabla 7. Tabla de resultados de la prueba de curado plasmidico con BrEt. A diferentes concentraciones para la

cepa 201.

Concentraciones de BrEt. 3 5 7 9 11 14
0 mg/L 1 1 1 1 1 1
10 mg/L 1 1 1 1 1 1
S 20 mg/L 1 1 1 1 1 1
% 30 mg/L 1 1 1 0 0 0
40 mg/L 1 1 0 0 0 0
80 mg/L 1 1 0 0 0 0

Tabla 8. Tabla de resultados de la prueba de curado plasmidico con BrEt. A diferentes concentraciones para la

cepa INR.

Concentraciones de BrEt. 3 5 7 9 11 14
0 mg/L 1 1 1 1 1 1
10 mg/L 1 1 1 1 1 1
% 20 mg/L 1 1 1 1 1 01
é 30 mg/L 1 1 1 0 0 0
© 40 mg/L 1 1 1 0 0 0
80 mg/L 1 1 1 0 0 0
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Tabla 9. Tabla de resultados de la prueba de curado plasmidico con BrEt. A diferentes concentraciones para la
cepa RS2.

Concentraciones de BrEt. 3 5 7 9 11 14
0 mg/L 1 1 1 1 1 1

10 mg/L 1 1 1 1 1 1

2’ 20 mg/L 1 1 1 1 1 01
& 30 mg/L 1 1 1 0 0 0
© 40 mg/L 1 1 1 0 0 0
80 mg/L 1 1 1 0 0 0

En las tablas 5-9 podemos observar que las concentraciones inferiores a 30 mg/l de
BrEt no son eficaces para lograr la pérdida de ADN plasmidico y que para las cepas de
estudio son necesarios 9 dias de incubacion a una temperatura de 30 °C a una concentracion
minima de 30 mg/L de BrEt para obtener una cepa curada.

Una vez obtenidas las cepas curadas, se procedié a crecer cada una de ellas sobre
agar-agua con el compuesto azo, asi también a realizar mediciones en medio mineral y medio
LB mas el compuesto tipo azo, con la finalidad de determinar si el ADN plasmidico les
confiere la capacidad de crecer sobre el medio adicionado con colorante, para el medio sélido
se realizaron observaciones de crecimiento colonial en placa con réplicas por triplicado (tabla
10); asi como los gréaficos de crecimiento celular y porcentaje de decoloracion del compuesto
para el medio LB y medio mineral en las graficas 11-15 y 16-20 respectivamente, obteniendo

los siguientes resultados:
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Tabla 10. resultados de crecimiento sobre compuestos azo de las cepas curadas. Los resultados son presentados

a través de una clave de ausencia presencia.

Crecimiento en h

cepa 0 | 12 | 24 | 36 | 48 | 60 | 72 | 84 | 96

RS1 0 [ sA] 1 1 1 1 1 1|1

o o & RS2 0 | sSA| 1 1 1 1 1 1|1
g g S|INR 0 [ sA] 1 1 1 1 1 1|1
S @ M20 0 [SIA| 1 1 1 1 1 1 1
§ § 201 0 |SIA| 1 | 1 | 1 1 1 1 [ 1

Donde 0 indica ausencia de crecimiento, S/A sin crecimiento aparente o micro colonias, 1 Crecimiento positivo.

Las cepas bacterianas mostraron una morfologia colonial tipica durante las primeras

48 h, a partir de las 60 h, la cepa 1INR mostré un exudado de consistencia mucilaginosa no

mostrado antes en su crecimiento tipico sobre el medio selectivo.

A las 72 h, una de las cajas de la cepa 1NR curadas se encontré contaminada con un

hongo, el crecimiento de éste solo era sobre las colonias bacterianas, sin crecimiento aparente

de micelio sobre el medio selectivo adicionado con RC.
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Todas las cepas, mostraron crecimiento sobre el medio selectivo respectivo, en el caso
del crecimiento en medio LB y medio mineral teniendo valores similares antes y después del
curado plasmidico, permitiendo inferir que el ADN plasmidico no les confiere la capacidad
de crecer sobre el compuesto tipo azo.

Con el fin de entender cuéles son las posibles caracteristicas que el ADN plasmidico
otorga a las cepas del estudio se realizaron pruebas de resistencia a antibi6ticos, utilizando
niveles basales séricos. Cada cepa fue sembrada por el método de dispersion por estria, en
cajas Petri de 60x15 mm en cada uno de los medios por triplicado, se realizaron revisiones
cada 12 h durante 96 h, para ver si existia crecimiento sobre los medios de cultivo. Se

obtuvieron los siguientes resultados de presencia ausencia (0-1) (Tabla 1).

