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El trabajo de Biologia Molecular y el andlisis del 16S ADN ribosomal para la
identificacién de los cultivos bacterianos de este trabajo de investigacién se realizd
en el Laboratorio de Genémica Ambiental del Departamento de Genética y Biologia
Molecular pertenecientes al CINVESTAV-Zacatenco, bajo la direccion del Doctor
Jaime Garcia Mena.



RESUMEN
Las bacterias metilotrofas se han estudiado desde los anos 80, por el pape! que

desempenan en fos ciclos de los nutrientes y su capacidad para degradar alcoholes
y compuestos aromaticos. Para realizar este trabajo de investigacién, se colectaron
muestras de agua y sedimento en dos potreros inundados de La Mixtequilla,
Veracruz. Para el aislamiento de bacterias se utilizé un medio de cultivo con metanol
como lnica fuente de carbono y energia; se obtuvieron cuitivos puros mediante la
técnica de siembra y resiembra, su uniespecificidad se verific6 mediante
observaciones al microscopio optico. Los cultivos fueron caracterizados utilizando
pruebas fisiolégicas y la produccién de enzimas extracelulares. Para conocer su
capacidad de resistir o degradar metanol, etanol, 1-butanol, 2-propanol, tolueno y
xileno, los cultivos se inocularon en éstos y en sensidiscos con 12 antibiéticos para
conocer su respuesta; se les realizo6 el andlisis de su 16S ADNr, sus secuencias
fueron registradas en el GenBank del NCBI. Se obtuvieron 81 cultivos bacterianos y
43 de ellos fueron caracterizados fisiolégicamente. Los resultados revelaron que
entre el 72%-81% toleraron concentraciones de NaCl de 0.5%-1.5%; utilizaron como
fuentes de carbono y energia principalmente a la fructosa (72%), glucosa, sacarosa
(63% ambas), manosa (56%) y manitol (51%). Un porcenlaje alto produjo ureasa
(86%). lisina descarboxilasa (63%), amilasa (49%); mas de la mitad (63%) presenté
metabolismo anaerobio facultativo, redujeron nitratos (30%) y nitritos (23%). La
mayoria de los cultivos crecieron en presencia de xileno en las concentraciones:
0.5% (83%), 1.0% (81%); 2-propanol a 0.5% (76%), 1.5% (81%), 1.0% (67%);
tolueno a 1.0% (74%), 1.5% (72%) y 0.5% (67%). Los cultivos fueron sensibles
principalmente a netilmicina (94%), amikacina (91%), cloranfenicol, gentamicina
(86% ambos) y trimetoprim-sulfametoxazo! (80%) y 14 cultivos mostraron resistencia
a entre cuatro y ocho antibiéticos. Se identificaron molecularmente nueve cultivos
bacterianos con un 94-99% de identidad, de los cuales cinco presentaron
caracteri(sticas catabdlicas similares a Serratia marcescens, Enterobacter asburiae,
Bacillus jeotgali, Bacillus pumilus y Telrasphaera sp. De acuerdo con los resultados
planteados, las bacterias del humedal de La Mixtequilla pueden ser consideradas de
importancia agropecuaria y ecolégica, al degradar la materia organica participando
en los ciclos del carbono y nitr6geno; ademas de ser capaces de crecer en
presencia de alcoholes y compuestos arométicos transformandolos a formas no

toéxicas para los seres vivos.



INTRODUCCION
Los humedales son habitats de transicién entre ecosistemas acuaticos y terrestres;
se encuentran a lo largo de rfos, lagos, estuarios; estan periédicamente saturados o
cubiertos de agua y se forman en zonas con drenaje deficiente, algunos se forman
por la presencia de rocas impermeables; también pueden originarse por la

acumulacién de materia organica (Torres-Alvarado ef al., 2005).

Estos sistemas son ecolégicamente muy ricos y su biodiversidad rivaliza con la de
las selvas tropicales. Ademas de su valor comercial, amortiguan y almacenan las
aguas de inundacién, retienen sedimentos y reducen la contaminacion. Presentan
flora y fauna caracleristicas y son de los ecosistemas mas productivos de la
bidsfera; ademas, se caracterizan por poseer altas tasas de sedimentacion de

material organico (Kusler ot al., 1994).

E! valor comercial de los humedales se debe a que cumplen funciones muy Utiles;
por ejemplo, son fuentes lucrativas de arroz silvestre, de peces y mariscos, sin
embargo, pese a su inmenso valor, estan desapareciendo rapidamente y su pérdida
se puede atribuir al mismo caracter que los hace tan valiosos. Debido a su
naturaleza siempre cambiante se dificultan los esfuerzos para crear politicas

relacionadas a su conservacion (Kusler et al., 1994).

De acuerdo con Torres et al. (2002), 1a superficie mundial que ocupan los humedales
naturales es minima (3%) pero la reserva del carbono que ahi se encuentra es del

15 al 30% y tienen un papel fundamental en los ciclos del carbono y nitrégeno.

En los humedales la materia organica es mineralizada principalmente en los
sedimentos a través de procesos anaerobios; en especial, en los costeros, la sulfato-
reduccion es la fase terminal mas importante de la descomposicidn anaerobia,
mientras que la metanogénesis domina en los humedales de agua dulce (Torres-
Alvarado ef al., 2005).

A los humedales se les ha considerado como fuentes naturales de metano por lo
que ejercen un efecto sobre la composicién de los gases de la atmésfera; el didxido
de carbono que extraen de ésta lo almacenan por un tiempo largo (Glagolev y
Shnyrev, 2007) y aportan alrededor del 21% de las emisiones de metano (CH.)
hacia la atmbsfera, mismo que contribuye 21 veces mas al efecto invernadero que el
di6xido de carbono (Ritchie et al., 1997). Cabe destacar que el CO, tiene un tiempo



de vida en la atmésfera de 100 anos (Gary y Chanton, 2001) y el metano de 9-12
anos (Ritchie el al., 1997). La mayor parte del metano es oxidado en la atmosfera
por radicales libres (OH) y una pequena fraccion de este gas (1-10%) es
transformado por e! consumo bacteriano en el suelo (Lelieveld et al., 1998), en tanto
que en la columna de agua hay variaciones de emisién y oxidacion de metano
(Torres-Alvarado et al., 2005).

El metano es producido por !as bacterias metandégenas tras la degradacion
anaerobia de la materia organica (Torres et al., 2002) y es oxidado para dar origen a

metanol por bacterias metanétrofas (Auman ef al., 2000).

El metanol (CH3OH) es un alcohol de bajo peso molecular, se caracteriza por ser
l6xico para tos seres vivos cuando se acumula en ellos (Dijkhuizen ef al., 1985;
Peinador et al., 1999) y puede ser utilizado como tnica fuente de carbono y energia
por bacterias conocidas como metilotrofas facultativas, las cuales lo oxidan mediante
la enzima metanol deshidrogenasa (Radajewski et al., 2002). Esta enzima
generalmente es sintetizada a bajos niveles en presencia de substratos con
numerosos carbonos y es inducida al adicionar metanol al medio de cultivo
(Goodwin y Anthony, 1995). La mayoria de las bacterias que oxidan al metanol se
caracterizan por utilizar al ciclo de la via de la serina para dar origen al formaldehido
el cual es incorporado en la biomasa celuiar. Estos microorganismos metilétrofos
habitan en una gran variedad de ambientes naturales (Vorob’ev et al., 2009).