Tabla 11. Tabla de presencia/ausencia de crecimiento bacteriano sobre medio con antibiético de las cepas

nativas.

tiempo h

CEPA | antibidtico 12 24 36 48 60 72 84 96
Cefadroxil 30 pg /mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pgr/mL
Cefadroxil 30 pg /mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg /mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg /mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg/mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL

o
o
o
o
o
o
o

RS1PL

RS2 PL

INR PL

M20 PL

O OO |o|o|o |o|o|o |o|o|o |o
O O |0Oo|o |||~ ||| |O|O0|o |Oo
= O O |O O |O |k |O |0 |- |O|O0 |0 |-
= O O |O O |O |k |O |k |k |O|Fk |O |O
O O |O|o ||| O |k |k |O|F— |O |O
O O |O|o ||| O |k |-k |Oo|O0|o |O
O O |O|o ||| O |k |-k |Oo|O0|o |O
o O OO |©O |0 |- |O |k |-k |O|0O|Oo |O|Oo

201 PL

La cepa RS1pl no presentd crecimiento sobre los antibioticos nitrofurantoina y
cefadroxil a las 48 h presento crecimiento de micro colonias sobre amoxicilina, mismas que

a las 48 h estaban ausentes. Para la cepa RS2pl, hubo presencia de micro colonias a las 36 y
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48 h sobre cefadroxil, sin un crecimiento mayor y una lisis en el medio a las 60 h; asi como
presencia de colonias amarillas en el medio con nitrofurantoina a las 24 h, persistiendo hasta
las 96 h. La cepa 1NRpl tuvo crecimiento sobre cefadroxil y nitrofurantoinaa las 36 y 24 h
respectivamente. Para M20pl no se observo crecimiento sobre ninguno de los antibidticos.
La cepa 201pl presentd formacion de micro colonias sobre nitrofurantoina a partir de las 36

H y persistentes hasta las 48 h. A las 60 h ya no estaban presentes.

Tabla 12. Datos de presencia/ausencia de crecimiento bacteriano sobre medio con antibiético de las cepas

curadas.

Tiempo h

CEPA | antibi6tico 12 24 36 48 60 72 84 96
Cefadroxil 30 pg /mL 0/ 0/ 0] 0] 0]O0O]O
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg/mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg/mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg/mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL
Cefadroxil 30 pg/mL
Amoxicilina 17 pg/mL
Nitrofurantoina 20 pg/mL

o

201 CUR |M20 CUR|1INR CUR|RS2 CUR|RS1 CUR

O |O|Oo|jo|o|o|o |o|o|o |o|o|o |o
o |O |0 | | |O|F |O |0 |k O |0 |0 O
O |O |0 | | |O|F |O|F |k O |0 |0 O
O |O |O | |O |O|F |O|F |k OO0 |0

O ||| ||| |O|F |+, OO0 |o O
O OO |o|jo ||| |O|F |k |O|0o|o o
O |OoOo|jo ||| |O|F |k OO0 |o O
o |O |O | | |O|F |O|F |k OO0 O |Oo
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La cepa RSl1cur no present6 crecimiento sobre los antibidticos probados. La cepa
RS2cur present6 colonias amarillas en el medio con nitrofurantoina a las 24 h, persistiendo
hasta las 96 h. No crecio en los otros dos antibidticos. La cepa 1NRcur crecié sobre
cefadroxil y nitrofurantoina a las 36 y 24 h respectivamente. La cepa M20pl no presento
crecimiento sobre los antibidticos. La cepa 201pl no formo colonias sobre los antibidticos
seleccionados.

Con respecto a los resultados obtenidos en las pruebas de crecimiento de las cepas curadas y
las cepas nativas con ADN plasmidico, podemos concluir que el ADN plasmidico no les
confieres resistencia sobre los antibidticos seleccionados, debido a que las cepas INR, RS2
que fueron capaces de crecer sobre nitrofurantoina y/o cefadroxil fueron tanto las cepas
curadas como las cepas con ADN plasmidico.

Como parte de los siguientes objetivos de investigacion, mediante la técnica de Eckhart, se
obtuvo una resolucion de ADN plasmidico para todas las cepas, la cual muestra la presencia
de material plasmidico en todas las cepas de estudio (figura 3), en cada caso, el tamafio de
los plasmidos es alto, posicionandose sobre la banda mayor del marcador de peso molecular
APstl utilizado (11,501 pb) en geles de agarosa al 1%. Posterior a este paso se procedio a

purificar el material plasmidico para llevar acabo la digestion enzimatica

Figura 3. Imagen que muestra la presencia de ADN plasmidico. Se
muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular APstl, en el carril
3-7 se muestran el material plasmidico obtenidos de las cepas RS1, RS2,
INR, M20 Y 201.

A pesar de que en todas las cepas se observo la presencia de material plasmidico de
alto peso molecular, no fue posible linealizarlo en todos los casos con las enzimas y

condiciones utilizadas en este estudio. Solo en el caso del material plasmidico de la cepa RS2
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se obtuvo una digestion exitosa con la enzima Puvll, la cual tuvo un solo corte, dejando al

plasmido lineal (Figura 4) del que se estimé un tamafio de 18,601 pb.

P MPM Digestion
TPuvit T

Figura 4. Imagen que muestra un perfil de bandeo en un gel de agarosa al
1% cargado con la digestion enzimatica del material plasmidico de la cepa
RS2 digerido con Puvll, en el que se puede apreciar una Unica banda de
aproximadamente 18601pb en el carril 2, comparado con el marcador de
peso molecular AHindll carril 1y el carril 3 el plasmido nativo.

En el plasmido de la cepa RS2 se encontraron maltiples sitios de restriccion para la
enzima Ncol (figura 5). Las enzimas EcoRI, BamHI y Pstl no efectuaron corte de restriccion
en dicho material plasmidico.

MPM Digestion Ncol

Figura 5. En la fotografia se aprecia la digestion enzimatica con Ncol
del plasmido de la cepa RS2 resuelta en un gel de agarosa al 1%,
donde en el carril 1 se posiciona el marcador de peso molecular
APstl, y en el carril 3 la digestion con Ncol que se encuentra ubicado

un patrén de bandeo entre los 5077 y 11501 pb.

Tanto los fragmentos obtenidos a partir de la digestion como el plasmido lineal, fueron
utilizados para su ligacion en un plasmido comercial PJet 1.2/ blunt (figura 6), para su

posterior clonacién y amplificacion.
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Figura 6. Mapa del Plasmido pJET 1.2/ Blunt

pJET1.2/blunt

\ 2974 bp

Se transformaron cepas de E. coli DH5a con los constructos obtenidos a partir de los
fragmentos del plasmido de la cepa RS2 digeridos con Ncol ligados en pJet 1.2. Se obtuvieron

un total de 72 colonias de E. coli DH5a transformadas (figura 7).

Figura 7. Imagen representando las colonias obtenidas de E
coli DH5a transformadas con pletl.2 + Fragmentos del
ADN plasmidico de la cepa RS2 digerido con Ncol, crecidas
sobre medio Lb +Amp.

Se obtuvieron secuencias parciales de la ADN plasmidico de la cepa RS2 con una
extension de 580 pb (Anexo 2) luego del ensamblado y edicion con el programa DNA baser
v.4.36.0.y se realiz6 una busqueda de elementos plasmidicos con el programa Vector Friends
v1.2.0 . Comparando las secuencias obtenidas con las de plasmidos comerciales presentes en
la base de datos mundial. Se realiz6 un analisis con la herramienta BLAST para comparar las
secuencias obtenidas con la base de datos mundial, esperando encontrar similitud a algun

elemento génico de ADN plasmidico.
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Se encontraron similitudes con un gen de resistencia a ¢? ampicilina, con parte del
marco de lectura de las secuencias con el cloning vector basic 8 y con un plasmido de

Klebsiella pneumoniae con codigo de acceso GenBank: KP223701.1 (Figura 8) y GenBank:
CP016919.1 (Figura 9) respectivamente.

Klebsiella pneumoniae isolate 11 plasmid pIncR_DHQP1300920, complete sequence
GenBank: CP016919.1
GenBank FASTA
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Figura 8. Analisis Blast de la secuencia obtenida del plasmido RS2 congruencia para Klebsiella pneumoniae

Cloning vector BASIC_3_Kan, complete sequence
GenBank: KP223697.1
GenBank FASTA
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Figura 9. Andlisis Blast de la secuencia obtenida del plasmido RS2 similitud a briobrick de resistencia a
kanamicina y ampicilina del vector Basic 3
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Debido a este resultado se sometié a la cepa A. anthurii a un experimento extra para
corroborar si las cepas curadas contra las que poseian ADN plasmidico poseian la capacidad
de crecer en presencia de ampicilina obteniendo los siguientes resultados, las cepas crecen
en ampicilina tanto las que poseen ADN plasmidico como las que han sido curadas. Se
observé un cambio en la morfologia colonial en las cepas curadas, reduciendo el tamafio de

la colonia en comparacion a las cepas nativas (Figura 10).