Las bacterias metilotrofas comparien la propiedad de utilizar fuentes reducidas de
carbono, muchas de ellas estan asociadas simbidéticamente con plantas y son
comunes en el suelo; su diversidad es muy amplia e incluye a los taxa a, B y y-
Proteobacteria, ademas de los Firmicutes (Cristales et al., 2010). Se ha observado
que muchas de ellas tienen efectos benéficos en el crecimiento de las plantas al
producir fitohormonas, controlar patégenos y eliminar compuestos toxicos (Swain y
Ray, 2009; Mckenzie et al., 2006).

Ademés de oxidar al metanol, las bacterias metildtrofas son capaces de tolerar o
degradar xenobioticos (Wright y Reddy, 2001) como el benceno, el estireno, el
naftaleno, el folueno e isémeros de xileno que son considerados toxicos y
cancerigenos, ain a bajas concentraciones; algunos de estos son comunes en
ambientes naturales (Mutzel et al., 1996, Acuna ef al., 2008).



Es necesario analizar las bacterias del humedal de La Mixtequilla donde constituyen
un componente esencial, cumplen una funcién clave en la degradacion la materia
organica por su capacidad para utilizar, como fuentes de carbono y energia, a
ciertos carbohidratos; producir enzimas extracelulares y de reducir nitratos y nitritos,
todo elio en su conjunto, les permite participar en los ciclos de nutrientes; ademés de
ello, son capaces de crecer en presencia de aicoholes y compuestos aromaticos,
esto Uitimo las hace cumplir un papel importante en la bioremediacién de ambientes
impactados por este tipo de compuestos, mismos que podrian estar presentes en el

humedal de La Mixtequilia.



OBJETIVOS
General

Aislar, identificar y caracterizar bacterias metilétrofas que habitan en el agua de la
zona anegadiza (inundada) del humedal de La Mixtequilla, Veracruz.

Particulares

Aislar y obtener cultivos puros de bacterias metilétrofas, mediante el uso de un

medio de cultivo enriquecido con metanol.

Caracterizar las bacterias metilétrofas mediante su capacidad para utilizar, como
fuentes de carbono y energia, diferentes compuestos organicos con uno o mas
atomos de carbono.

Conocer la respuesta de las bacterias metildtrofas aisladas al ser expuestas a
antibioticos.

ldentificar las bacterias metilétrofas mediante el analisis de su material genético (16S
ADNr).



MARCO TEORICO
Los humedales son ecosistemas acuaticos inundados natural o artificialmente,
saturados por agua subterranea y superficial en gran parte del ano (Heinz-Ulrich,
1993). Su drenaje es escaso pero reciben agua pluvial y de rios, que les aportan

nufrientes (Torres-Alvarado et al., 2005).

La importancia ecoldgica de los humedales radica en la riqueza de su biodiversidad,
por lo que rivalizan con |as selvas tropicales y son de gran importancia para que se
cumplan los ciclos de vida de plantas y animales, endémicos y migratorios (Torres-
Alvarado et al., 2005 citado en Nufiez-Cardona et al., 2008).

Torres et al. (2002) definen a los humedales como componentes de la bidsfera que
juegan un papel fundamental en el balance geoquimico del carbono, nitrégeno y
azufre; comprenden diversos ambientes tanto naturales como artificiales;
generalmente estan localizados en areas con drenaje deficiente que se caracterizan
por estar permanente o temporalmente inundados por aguas dulces, estuarinas
(salobres) o salinas; incluyen, ademas, regiones marinas que no exceden de los seis

metros de profundidad con respecto al nivel medio de las mareas bajas.

La clasificacibn de los humedales esta principalmente determinada por las
propiedades hidrologicas, ecoldgicas y topogréaficas, el régimen de nutrientes, la
diversidad de plantas y la cantidad de materia organica. Establecer una buena
clasificacién de humedales no es facil porque la terminologia usada en los diferentes
palses es compleja y confusa (Torres-Alvarado et al, 2005). Los humedales
naturales estdn concentrados a altas latitudes del hemisferio Norte donde la
permeabilidad impide el drenaje del suelo y dominan los histosoles con un 95%, pero
también en los trépicos, donde las tasas de precipitaciéon son altas (Torres-Alvarado
et al., 2005).

La vegetacion de los humedales estd adaptada a las condiciones de humedad; la
abundante materia organica esta constitvida por polimeros organicos como pectinas
y ligninas que son transformadas a oligopolimeros, monémeros, disacaridos y acidos
grasos (Worm et al.,, 2001; Torres-Alvarado ef al., 2005; Kolb, 2009), mismos que
son hidrolizados a alcoholes simples y éstos a diversos acidos organicos como los
acidos acético, propidnico y butirico (Gonzéalez-Avalos y Longoria-Ramirez, 2005) los



cuales a su vez son transformados en acetato, formiato y finalmente en metano
(Torres-Alvarado el al., 20085).

Mediante procesos de descomposicion anaerobia, los humedales actian como
emisores importantes de CO, y CHs (Alvarez, 2005); su produccién y oxidacién se
ven afectadas por otros factores como el contenido de agua en el suelo, el tipo de

vegetacion, temperatura y pH (Hanson y Hanson, 1996).

El metano es un hidrocarburo producido anaerébicamente por miembros de los
diferentes géneros de bacterias metanégenas, como resultado de sus actividades
metabdlicas (Torres et al., 2002). Todos los microorganismos productores de metano
pertenecen al Dominio Archaea y cuentan con diversas formas y arreglos celulares
(Torres-Alvarado et al., 2005); son organismos ubicuos que coexisten con otros
microorganismos en los ambientes naturales y que han existido desde hace billones

de anos (Pesaro y Widmer, 2002).

Casi el 70% del metano total que se produce en los humedales se deriva del acetato
(Ritchie et al., 1997) o de ofros substratos organicos simples como el metanol y las
metilaminas generados a partir de oligopolimeros y monémeros, resultado de la

degradacion de la materia organica (Torres et al., 2002).

Existen diferentes formas de difusién del metano hacia la atmdsfera, una de ellas es
a través de las plantas que habitan en los humedales las cuales presentan dos rutas
de difusion: la primera se realiza a través de las raices y rizomas que estan en
contacto con el sedimento anéxico (donde es generado) y, la segunda, cuando el
metano se introduce entre las raices y sale a través de los microporos (estructuras
adaptativas para la entrada del oxigeno) de los tallos y estomas de las hojas. El
metano ademas de ser emitido por las plantas también es difundido en forma de
burbujas a partir del agua y sedimento (Torres-Alvarado et al., 2005). Se estima que
los humedales emiten en forma de metano aproximadamente el 25% del carbono
orgénico que fijan, lo que representa entre el 15 y el 20% del metano atmosférico
{Alvarez, 2005).

La concentracién del metano en la atmésfera es de 1.7 ppm, menor a la del CO;
(345 ppm); el metano absorbe mas luz solar, lo cual favorece el efecto invemadero
(Torres et al., 2002). Una fraccién del metano que se genera (10-30%) puede ser

oxidado bajo condiciones aerobias (con oxigeno como aceptor de electrones) al ser



utilizado como fuente de carbono y energla por una gran diversidad de

microorganismos metandtrofos (Tomes-Alvarado et al., 2005).

De acuerdo con Brusseau ef al. (1994), estos microorganismos son clasificados en
dos grupos: uno comprende a los metanoétrofos tipo | e incluye a 8 y y-Proteobacteria
(Radajewski et al., 2002), las cuales utilizan la via ribulosa monofosfato (RuMP) para
la asimilacion del carbono. Ejemplos de éstas son los géneros Methylomonas,
Methylobacter y Methylococcus. El grupo de los metanétrofos tipo Il lo conforman
microorganismos pertenecientes a las a-Proteobacteria que emplean el ciclo de la
via serina para la asimilacién del carbono y esta integrado por los géneros
Methylosinus y Methylocystis. Estos dos grupos de metanétrofos (tipo | y tipo Il) han
sido considerados como metildtrofos obligados (Lidstrom, 2006).

Existe un tercer grupo de bacterias metanétrofas conocido como tipo X el cual
incluye a Methylococcus capsulatus, una especie metanoétrofa obligada capaz de fijar
autotréficamente el CO; (Brusseau et al., 1994) y de poseer la enzima metanol
deshidrogenasa para la asimilacion del metanol (Patel et al., 1978). Otro tipo de
bacterias capaces de oxidar al metano son las bacterias nitrificantes y Firmicutes
(Brusseau et al., 1994; Torres-Alvarado et al., 2005) que también contribuyen con la
disminucion del metano a la atmésfera al sintetizar la enzima extracelular

metanomonoxigenasa (MMO) para dar origen al metanol (Hanson y Hanson, 1996).

El metanol en el suelo puede encontrarse heterogéneamente distribuido y en
concentraciones no detectables, siendo clave para muchos microorganismos
metilétrofos (Kolb, 2009). Este compuesto se origina gracias a la degradacion de
peptinas y ligninas (Madhaiyan et a/., 2007); su emisién a la atmésfera es de 4.9 x
10'2 mol/afio (Kolb, 2009); su periodo de vida es de 5-12 dias (Millet et al., 2008).
Cabe senalar que el metanol y el metano en el aire contribuyen al conjunto de
compuestos organicos volatiles que participan en la formaciéon de ozono troposférico
(Kolb, 2009).

Solo algunas bacterias oxidadoras de metanol (metilétrofas) son capaces de oxidar
también el metano, sin embargo, se ha logrado aislar una gran diversidad de
bacterias metilétrofas facultativas capaces de utilizar como Unica fuente de carbono
y energla el metanol (Mancinelli et al., 1981), gracias a la intervencién de la enzima
metanol-deshidrogenasa para dar origen al formaldehido. Este compuesto es



oxidado en el citoplasma (via metabolica de C4) mediante la enzima formaldehido
deshidrogenasa y finalmente es asimilado para la generacion de biomasa celular o la

formaci6n de diéxido de carbono por el ciclo de la via serina.

El formaldehido es un compuesto téxico para los seres vivos y es el intermediario
principal del metabolismo metil6trofo (Chongcharoen et al., 2005).

Para asimilar el metanol, las bacterias metilétrofas pueden utilizar el ciclo de la via
serina y asl convertir dos formaldehidos y una molécula de CO, en un compuesto de
tres atomos de carbono (Cg); o bien el ciclo de la ribulosa monofosfato (RuMP), para
transformar tres formaldehidos en un compuesto de tres carbonos (Brusseau et al.,
1994; van Dien y Lidstrom, 2001).

Las primeras baclerias aerobias oxidadoras de metanol fueron descritas en 1892. Un
ejemplo de ellas es Bacillus methylicus; actualmente se han aislado numerosas
especies (Kolb, 2009) y comprenden grupos heterogéneos pertenecientes a la
subclase de las a-, B- y y-Proteobacteria (Miller et al., 2005).

Las bacterias metildtrofas facultativas han sido aisladas a partir de suelo,
sedimentos de lagos, dunas, aire, agua (dulce y marina), de la superficie de una
variedad de plantas y partes de éstas como sus rafces, hojas y semillas (van Aken et
al., 2004).

De acuerdo con Madhaiyan ef al. (2009) las bacterias oxidadoras de metano! se
dividen en dos grandes grupos considerando los tipos de compuestos organicos que
pueden utilizar: 1) los metilétrofos facultativos restringidos, pertenecientes a las a-
Proteobacteria como Hyphomicrobium que utiliza la via serina para asimilar el
formaldehido; de las B-Proteobacteria los géneros Methylophilus, Methylobacillus y
dentro de las y-Proteobacteria esta el género Methylophaga, que utilizan la via de la
RuMP. Colby y Zatman (1975) mencionan que este grupo de bacterias no usan el
metano, pero sl crecen sobre un rango restringido de compuestos de varios

carbonos.

El grupo 2 lo conforman los metilétrofos facultativos tipicos © menos restringidos que
cuentan con representantes dentro del grupo de las a-Proteobacteria e incluye a los
géneros  Methylobacterium,  Aminobacter, = Methylorhabdus, Methylopila,
Methylosuffonomonas y Marinosulfonomonas que utilizan la via de la serina para la

asimilacién del metanol. En tanto, los géneros Paracoccus, Xanthobacter,



Ancylobacter, Thiobacillus, Rhodopseudomonas y Rhodobacter utilizan el ciclo
Calvin-Benson-Bassham (CBB) para fijar al CO,. Finalmente, dentro de este grupo
existen miembros de las y-Proteobacteria como son los representantes de los
géneros Pseudomonas y Acetobacter que utilizan la RuMP para fijar el CO,; ademés
de los Firmicutes como los del género Bacillus (Ej. Bacillus subtilis) y Actinobacterias
(Ej. Arthrobacler); todos estos utilizan la via de la RuMP (Lidstrom, 2006).

Jenkins et al. (1987) mencionan que las bacterias metilotrofas facultativas menos
restringidas o tipicas crecen sobre un rango amplio de compuestos que utilizan
como Unica fuente de carbono y energla, ejemplos de ellos son el tetrametilamonio,
trimetilamina, dimetilamina, glucosa, glutamato, citrato, alanina y betaina (Colby y
Zatman, 1975).

Otros grupos de bacterias metilétrofas facultativas aln no clasificadas pertenecen a
las y-Proteobacteria como Klebsiella pneumoniae (Goodwin y Anthony, 1995), E. coli
(Doronina et al., 2003), Pantoea citrea (Kalyuzhnaya et al., 2008) ademas del género
Acinetobacter, algunas Firmicutes como Bacillus stearothermophilus (Arfman et al.,
1997) y Bacillus methanolicus (Bystrykh et al., 1993). Las bacterias metilétrofas
facultativas aportan beneficios importantes a las plantas tales como inducir la
nodulacién en las raices; dominan en sus rizésferas y tejidos (Madhaiyan et al.,
2007) debido a que requieren compuestos que contengan nitr6geno para su
crecimiento. Algunas de estas bacterias son miembros de los géneros Xanthobacter,
Ancylobacter,  Methylosinus,  Methylocystis,  Melhylococcus,  Methylocella,
Methylocapsa (Kolb, 2009), Methylobacterium que son capaces de fijar nitrogeno
(van Aken et al, 2004). Otras bacterias metilétrofas pertenecientes al género
Methylobacterium producen fitohormonas gue estimulan la germinacién de semillas,
producen vitamina B, y el &cido indo! acético (IAA) que favorecen el desarrollo de
plantas acuéticas y terrestres (Madhaiyan et al., 2006; Madhaiyan e! al., 2007).

De acuerdo con Mikesell et al. (1993) y Kolb (2009) los nitratos podrian ser clave
para el desarollo de las baclerias oxidadoras de metanol, debido a que son
aceptores altemnativos de electrones que aportan oxigeno para la reaccion de
oxigenasas. Por tal razén algunos microorganismos compiten por el nitrato y el

amonio con otros microorganismos presentes en el suelo (Kolb, 2009).

Las bacterias metilbtrofas producen la metanol deshidrogenasa que ademas de

oxidar el metanol a formaldehldo, preferentemente cuando el metanol se encuentra
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como Onica fuente de carbono y energia, también es Gtil para oxidar una amplia
variedad de alcoholes primarios como el etanol y butanol (Gomez-Manzo et al.,
2005).