Figura 10. Placas Petri inoculadas con la cepas curadas y nativas de A. anthurii crecidas en medio LB vy
ampicilina. a) cepa nativa de A. anthurii crecida sobre medio LB adicionado con ampicilina, b) cepa curada A.
anthurii crecida sobre medio Ib adicionado con ampicilina.
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10 Discusiones

El anélisis de las secuencias mediante Blast brindd mayor informacién para la

identificacion de las cepas con porcentajes de similitud altos, se determiné que las cepa RS2
es un 99% similar a Acidovorax anthurii, la cepa RS1, es 99% similar a Agrobacterium
tumefaciens cepa JSD-RHCu-72, la cepa 201 es 99% similar a Ralstonia pickettii cepa
DTP0602, la cepa M20 es similar un 99% a Ralstonia pickettii cepa DTP0602 y la cepa INR
es 99% similar a Cupriavidus sp. y Ralstonia sp.
La especie Acidovorax anthurii, esta caracterizada como una bacteria fitopatogena (Gardan
y cols 2000) no presenta reportes o estudios sobre su capacidad de decolorar compuestos tipo
cols.; Ralstonia y Cupriavidus son géneros segregados de Pseudomonas por lo que su
identidad molecular a veces se ve relacionada o sinonimizada en las bases de datos
(Vandamme y Coenye 2004). En el caso del género Cupriavidus, es reconocido por su
capacidad de resistencia a metales pesados y por su presencia en sitios contaminados (Janssen
y cols. 2010).

El género de Ralstonia se encuentra ampliamente distribuido en diferentes
ecosistemas del mundo, posee multiples reportes cientificos en los que se indica su presencia
en sitios contaminados por compuestos como el DDT vy el 2,4-diclorofenol, siendo capaces
de mineralizar anaerobia y aérobicamente estos compuestos (Steinle y cols. 1998; Foght y
cols. 2010). La especie Ralstonia pickettii es una bacteria presente en el suelo, es un
organismo oportunista causante de enfermedades nosocomiales, y mostro las capacidad para
degradar 2,4,6-triclorofenil y clorobenzeno (Zhang y cols. 2011).

En el caso de Agrobacterium tumefaciens, la informacién con la que se cuenta es del
género como tal. Se considera que Agrobacterium es una o proteobacteria de la familia
Rhizobiaceae, fijadora de nitrégeno, es fitoparasito de dicotiledoneas. Meera y cols. (1993),
realizaron un analisis filogenético de un grupo de bacterias capaces de degradar los
compuestos azo en una muestra de suelo, siendo ésta una de las enmarcadas en la lista.

El crecimiento de las cepas en medio LB adicionado con colorante azo y utilizando una fuente
de carbono adicional fue favorable, alcanzando valores de biomasa méaxima de 5.05e+08
(células/mL) y porcentajes de decoloracion entre el 91% y el 95% transcurridas las 96 h.

Estos se encuentran asociados de forma directamente proporcional al crecimiento bacteriano
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a lo largo del experimento. Resultados similares en cuanto a la capacidad de decolorar
compuestos azo a través de sistemas bacterianos, reportan que la cepa Staphylococcus
hominis RMLRTO3 aislada de descargas de aguas residuales, es capaz de decolorar el naranja
acido en un 92.38% en 60 h, indicando que poseen un sistema de enzimas de azo-reduccion
(Rajat y cols. 2014 ). Acinetobacter calcoaceticus muestra porcentajes de decoloracion del
91% durante 48 h de incubacion, reportando la presencia de un sistema de enzimas
peroxidasas y reductasas las cuales le otorgan la capacidad de decoloracién (Gajanan y cols.
2011 ). Pseudomona putida mostré un 90% de decoloracién del naranja &cido en 48 h en
condiciones estaticas y un 32% en medio liquido (Tripathi y Srivastava 2011).

Con respecto a la prueba de crecimiento en medio mineral donde se confirmé la

capacidad de usar como Unica fuente de carbono al compuesto tipo azo, sé6lo la cepa INR
mostré un crecimiento durante las 96 h del cultivo, alcanzando valores de biomasa de
1.8E+08 (células/mL) y de desaparicién del colorante de 90.7%. Liu 'y Yang 1989 realizaron
un estudio con Pseudomonas S42 en el que muestran que ésta posee la capacidad de decolorar
el 90% de componentes tipo azo en condiciones anaerdbicas indicando la presencia de una
enzima azoreductasa, siendo la que le otorga esta capacidad de decoloracion; en tanto las
cepas M20 y RS2 mostraron crecimiento y desaparicion del colorante sélo hasta las 72 h con
porcentajes de decoloracion del 95% y 92% cesando su division celular a las 48 h.
Por lo que se refiere a términos de tolerancia y resistencia, en los datos anteriormente citados,
podemos distinguir una diferencia en el crecimiento bacteriano de las cepas en diferentes
condiciones de cultivo de cinco cepas evaluadas s6lo una cepa mantuvo su crecimiento en
ambas condiciones estudiadas sin afectar su crecimiento celular y cuatro de ellas lograron
subsistir en presencia del colorante azo siempre y cuando contaran con una fuente de carbono
asimilable.