Especies de Gluconobacter, Acetobacter y otros géneros de bacterias Gram-
negativas como Pseudomonas, Klebsiella, Acinelobacter, Methylobacterium y
Arthrobacter, poseen un conjunto de deshidrogenasas (Flores-Encamacion et al.,
2004) como la metanol-deshidrogenasa, etanol-deshidrogenasa,i-butanol-
deshidrogenasa, propanodiol-deshidrogenasa, para oxidar una amplia variedad de
alcoholes primarios como metanol, etanol, 1-butanol e isopropanol a aldehidos y
cetonas (Hou, 1984; Gdmez-Manzo et al., 2005).

Algunas deshidrogenasas como la etanol deshidrogenasa han sido aisladas de
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, estan asociadas a la membrana
citoplasmética y poseen un sitio activo catalltico orientado hacia el lado
penplasmético (Flores-Encamacién et al., 2004), otras como la 1-butanol-
deshidrogenasa son solubles en el periplasma (Gémez-Manzo et al., 2005).

Tanto el etanol como el butanol son principalmente productos de la degradacion
anaerobia de compuestos organicos como la glucosa, galactosa, manosa, lo cual es
llevado a cabo por miembros del género Clostridium. Ademas de su produccién
natural son procesados quimicamente y se han utilizado en la industria automotriz

como aditivos en la gasolina (Rajchenberg-Cecefia et al., 2009).

El butanol, como otros alcoholes primarios, es téxico para los microorganismos al
desestabilizar la membrana celular e interrumpir funciones como el transporte de

moléculas (nufrimentos), incluyendo aziicares (Rajchenberg-Cecena ef al., 2009).

Ademas de utilizar el metanol y otros alcoholes primarios, las bacterias metilétrofas
facultativas (Ejs. Pseudomonas aminovorans, Hyphomicrobium y Methylobacterium)
son capaces de crecer en metilaminas (Colby y Zatman, 1973; van Dien y Lidstrom,
2001), incluyendo los hidrocarburos aromaticos policiclicos que son contaminantes
muy toxicos y cancerigenos (Vila et al, 2001) ademas de deprimir el sistema
nervioso central (Lovanh ef al., 2002). Dentro de ellos estan el tolueno, el xileno (y
sus isdmeros) (van Aken el al., 2004; Chongcharoen et al, 2005) y el elileno 6
etilbenceno el cual puede inhibir el crecimiento de las plantas y la prolongacién de

sus raices {(Madhaiyan et al., 2006).
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Los BTEX {benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), son comunes en sitios
contaminados por depésitos subterraneos, lugares en donde se dan derrames
accidentales de petréleo; también estan presentes en la gasolina y el diesel. A todos
estos se les ha considerado como fuentes importantes de contaminacién de suelos y
aguas subterraneas, sedimentos y suelos sumergidos (Littlejohns y Daugulis, 2008;
Acuiia et al., 2008). Los BTEX son degradados a catecol {alcohol) mediante enzimas
dioxigenasas, y por las catecol dioxigenasas a acidos cis-cis mucénicos (Lovanh et
al., 2002; Carmona et al., 2009).

Yeon y Yoo (2002) y Torres (2003) mencionan que para la degradaciéon de los
BTEX, las enzimas son inducidas mediante la exposicién bacteriana a éstos, y la
capacidad de las baclerias para degradarlos depende del tiempo de exposicién asi
como de las condiciones ambientales en las que se desarrollan. Esto se debe a que
las bacterias en su ambiente natural se encuentran expuestas a varios compuestos
aromaticos y cationes de metales pesados a los cuales responden mediante
mecanismos diferentes estableciendo barreras de permeabilidad. Uno de los
principales mecanismos son las bombas de eflujo activo (Putman et al., 2001; Tian
et al., 2010) que estan presentes en algunas especies del género Pseudomonas
(Duque et al., 2004).

Asimismo, el catabolismo del tolueno y el xileno por las bacterias incrementa su
solubilidad en el agua y de esta forma se reduce el riesgo de contaminacion al ser
utilizados como fuentes alternativas de carbono (Da Siiva y Alvarez, 2004; Mukerjee-
Dhar et al., 2005).

La amplia distribucion de las bacterias metilotrofas facultativas y de otras bacterias
como los miembros del género Pseudomonas en ambientes naturales contaminados
por compuestos aromdticos téxicos, podria ser el centro de atencién para
biorremediacién (van Aken et al., 2004; Gébmez-Manzo el al., 2005; Leedjarv et al.,
2008).

Dentro de las caracteristicas de las bacterias oxidadoras de metanol estian su
resistencia a la deshidratacién, a la luz ultravioleta, a la radiacién ionizante y a
temperaturas altas (Lidstrom y Chistoserdova, 2002; van Aken ef al., 2004). Algunas
especies de bacterias metilétrofas tipicas como las pertenecientes al género
Methylobacterium han sido aisladas de algunas fuentes clinicas y consideradas

como patégenos oportunistas en los seres humanos (van Aken el al., 2004).
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Ademas, han mostrado resistencia a antibidticos como nitrofurantolna vy
trimetoprim/suifametoxazol; presentan susceptibilidad a los aminoglucésidos (Chen-
Hsiang et al., 2004).

MATERIALES Y METODOS
a) Descripcién del area de estudio

El humedal de La Mixtequilla se encuentra en el Estado de Veracruz (Fig. 1), entre
las coordenadas 18°32'084" Norte y 95° 57°538" Oeste, a una altitud de 25 msnm;
colinda con los Municipios de Alvarado al Norte; al Sur con Tierra Blanca e
Ixmatlahuacan; al Este con Alvarado y Acula; al Oeste con Tierra Blanca y
Tlalixcoyan (Signoret et al., 2005; Rivera-Becerril ef al., 2008). Su clima es de tipo
Aw2(i"W" (calido), con temperatura media anual de 26.1°C; la mas baja se presenta
en enero (22.3°C) y la mas alta en junio (28.6°C). La zona presenta poca oscilacion
térmica con lluvias en verano, su precipitacién anual es de 1828 mm; hay presencia
de canicula en agosto. Ei mes mas lluvioso es septiembre (322.9 mm) y el mas seco
es marzo (20.7 mm); en la mayor parte del afo los vientos sobre la zona vienen del
Norte (Rivera-Becerril ef al., 2008).

El 61.8% de la superficie de La Mixtequilla son llanuras de inundacion que se ubican
en los bordes de rios o arroyos; estas llanuras se alimentan de agua pluvial, agua
subterranea o por el retroceso del agua de los rios por influencia marina. Este
sistema se encuentra entre el curso de los rios Blanco (conocido localmente como

rio Camarén) y Papaloapan (Signoret et al., 2005; Rivera-Becerril et al., 2008).

En los margenes del rio Camardn se encuentran potreros que se inundan de junio a
noviembre (promoviendo el desarrollo de comunidades de plantas y animales
adaptados a estas condiciones); se secan de diciembre a mayo por la evaporacién y
la transpiracién de plantas emergentes, asli como por la pemmeabilidad dsl suelo
(Rivera-Becerril et al., 2008).

Los habitantes de La Mixtequilla se dedican a la agricultura, ganaderia, pescay a la
captura de reculillas (Procambarus acanthophorus). En este lugar, PEMEX ha
construido pozos para la extraccion de gas en donde algunos de sus pobladores

emplean su fuerza de trabajo (Rivera-Becermil et al., 2008).
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b) Ubicacién de los puntos de muestreo

Para colectar las muestras de agua se seleccionaron dos puntos, uno ubicado en el
potrero El Llanete (PLL) y el ofro en el potrero Don Rufino (PDR); ambos estan
separados longitudinalmente por el rio Camarén (Figura 1). El muestreo se realizd a
finales de la época de lluvias (noviembre de 2008).