Es importante enfatizar estas diferencias de crecimiento en los distintos medios de
cultivo para cada una de las cepas, pues son estos datos los que nos confirman si se trata de
una resistencia o una tolerancia, la capacidad de resistencia podemos observarla en las cepas
qgue en el medio mineral mantienen su crecimiento celular, debido a que deben estar
desplegando un acervo metabolico que pudiera estar localizado en la membrana y de
naturaleza enzimatica, para lograr utilizar el colorante como fuente de carbono para su

utilizacion en el crecimiento a través de enzimas peroxidasas o reductasas, sobre los

57



compuestos o los cambios en la permeabilidad de membrana, como lo efectuan algunas
especies bacterianas en presencia de agentes antibidticos o tdxicos. Sin embargo, si las cepas
que logran mantener su crecimiento en presencia de una fuente de carbono asimilable, lo ven
atenuado o es inexistente al estar en un medio en donde el colorante es su unica fuente de
carbono, el mecanismo que les permite su subsistencia es de tolerancia (Arbeli 2009), el cual
solo les permite atenuar la presencia del colorante a costa de alterar su crecimiento, para

intentar utilizar el compuesto.

Es por ello que los valores de crecimiento en medio mineral fueron inferiores en
comparacion a los valores obtenidos en la prueba de tolerancia con una fuente de carbono
adicional, esto debido a que los compuestos azo deben constituir una fuente de carbono
asimilable para estos microorganismo a un alto costo metabolico para su mineralizacion y
detoxificacion en su uso como fuente de carbono, esto explicaria el por qué en las cepas 201
y RS1 al transcurso de 36 h habian alcanzado valores de 67 y 75 % de desaparicién mientras
que su crecimiento lleg6 a la fase de muerte celular luego de este lapso transcurrido. Estos
datos, a diferencia de los reportados por Elbana y cols. (2010) en los que la decoloracién de
los componentes azo esta relacionada a la presencia de ADN plasmidico, indican que las
cepas del estudio pudieran poseer la presencia de azoreductasas en el genoma de las cepas,
como lo mencionan los estudios de mecanismos de decoloracion y degradacion de
compuestos azo en bacterias y algunos basidiomicetes a través de la accién de enzimas
azoreductasas (Anjali, y cols. 2007).

Para las pruebas de curado plasmidico se determiné que las concentraciones de 10 y
20 mg/L no fueron eficaces para lograr la pérdida del ADN plasmidico en las cepas, las
concentraciones superiores a 30 mg/L resultaron eficaces a partir del noveno dia de
incubacion; trabajos donde se realizé un curado plasmidico de diferentes cepas, reportan que
concentraciones de 10 mg/ mL de BrEt a 48°C por 24 h no son condiciones suficientes para
obtener cepas curadas. Asi mismo, otros trabajos utilizan a Pseudomonas y como agente de
curado al naranja de acridina en concentraciones de 10 a 60 mg/L, crecidas a 37° C por 24 h
(Zeng X y cols. 2013), mostrando diferencias en la obtencidn de cepas curadas, esto debido
a que el tratamiento de curado actla en diferentes grados dependiendo del organismo de

estudio.
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En el caso de las posibles capacidades que el ADN plasmidico pudiera estar
otorgandole a las cepas se determind que la resistencia antibiotica que poseen las cepas INR
y RS1 para nitrofurantoina no esta otorgada por los plasmidos a diferencia del estudio de
Elbanna y cols. (2010), en donde la resistencia a estreptomicina, kanamicina, gentamicina,
ampicilina y cloranfenicol esta conferida por el material plasmidico, o el caso particular de
Acidovorax Avenae en donde posee resistencia a kasugamicina, resistencia que esta mediada
por un plasmido pAAAS83 (Atsushi y cols. 2015).

Tras el curado plasmidico se opt6 por trabajar con la cepa RS2, INR, M20, para la
obtencion de los elementos génicos de dicho material plasmidico, esto porque los trabajos
encontrados sobre las especies Acidovorax anthurii, Crupriavidus sp y Rasltonia piketti, no
reportan presencia de ADN plasmidico, de igual manera porque estas fueron las cepas que
mostraron valores éptimos en las pruebas de tolerancia y resistencia. En el caso particular
de las cepa RS2, tras la restriccion enzimatica con Puvll, se logré visualizar un plasmido
linealizado de aproximadamente 18,601 pb, esta cepa ha sido identificada como Acidovorax
anthurii. Esta especie, no presenta reportes de la presencia de ADN plasmidico. Existe un
reporte de plasmidos en una cepa Acidovorax avenae, el plasmido pAAA83el cual tiene una
extension de 59,534pb (Atsushi y cols. 2015). Al realizar una simulacion de digestion con
las enzimas utilizadas en el presente estudio sobre la secuencia de dicho plasmido, se observé
que no tiene sitio de corte para Puvll a diferencia del plasmido encontrado en la cepa
Acidovorax anthurii de este estudio, indicando que el plasmido reportado para Acidovorax
avenae y el aislado en Acidovorax anthurii, no son el mismo y muestran diferencia de tamafio
y presencia del sitio de corte para la enzima Puvll,

Del analisis de las secuencias obtenidas del plasmido de la cepa de Acidovorax
anthurii, se obtuvo que poseen un 92% de similitud a un gen de resistencia a betalactamasas
(ampicilina), a un vector de clonacion y a un plasmido de la cepa Klebsiella pneumoniae.