Rufino) (Rivera-Beceril et al., 2008).
c) Registro de las variables ambientales

Los puntos de muestreo se ubicaron geograficamente mediante un geoposicionador;
con un termoémetro convencional se hicieron registros de la temperatura ambiental y
del agua. Con un YSI se registro la salinidad y el pH del agua; para la turbidez y
profundidad se utiliz6 un disco de secchi y para la coberfura de la nubosidad se
hicieron observaciones directas.

d) Colecta de Jas muestras

En el potrero El Lianete se colectaron dos muestras, una de agua del nivel
subsuperficial (PLLS) y ofra del fondo (PLLF). En el poifrero Don Rufino se colectd
una muestra de agua (PDRA) y una de suelo himedo (PDRS) a un metro de
distancia de donde se colect6 la muestra de agua.

Para colectar las muestras de agua se utilizaron frascos de vidrio estériles de 250
mL de capacidad y para la de suelo himedo una jeringa estéril sin punta de 10 cm®,
Todas las muestras se conservaron a 5°C y se procesaron en un laboratorio
provisional instalado en la casa de la familia Yépez (NuAez-Cardona et al., 2009).
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e) Procesamiento de las muestras

Con las muestras de agua y en condiciones estériles, se hicieron diluciones seriadas
de 107" a 10™ en tubos de ensaye que contenian 9.0 mL de solucién salina (0.8 g de
NaCl por litro de agua destilada).

En un frasco de vidrio conteniendo 25.0 mL de soluci6bn salina estéril se
suspendieron 5.0 cm® de la muestra de suelo humedo y se hicieron diluciones
seriadas (10™ a 10™) con pipetas serolégicas graduadas estériles de 5.0 mL. A partir
de las diluciones de agua y suelo se tomaron 0.1 mL y se estriaron con un asa de
Digraldsky, en cajas Petri conteniendo medio base con metanol (Tabla 1). Los

cullivos se incubaron durante 24-48 horas a 28°C.

Tabla 1. Medio de cuitivo utilizado para el aislamiento de bacterias oxidadoras
de metanol (Nunez-Cardona et al., 2009)

Compuestos Cantidad
NaCl 1.00g
KNO, 1.00g
MgS0.,7H;0 0209
CaCl,-2H;,0 0.02g
KHPO, 0.23 g
Agar bacteriolégico 15.00 g
Metanol 5.0mL
*Solucién de cloruro férrico 1.0mL
"*Solucién de elementos traza 1.0mL
Agua destilada 1000.0 mL
pH 6.8

*Solucion de cloruro férrico. Para la preparacion de esta solucién se agregan 1.2 g de FeCly8H,0 en
1000 mL de agua destilada. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos y se conserva a
5°C (Carballo-Cruz, 1985).

“*Solucidn de elementos traza (Van-Niel, 1971), modificado por Nuhez-Cardona et al. (2009). Cada
1000 mL de agua destilada contienen: 10.0 mg de ZnSO,7H,0; 3.0 mg de MnCl;'4H,0; 3.0 mg de
H3BO3; 2.0 mg de CoCl;6H,0; 1.0 mg de CuCl,2H;0; 2.0 mg de NiCL-6H,0; 3.0 mg de
Na,Mo0,-2H,0, esterilizar en autoclave a 121°C, durante 20 minulos y conservar a 5°C.

f) Aislamiento y obtencion de cultivos bacterianos puros

Las colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo base con metanol se
seleccionaron al azar y se hicieron registros del color y se resembraron en viales
conteniendo agar nutritivo; se les aplicé la técnica de siembra y resiembra para
obtener cultivos puros, su uniespecificidad se comprobd mediante observaciones al
microscopio 6ptico, previa tincion de Gram. Una vez ratificada la pureza de los
cultivos baclerianos, eslos fueron conservados en viales conteniendo agar nutritivo

inclinadoy a 5 °C.
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g) Caracterizacion morfolégica celular de los aislados bacterianos

Para la caracterizacion morfoldgica celular de los aislados bacterianos, se aplicé la
tincibn Gram, se registré6 su forma celular y su respuesta a dicha tincién. La

descripcion de la técnica se presenta en el Anexo | A.
h) Caracterizacion fisiologica y catabélica de los cultivos bacterianos puros

Los cultivos bactenanos puros fueron caracterizados mediante pruebas fisiolégicas,
la produccién de enzimas extracelulares, asi como por su capacidad de reducir

nitratos, nitritos y producir H,S e indol.
Caracterizacion fisiologica

Se evalué la capacidad de los cultivos bacterianos de crecer o tolerar
concentraciones diferentes de NaCl; se utiliz6 un medio compuesto por 1000 mL de
agua destilada, 1.0 g de extracto de levadura, 1.0 g de peptona bacterioldgica, 1.0
mL de cloruro férrico y 15.0 g de agar bacteriolégico. A este medio de cultivo se le
adicionaron por separado diferentes concentraciones de NaCl (5.0, 10.0 y 15.0 g/L);
como blanco se preparé un medio de cultivo sin NaCl. En todos los casos se ajust6
el pH a 7.5; se esteriliz6 por autoclave a 15 libras de presién (121°C) durante 20
minutos (Anexo | B) y se distribuy6 el medio de cultivo en cajas Petri. Antes de
inocular estos medios, los cultivos bacterianos fueron suspendidos en 2.0 mL de
caldo nutritivo contenido en tubos de ensaye, se incubaron durante 30 minutos a
28°C y con la ayuda de una asa de siembra de punta plana se hicieron los inoculos y
posteriormente fueron incubados a 28°C durante 24-48 horas. La prueba fue positiva
cuando el crecimiento en los medios de cultivo, con salinidades diferentes, fue

mayor que el crecimiento observado en el medio de cultivo testigo (sin NaCl).
Caracterizacién catabdlica de los cultivos bacterianos puros

Se examind la capacidad catabdlica de los cuitivos bacterianos puros en base rojo
de fenol (BIOXON) al que se le adiciond, por separado, diferentes substratos que
incluyeron glucosa, lactosa, manitol, manosa, sacarosa, maltosa y fructosa (5.0 g/L
de cada uno). En el medio citrato de Simmons se observod su capacidad para utilizar
citrato como Unica fuente de carbono y energia; en medio lisina descarboxilasa se
verificd su capacidad para degradar el aminoacido lisina. Todos los cultivos fueron
incubados durante 24-48 horas a 28°C (Anexo IC).
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Metabolismo respiratorio

Se determind el metabolismo respiratorio de los cultivos bacterianos mediante éxido-
fermentacion de glucosa, fructosa y sacarosa. Se utilizé medio base rojo de fenol
(16.0 g/L) al que se adiciond, separadamente, sacarosa, fructosa y glucosa (5.0 g/L).

ademas de 3.0 g/L de agar bacteriolégico (Anexo | C).

La capacidad de los aislados bacterianos para reducir los nitratos y nitritos se
examiné en un medio de cultivo con nitrato de potasio contenido en tubos de
ensaye, a los que se les colocé una campana de Durham para observar la
produccion de N». Los cultivos fueron incubados durante 24-48 horas a 28°C. La
composicion del medio de cultivo y la forma de cémo se hicieron las lecturas, se

describen en el Anexo | C.
Produccién de H,S e indol por los cultivos bacterianos

Se observé la capacidad de los cultivos bacterianos de producir H,S e indol y la
movilidad al ser inoculados en medio SIM (BIOXON). Los cultivos fueron incubados
durante 24-48 horas a 28°C. La respuesta positiva a la producciéon de H,S se
observé por la presencia de color negro en el cultivo; la de indol, por la presencia de
un anillo de color rojo en la superficie del cuitivo tras adicionar tres gotas de reactivo
Kovacs (la composicion de este reactivo se detalla en el anexo | C); finalmente, la
movilidad fue positiva cuando el cultivo bacteriano crecié alrededor del inéculo
(Anexo | C).

Produccién de enzimas extracelulares y el polisacérido de Levana

Para observar la capacidad de producir enzimas extracelulares, los cultivos
bacterianos se inocularon en caldo nutritivo e incubaron durante 30 minutos a 28°C;
pasado este tiempo y con un asa de vidrio de punta plana, se inocularon los medios
de cultivo conteniendo substratos especificos para la produccion de ADNasa,
gelatinasa, esculinasa, ureasa, lipasa y amilasa. Estos fueron incubados durante 24-
48 horas a 28°C. La composicién de los medios de cultivo para la produccion de

enzimas extracelulares y el registro de los resultados se describen en el Anexo | D.
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i) Exposicidn de los aislados a alcoholes y compuestos aromaticos

Se analizd la capacidad de los aislados de tolerar o utilizar diferentes alcoholes y
compuestos aromaticos como fuentes de carbono; se consideraron las
recomendaciones de Marco et al. (2004). Para ello, se utiliz6 el medio base descrito
en la tabla 1, después de ser esterilizado por autoclave (121°C durante 20 minutos),
se le adicion6é por separado diferentes concentraciones de etanol, 1-butanol 2-
propanol, metanol, tolueno y xileno (Tabla 2). Los aislados bacterianos se hicieron
crecer en 2.0 mL de caldo nutritivo contenido en tubos de ensaye, se incubaron
durante 30 minutos a 28°C; posteriormente, con un asa de vidrio de punta plana se
depositaron los in6culos en la superficie de cada uno de los medios de cultivo y se
incubaron durante 72 horas a 28°C. Se consideré la capacidad de los cultivos
bacterianos para utilizar como fuente de carbono o tolerar los compuestos probados,
al observar mayor biomasa en éstos que en el blanco, al que no se adicioné algun
compuesto (Nunez-Cardona el al., 2009).

Tabla 2. Alcoholes y compuestos aromaticos ensayados

Compuestos Férmula miJ/L
Etanol C,HsO s|10[15[20] 30| 40
Melanol CH,0H 5(10 | 15| 20 | 30 | 40
Tolueno CsHsCHa 5| 10|15 | 20 | 30 | 40
Xileno Can(CHS)Z 510 [ 15| 20 | 30 40
2-propanol CH;CHOHCH; 510 | 15| 20 | 30 | 40
1-butanal CH,(CH,).CH,0H | 5] 10| 15| 20 | 30 | 40

]) Respuesta de los cultivos bacterianos a los antibiéticos ensayados

Para conocer la respuesta de los cultivos bacterianos a {a exposicion a los diferentes
antibiéticos, se tomé como base el procedimiento descrito por Correa-Basurto ef al.

(2007). Los antibi6ticos ensayados se presentan en la tabla 3.
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Tabla 3. Antibioticos ensayados, grupo al que pertenecen, concentracibn en microgramos
(ug) y tamano del halo de inhibicién en milimetros (mm) considerado para
determinar la respuesta de las bacterias a los antibidticos ensayados.

Antibiético Grupo “C(pg) R{mm} I(mm) S(mm)
Carbenicfiina [CB) Carboxipenicllinag 100 0-12 20-22 223
Amikacina (AK) Aminoglucdsido 30 0-14 15-16 217
Gentamicina (GE) Aminoglucdsido 10 0-12 13-14 215
Netilmicina  (NET) | Aminoglucésido 30 0-12 13-14 215
Cefotaxima  [CTX) | Cefalosporina 3° generacién 30 0-14 15-22 223
Cefalotina (CF} Cefalosporina 1* generacién 30 0-14 15-17 218
Ceftriaxona [CRO) | Cefalosporina 3" genracion 30 0-13 14-20 221
Ampicilina (AM) Penicltinas 10 0-13 14-16 217
Nitrofurantolna (NF) Nitrofuranos 303 0-14 15-16 217
Trimetoprim- Trimelroprima-Suifanamidas 25 0-10 11-15 217
sulfameloxazol (STX)

Cloranfenicol (CL) Anfenicales 30 0-12 13-17 218
Pefloxacina (PEF) | Quinclona 2* generacidn 5 0-14 15-22 223

‘C-concentracion en microgramos (Ug), R=resistente, I=intermedio, S=sensible
Para realizar este ensayo, se hicieron suspensiones celulares en 2.0 mL de caldo
nutritivo y se incubaron durante 20 minutos a 28°C; después de ese tiempo, se
inoculé 0.1 mL de la suspensién en cajas de Petri conteniendo agar Mieler-Hinton
(Merck). Con una asa de vidrio estéril (asa de Digralsky), se esparcié el inbculo
sobre la superficie del medio sélido y con pinzas estériles se colocaron los
sensidiscos con 12 antibidticos especificos para bacterias Gram negativas (BIORAD)

y se incubaron a 28°C durante 24 horas.

La respuesta de los aislados bacterianos ante los antibiéticos se determiné al medir
el diametro de los halos de inhibicién tomando como base el manual del proveedor
(BIORAD), que clasifica a los cultivos bacterianos en resistentes, sensibles e

intermedios (Tabla 3)

k) Identificacion molecular de los cultivos aislados
Extraccién del ADN total

Los Acidos nucleicos totales fueron extraidos mediante la técnica fenol-cloroformo.
Para ello, los cultivos bacterianos fueron cultivados por esirfa en cajas Petri con
medio LB (compuesto por 1.0 g extracto de levadura, agar-bactotriptona y NaCl) y se
incubaron durante 16 horas a 37°C. Una vez disponibles los cultivos masivos, se
adicionaron 1000 pL de agua estéril, se concentré la biomasa con una varilla de
vidrio estéril; se recolectaron 500 pL de células y se colocaron en un tubo eppendorf
estéril, al cual se le adicionaron 500 yL de fenol (gue tiene como funcién romper las
paredes celulares y separar las enzimas de los acidos nucleicos), se agitd con un

vortex {Shelton cientific VSM-3) durante tres minulos y se centrifugé (centrifuga 5804
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R) a 13,000 rpm durante tres minutos. Una vez separadas las fases, con una
micropipeta se tomo6 la fase transparente (superficial) tratando de no tomar la fase
intermedia {(capa blanca) ni la fase amarilla del fondo del tubo. La fase transparente
se coloco en un tubo eppendorf nuevo al cual se adicionaron 500 uL de cloroformo
{que tiene como funcién conservar los acidos nucleicos), se agit6 en un vortex
durante tres minutos y se centrifugé nuevamente durante tres minutos a 13,000 rpm.
Posteriormente, de ese mismo tubo se tomo la fase superficial, se colocd en otro
tubo eppendorf al que se adicionaron 50.0 uL de acetato de sodio (CH; COONa 3M
pH 5.3) que tiene como funcién precipitar los acidos nucleicos y se agité durante dos
a tres segundos con vortex. Se adicionaron 1000 pL de etanol absoluto frio y puro
{CH;-CH2-OH), se agitdé durante dos a tres segundos con vortex, después se
centrifugd durante 30 minutos a 14,000 rpm y se decanté €l etanol dejando la pastilla
en el fondo del tubo la cual se lavé nuevamente con etanol al 70% con el fin de
eliminar residuos de fenol y cloroformo; posteriormente se agité con un vortex de dos
a tres segundos y se centrifugé durante 10 minutos a 14,000 rpm. Se retird el etanol
al 70% dejando unicamente la pastilla de ADN total misma que se dejé secar (se
evaporaron los alcoholes) durante 30-60 minutos; después de ese tiempo se

suspendio en 50.0 pL de agua estéril.