Se realizé un experimento posterior a este analisis con la finalidad de confirmar la
presencia de un gen de resistencia a ampicilina en la cepa Acidovorax anthurii en el que se
muestra que la cepa es capaz de crecer en presencia de ampicilina, asi como que las cepas
curadas mantienen esta resistencia a ampicilina, pero se ve modificada su morfologia
colonial, este fendmeno sugiere que la resistencia a dicho antibidtico se encuentra modulada

por la participacion del ADN plasmidico, el cual podria estar participando en la sintesis de
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alguna molécula que fomente la maduracion, el acoplamiento o la complementacion de algin
agente antibidtico que se encuentre codificado en el genoma total bacteriano. Para confirmar
esto, es necesario realizar una busqueda de betalactamasas y los genes que las codifican en
las células curadas y compararlas con las presentes en las cepas nativas, para tratar de

determinar si existen diferencias que expliquen este fenGmeno.
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11 Conclusiones

Los datos obtenidos sugieren que la cepa Cupravidus sp. es resistente a los
compuestos azo.

Las cepas que corresponden a Acidovorax anthurii, Ralstonia pikettii, Agrobacterium
sp., Rasltonia sp. poseen tolerancia a los compuestos tipo azo.

Todas las cepas bacterianas aisladas poseen ADN plasmidico, aparentemente de alto
peso molecular.

La evidencia sugiere que no son los plasmidos los que otorgan la tolerancia a los
compuestos tipos azo en las bacterias aisladas.

La cepa de Acidovorax anthurii posee al menos un plasmido con tamafio estimado de
18,601 pb.

El plasmido de la cepa de Acidovorax anthurii posee elementos génicos con cierta

similitud a un fragmento de un gen de resistencia a ampicilina.
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12 Perspectivas

Para complementar el presente estudio es necesario determinar lo siguiente:

+«+ Confirmar que, en estas especies bacterianas, son las azo-reductasas las enzimas que
confieren la capacidad de degradar colorantes azo.

+ Realizar la evaluacion de azo-reductasas en las cepas curadas, lo que confirmaria que,
como en otros estudios, los genes de estas enzimas estan incluidos en el genoma
cromosoémico.

¢+ Obtener una mayor cantidad de fragmentos del plasmido estudiado mediante PCR
anidada con la finalidad de obtener mas completa la secuencia del mismo y mejorar
su caracterizacion génica.

+« Evaluar el método de Shotgun y secuenciacion de alto rendimiento del ADN

plasmidico purificado, para la construccion de su mapa de restriccion,
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AnNexos

Anexo 1
Rs1 16s 1242pb

Agrobacterium tumefaciens strain JSD-RHCu-7A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99%
GenBank: KT894723.1

Rhizobium sp. H1-44 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% GenBank: KM979037.1

CAGTCGAACGCCCCGCAAGGGGAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACATAC
CCTTTCCTGCGGAATAGCTCCGGGAAACTGGAATTAATACCGCATACGCCCTACGGGG
GAAAGATTTATCGGGGAAGGATTGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAG
GCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCG
CAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTT
CACCGATGAAGATAATGACGGTAGTCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCAGCTCAACTGCGGAACTGCCTTT
GATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAA
TTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGAC
GCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATT
AAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG
CTCTTGACATTCGGGGTATGGGCATTGGAGACGATGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAG
AACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGC
CGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAG
CTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATTCGCAG
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Rs2 16s 1281pb

Acidovorax anthurii strain XD-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99%
GenBank: KP641171.1

Uncultured bacterium clone BDP204WS49 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99%
GenBank: KF841311.1

TTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTG
GCTTTATGGGATTGGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTCTGTACCAGCCATTGTATG
ACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTGAATGTAGCAACTAATGACAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCA
TGCAGCACCTGTGTTACGGCTCTCTTTCGAGCACTCCTCTATCTCTAAAGGATTCCGTAC
ATGTCAAAGGTGGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATCATCCACCGC
TTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGTTACTGAGTCAGTGAAGACCCAACAACCAGTTGACA
TCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGC
ATGAGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCT
ACGCATTTCACTGCTACACGCGGAAATTCCATCCCCCCTCTGCCGTACTCTAGCTATGC
AGTCACAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGTCTTACATAACCG
CCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTACGGTACCGTCATGGACCCCAGGT
ATTAACCAGAGTCTTTTCGTTCCGTACAAAAGCAGTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCC
TGCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAGACCA
GCTACAGATCGTCGGCTTGGTAAGCTTTTATCCCACCAACTACCTAATCTGCCATCGGC
CGCTCCGTGAGCGCAAGGCCTTGCGGTCCCCTGCTTTCATCCTGAGATCGTATGCGGTA
TTAGCAAAGCTTTCGCTTCGTTATCCCCCACTCTCGGGCACGTTCCGATGTATTACTCAC
CCGTTCGCCACTCGTCAGCATCCGAAGACCTGTTACCGTTCG
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201 16s 1287 pb
Ralstonia pickettii DTP0602 chromosome 2, complete sequence99% GenBank: CP006668.1
Cupriavidus sp. 194 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% GenBank: KT461854.1

CCGCGAATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGTAGTCGAGTTGCAGACTACGATCCGGACT
ACGATGCGTTTTCTGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTCTGTACGCACCA
TTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAACTAAAGACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGC
CATGCAGCACCTGTGTCCACTTTCCCTTTCGGGCACCTAATGCATCTCTGCTTCGTTAGT
GGCATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCAC
CGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGG
CGGTCAACTTCACGCGTTAGCTACGTTACTGAAGAAATGAATCCCCAACAACTAGTTG
ACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
TGCATGAGCGTCAGTGACGTCCCAGGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACAT
CTCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCCTCTGACATACTCTAGCCTT
GCAGTCACAAGCGCCATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACGCCTGTCTTACAAAAC
CGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCGGTACCGTCATCGACCCGGG
GTATTCACCCAGGCCATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTT
CACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGAC
CAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTAGGCTTTTACCCCACCAACTAGCTAATCAGACATCG
GCCGCTCCTGTAGCGCGAGGCCTTGCGGTCCCCCGCTTTCACCCTCAGGTCGTATGCGG
TATTAGCTAATCTTTCGACTAGTTATCCCCCACTACAGGGCACGTTCCGATGTATTACTC
ACCCGTTCGCCACTCGCCACCAGGCCGAAGCCCGTGCTGCCGTTCG
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M20 16s 1281pb
Cupriavidus sp. 194 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% GenBank: KT461854.1
Ralstonia pickettii DTP0602 chromosome 2, complete sequence 99% GenBank: CP006668.1

TTACTAGCGATTCCAGCTTCACGTAGTCGAGTTGCAGACTACGATCCGGACTACGATGC
GTTTTCTGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTCTGTACGCACCATTGTATG
ACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCTCTTGCGTAGCAACTAAAGACAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAG
CACCTGTGTCCACTTTCCCTTTCGGGCACCTAATGCATCTCTGCTTCGTTAGTGGCATGT
CAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGT
GCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCA
ACTTCACGCGTTAGCTACGTTACTGAAGAAATGAATCCCCAACAACTAGTTGACATCGT
TTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCACGCTTTCGTGCATG
AGCGTCAGTGACGTCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATCTCTACG
CATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCCTCTGACATACTCTAGCCTTGCAGTC
ACAAGCGCCATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACGCCTGTCTTACAAAACCGCCTG
CGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCGGTACCGTCATCGACCCGGGGTATTC
ACCCAGGCCATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACA
CGCGGCATTGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCC
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGACCAGCTA
CTGATCGTCGCCTTGGTAGGCTTTTACCCCACCAACTAGCTAATCAGACATCGGCCGCT
CCTGTAGCGCGAGGCCTTGCGGTCCCCCGCTTTCACCCTCAGGTCGTATGCGGTATTAG
CTAATCTTTCGACTAGTTATCCCCCACTACAGGGCACGTTCCGATGTATTACTGCACCC
GTTCGCCACTCGCCACCAGGCCGAAGCCCGTGCTGCCGTTCG
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1nr 16S 1283pb
Cupriavidus sp. 4HB-6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% GenBank: KT321704.1
Ralstonia sp. 80 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% GenBank: AY238507.1

GCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGTAGTCGAGTTGCAGACTACGATCCGGACTACG
ATGCATTTTCTGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCAACCCTCTGTATGCACCATTG
TATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCTCTAGAGTGCCCTTTCGTAGCAACTAGAGACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCAT
GCAGCACCTGTGTCCACTTTCCCTTTCGGGCACCTAATGCATCTCTGCTTCGTTAGTGGC
ATGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGC
TTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTCACGCGTTAGCTACGTTACTGAGGAAATGAATCCCCAACAACTAGTTGAC
ATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTG
CATGAGCGTCAGTCACGTCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATCTC
TACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCCTCTGACGCACTCTAGCCTTGC
AGTCACAAGCGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACGCCTGTCTTACAAAACC
GCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCGGTACCGTCATCGACTCCGGG
TATTAACCAGAGCCATTTCTTTCCGGACAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTC
ACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGACC
AGCTACTGATCGTCGCCTTGGTGAGCTTTTACCCCACCAACTAGCTAATCAGACATCGG
CCGCTCCTATTGCGCGAGGCCTTACGGTCCCCCGCTTTCACCCTCAGGTCGTATGCGGT
ATTAGCTAATCTTTCGACTAGTTATCCCCCACAACAGGGCACGTTCCGATGTATTACTC
ACCCGTTCGCCACTCGCCACCAGGATTGCTCCCGTGCTGCCGTTCG
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Anexo 2
Secuencia de ADN plasmidico de la cepa Acidovorax anthurii

CTAAGAATTTAAATGAAGAAGACTTCAGAGCTTTTGTTAAAAATTATTTGGCAA
AAATAATATAATTCGGCTGCAGGGGCGGCCTCGTGTTACGCCTATTTTTATAGG
TTAATGTCATGATAATAATGGTTTCCTAGACGTCAGGGGCACTTTTCGGGGAAA
TGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAAATATGTATCC
GCTCATGAGAACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAG
AGTATGAGTATTCAACATTTCCCGTGTCGCCCTTTATTCCCCTTTTTTGCGGCAT
TTTTGCCTTCCTGTTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTTGTGAAAGGAAAAGATGC
TGGAGATCAGTTGGGTCCCCCAGGGAGGTTACATCGAACTGGATCTTCAACAG
CGGAAGAACCTTGAGAAGTTTTCCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATAATGAGA
ATTTCTAAAGTACTGCCTGGAGTGTGGGCGTTATTATTCCTGTAATTGACGCCC
GCCGCAGGGGCACATTATCTATCTCTCTCCCTTACCATAGA

75



Publicacion

Insights in Genetics and Genomics

Research Article

Open Access

Growth on Azo Compounds and Decolorization
Capacity of Some Eubacteria not Conferred by

Plasmidic DNA [Version 2]

Pérez Rivera Rodrigo?, Martinez y Pérez José Luis'?,
Estrada-Torres Arturo® and Montiel-Gonzalez Alba
Monica®?*,

1Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Univer-
sidad Auténoma de Tlaxcala, Mexico

2Centro de Investigacion en Ciencias Bioldgicas, Uni-
versidad Auténoma de Tlaxcala, Mexico

"Corresponding author: Alba Ménica Montiel
Gonzalez, Centro Tlaxcala de Biologia de la Con-
ducta, Universidad Autéonoma de Tlaxcala, Mexico;
Centro de Investigacion en Ciencias Bioldgicas,
Universidad Autonoma de Tlaxcala, Mexico, Email:
amonicamg@yahoo.com

Copyright: © 2017 Alba Mdnica Montiel Gonzélez,
et al. This article is distributed under the terms of
the Creative Commons Attribution 4.0 Internation-
al License (http://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/), which permits unrestricted use, distribu-
tion, and reproduction in any medium, provided
you give appropriate credit to the original author(s)
and the source.

Original Submission

Received: March 04, 2017
Accepted: March 15, 2017
Published: April 02, 2017

Open Peer Review Status: Approved

OPR Science

Open Access Open Peer Review

How to cite this article: Pérez Rivera Rodrigo,
Martinez y Pérez José Luis, Estrada-Torres Arturo,
Montiel-Gonzélez Alba Mdnica. Growth on Azo
Compounds and Decolorization Capacity of Some
Eubacteria not Conferred by Plasmidic DNA [Version
2]. Insights Genet Genomics. (2017) 1: 2.2

Abstract

IThe bacteria are very abundant and ubiquous organisms, in-|
habiting under many conditions, even severely contaminated
lenvironments. The azo dyes (recalcitrant synthetic chemicals)
are common pollutants, used industrially and discharged into|
\wastewater, where they becoming a risk for human health,
Fortunately, the bacteria are capable of mineralizing toxig
ichemical products through gene products present in plasmid-|
ic DNA. This study confirms the capability of bacterial strains,)
isolated from soil exposed to industrial wastewater, to grow|
lon liquid media supplemented with Congo-red or Methyl-red,
lor only these azo dyes as the sole carbon source, and shows|
that this ability is not provided by plasmidic DNA. Three strains|
isolated were able to grow in the presence of azo dyes and
to decolorize them from 90 up to 96%, after 96 h. The strains|
\were identified as Ralstonia pickettii, Acidovorax anthurii and
Cupriavidus sp. through 16S rDNA sequence, morphological
and biochemical analysis. Only Cupriavidus sp. showed consid-|
Ierable growth when azo dyes were used as sole carbon source.
Plasmidic DNA was present in the three strains. After the plas-|
midic DNA was cured in each of the strains, they maintained
their ability to grown with the azo dyes, suggesting such capac
ity is not conferred by its plasmids.
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