Para observar el ADN, se prepar6 un ge!l de agarosa al 1.0% {20.0 mL TBE 0.5x; 2.0
g de agarosa). Para ello, se calentdé en un microondas durante cuaftro segundos y se
agregaron 0.5 pL de bromuro de etidio (CpiHzp BriNi) (250 ng/mL); éste es un
marcador para acidos nucleicos que se intercala dentro de la molécula del ADN vy
hace que fluorezca con luz ultravioleta. El gel se vacié en una canastilla a 1a que se
ie colocd un peine con diez dientes para hacer los pozos; una vez s6lido e! gel se
colocd en una camara de electroforesis que contenia como tampon TBE 0.5x (0.5x
es decir, cinco veces su concentracién) con bromuro de etidio. El tampén hizo
conexion con la energia eléctrica proveniente de la fuente de poder en la que esta
conectada la camara de electroforesis; finalmente, cada uno de los pozos de! gel se
cargaron con una mezcla de 6.0 pL de agua estéril, 2.0 pL de buffer de carga con
glicerol, 2.0 pL de muestra de ADN. Se aplicé la electroforesis a 120 V y con un

transiluminador con luz UV, se observé el ADN.
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Cuantificacién delf ADN total

El ADN de todas las muestras fue cuantificado siguiendo el procedimiento
previamente ensayado con E. coli, mismo que se utilizd para estandarizar la técnica
que se describe en los parrafos siguientes:

Con cada muestra de ADN de cada uno de los cuitivos bacterianos se hicieron
diluciones 1:100 (1.0 pyL de ADN en 99.0 pL de agua) 6 1:50 (1.0 L de ADN en 48.0
HL de agua), esto dependi6 de la cantidad del ADN que pudiera detectar el
espectrofotémetro. Se hicieron las lecturas de absorbancia del ADN de doble cadena
en un espectrofotometro (eppendorf Biophotometer) a 260 nm.

El ADN se cuantificé considerando la siguiente férmula (Manual Biolabs New
England 2007.08 Technical Catalog, pagina 362):

1.0 Azs0 = unidad de ADN de doble cadena = 50.0 pg/mL = 0.15 mM (en nucleétidos)
Se tomo la lectura de absorbancia de una dilucion de ADN total de E. cofi de 1:250
pL, dando como resultado 0.548 mg/mL del ADN, multiplicado por la densidad o6ptica
de ADN de doble cadena de 50.0 pg/mL (0.548 mg/mL x 50.0 pg/mL) gue es igual a
27.4 mg/mL; este es multiplicado por la diluciéon de ADN de1:250 pL (27.4 mg/mL x
250 pL) igual a 6.850 mg/mL.

Para transformar pg/uL, se dividié entre 1000 pg/pl, se obtuvo como resultado 6.85
pa/uL y para transformar a nanogramos, 6.85 ug/pL se muitiplicé por 1000 ng/pL =
6.850 ng/uL de ADN total.

La reaccion de la PCR requiri6 de 100 ng/uL de ADN para lo cual se calculé un
volumen necesario de la siguiente forma:

CiV1=CzV,

C1=6.850 ng/pL

V= X (desconocido)

C>=100 ng/pL

V,=100 pL

C1 = concentracién 1 que es de 6.850 ng/pL

V, =Volumen 1 (fue caiculado)

C2 = concentracién necesaria en ng/pL (100 ng/pL)

V; = volumen necesario en pL (100 plL)
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V= [100 ng/uL (100 pL)] /6.850 ng/uL =1.45 pL, el cual se diluy6 en 100 pL de agua
inyectable, de la siguiente forma: V; = 1.45 pL de ADN se adicionaron en 98.55 L
de agua inyectable con lo que se obtuvo un total de 100 pL. Se tomé 1.0 pL de la

dilucién, equivalente a 100 ng/uL de ADN, a utilizar en la reaccién de PCR.

Amplificacién (multiples coplas del fragmento) de la parte interna del gen 16S

ADNr por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)

Después de cuantificado el ADN, se amplificé un fragmento intemo del gen 16S
ADNr de 1371 pb por PCR con ia que se obtienen multiples copias. Para ello, en una
campana de fiujo laminar (Class Il, type A2 Biological Safety Cabinet) se prepararon
las mezclas de reaccién de la forma siguiente: en un tubo eppendorf de 20.0 pL se
colocé agua inyectable, buffer Tag polimerasa, MgCl,, dNTPs; iniciadores
universales para bacterias: forward FBac 5'ATCATGGCTCAGATTGAACGC?Y vy
reverse CGOB05R 3I'CGGTGAATACGTTCCCGGGS' (invitrogen), Tag polimerasa y
1.0 pL de la suspensién de ADN como molde (100 ng/uL de ADN) (Tabla 4). Se
prepard un control negativo sin ADN. Las mezclas de reaccién fueron agitadas
durante 2 segundos en un minivértex, se colocaron en un termociclador (AB Applied
Biosyst 2720 thermal cycler) y se sometieron a un programa de 25 ciclos a

temperaturas y tiempos diferentes (Tabla 5).

Para observar las bandas de 1371 pb, las muestras fueron depositadas en pozos del
gel de agarosa al 1% (6.0 pL de agua, 2.0 pL de buffer de carga y 2.0 L de ADN
producto de PCR) y 1.0 pL de marcador Lambda (A BstE ) que sirvié como regla

molecular. Las muestras se sometieron a electroforesis a 100 V.

Tabla 4. Reactivos utilizados para la reaccién de la PCR

Reactivos Concentracién | Concentracion Volumen
del stock de la reaccién (uL)
Agua 1.0X 50.0 pL 32.75
Buffer 10.0 X 1.0X 5.0
MgCl, 14.0 mM 4.0 mM 8.0
dNTPs 10.0 mM 0.2mM 1.0
FBac (iniciador) 10.0 mM 0.2 mM 1.0
CGO605R 10.0 mM 0.2 mM 1.0
{(iniciador)
Tag polimerasa 50.0 U/uL 0.025 U/uL 0.25
ADN molde 1.0ng 100.0 ng/uL 1.0

mM=milimolar, 1.0X y 10.0X=1.0 y 10.0 veces su concentracidn, respectivamente,
U/pL=unidades por microlitro.
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Tabla 5. Programa del termociclador para la amplificacion del ADN

Programa Temperatura | Tiempo
(°C)
Desnaturalizacion inicial 95.0 5
Desnaturalizacién etapa final 95.0 30"
Temperatura media de 57.7 30
hibridacién
Alargamiento inicial 72.0 30"
Alargamiento etapa final 72.0 5
Enfriamiento 4.0 X

X=tiempo no determinado
Una vez corroborada la amplificacién del fragmento esperado de 1371 pb en las
muestras de ADN, de cada cultivo bacteriano, los productos de la PCR fueron

purificados; para ello se sigui6 el procedimiento que se describe a continuacion:
Purificacion de los productos de las reacciones de PCR

Los productos de la PCR fueron purificados con el fin de eliminar los residuos de
fenol y cloroformo que podrian interferir en la secuenciacion del ADN. Con este fin |
los productos de la PCR se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se
adicionaron 10.0 pyL de acetato de sodio 3M, pH 5.3 (precipita o sedimenta el ADN) y
200 pl de etanol absoluto (elimina residuos de fenol y cloroformo). Se agit6
suavemente se centrifugd durante 30 minutos a 14,000 rpm a 4°C; para sedimentar
al ADN; se retird el etanol absoluto cuidadosamente con una micropipeta sin tocar la
pastilla, la cual se lav6 con 300 pL de etanol al 70%. Nuevamente se centrifugé a
14,000 mm durante 15 minutos a 4 °C; con una micropipeta se retir6 el etanol y se
dej6 secar la pastilla. Posteriormente, el ADN se suspendié en 50 pL de agua
inyectable y se verifico en un gel de agarosa al 1% donde se observé la banda de
1371 pb, se hizo la cuantificacién del ADN producto de la purificacién de la PCR
para una Ultima reaccion (Tabla 6) con los iniciadores universales para bacterias
CGO forward 465 (5'CTCCTACGGGAGGCAGCAG3) y CGO reverse 465
(3'CAGGATTAGATACCCTGGTAGS').

Reaccion para secuenciar la parte interna del gen 16S ADNr producto de la
PCR

Posteriormente, los productos de la PCR (fragmento del gen 16S ADNr de 1371 pb)
fueron amplificados en su parte intema (para evitar errores de apareamiento de
bases), esperando un producto de 465 pb. Para ello, teniendo la concentracion de
ADN ampiificado y purificado, se realiz6 una reaccion para la secuencia forward
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(direccién 5’ a 3') y una segunda reaccién para la secuencia reverse (direccion 3’ a
5') (Tabla 6). En cada reaccién se adicioné 1.0 pyL de mix compuesto por MgCl,,
dNTP y buffer Taq polimerasa, 150 ng/uL de ADN producto de la PCR purificada. Ej

programa en el termociclador se presenta en la {abla 7.

Tabla 8. Reaclivos utilizados para las reacciones de las secuencias forward
(5 a3} yreverse (3' a5’).

Reactivos Concentracion Volumen (pL)
Mezcia X 1.0

Buffer de secuencia 5X 2.0
Iniciador CGO forward 465 9.9 pmol 1.0
Iniciador CGO reverse 465 9.9 pmol 1.0

ADN (doble cadena) 150.0 ng/pL Variable
Agua X Variable
Total X 20.0

pmol=partes por mol, 5X=cinco veces su concentracién (no conocida), X=concentracién no
conocida

Tabla 7. Programa del termociclador para las reacciones de secuencias.

Pograma Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacién inicial 96 1
Desnaturalizaclén étapa final 96 10"
Temperatura media de hibridacion 50 5
Alargamiento 60 4'
Enfriamiento 4 X

X=indeterminado
Los productos de las secuencias forward y reverse ya amplificados se limpiaron y

precipitaron por separado de la siguiente forma: se centrifugaron (durante 5
segundos), posteriormente, cada uno de ellos se transfirié a tubos eppendorf de 1.0
mL a los que se adicioné 5.0 uL de EDTA (125 mM, pH 8) y 60.0 puL de etanol
absoluto (CH3-CH>-OH). Se agité en vortex brevemente y se incub6 a temperatura
ambiente durante 30 minutos; posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm y con una
micropipeta se removié el sobrenadante de cada reaccién inmediatamente después
de centrifugar. Finalmente, las pastillas se lavaron con 250 pL de etanol al 70% y se
centrifugaron a 14,000 rpm siguiendo la misma orientacién de los tubos; los
sobrenadantes se removieron cuidadosamente, nuevamente se adicionaron 250 pL
de etanol al 70% y se centrifugaron a una velocidad de 14,000 rpm, durante 5

minutos, se removieron los sobrenadantes y se dejaron secar las pastillas durante 5
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minutos. Por ultimo, se secuenciaron en la Unidad de Acidos Nucleicos del
CINVESTAV-Zacatenco. Los electroferogramas de las secuencias forward y reverse
de cada muestra de ADN (de cada cultivo bacteriano) se grabaron en un CD; se
accedio a los archivos, con ayuda del programa BioEdit Sequence Alignment Editor

y las secuencias reverse se invirtieron para alinearlas con las forward.

Las secuencias, en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor, se
seleccionaron y copiaron para abrirlas con el programa Vector NTI versién 6.0 en el
cual se transformaron en una molécula nueva y se alinearon. Una vez alineadas se
copiaron, se enviaron a un documento en Word en el cual se depuraron con el apoyo

del electroferograma de la secuencia correspondiente (forward o reverse).

Las secuencias nucleotidicas depuradas de cada uno de los cultivos se registraron y
sometieron a la aplicacién BLAST, en la base de datos del Genbank en el NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast cq) en este se localizaron secuencias parciales del

gen 16S ARNr de especies y géneros bacterianos relacionados. Las secuencias, de
los cultivos bacterianos (especies y géneros localizados en el BLAST), se alinearon

y se verifico la presencia del mismo nimero de pares de bases.

El archivo de las secuencias con el mismo niimero de pares de bases se abrid con el
programa MEGA 4 para la elaboracién de un arbol filogenético eligiendo la accion
Bootstrap para encontrar el abol con mayor parsimonia, utilizando el método
Neighbor-Joining, UPGMA, seleccionando la opcién de 500 réplicas para encontrar
el arbol con mayor parsimonia (el mejor arbol de un promedio de 500 réplicas).
RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 8 se presentan los registros de las variables ambientales de la zona de
estudio, que fueron realizados el 18 de noviembre de 2008 (finales de la época de

lluvias).

Tabla 8. Variables ambientales registradas en los Potreros El Llanete (PLL) y Don Rufino

(PDRY).
Muestras | Localizacién T°C T.°C | Transp | Z(cm) pH | Salinidad | Nubosidad
Amb. agua | Agua del agua del agua (%)
PDR 18°32° 507" N 25 24 12cm 12 7 0.7 100
95°57' 200° O
PLL 18°32" 623" N 24 21.4 25¢cm 40 7 0.2 99
°56' 545° O

T°C Amb=temperatura del ambiente, T°C agua=temperatura del agua, Transp. Agua=transparencia del agua,
Z=profundidad del agua en centimetros.

La temperatura y la profundidad de la columna del agua en los dos puntos de

muestreo fueron diferentes. Estas variaciones en la profundidad también fueron
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registradas por Rivera-Becerril et al. (2008) quienes mencionan que durante el
periodo comprendido del 2002-2004, en El Llanete fue mayor que la de Don Rufino.
El pH registrado en los dos Potreros (PDR y PLL) concuerda con Signoret et al.
(2005) y Rivera-Becerril et al. (2008).

Torres-Alvarado ef al. (2005) argumentan que en la mayoria de los humedales
naturales el pH es neutro; otros autores como Wright y Reddy (2001) mencionan que
el pH en los suelos de los humedales varia entre 7 y 8, mientras que en un estudio
realizado por Vorob’ev ef al. (2009), en humedales de zonas boreales del hemisferio
Norte observaron pH acidos (3-5); este contraste se debe a que en el presente

estudio se trata de una zona templada con abundante materia organica.

Por otro lado, la salinidad en el Potrero El Llanete, tanto en la superficie como en el
fondo del agua, fue de 0.2 y en el Potrero Don Rufino de 0.7; el aumento de la
salinidad en este Uitimo posiblemente se debe a la evaporacién, ambos potreros son
regados con aguas provenientes del Rio Camarén, el cual lleva desechos
municipales e industriales de diversos poblados, junto con agua marina (Rivera-
Becerril ef al., 2008).

A partir del medio base con metanol se aislaron colonias bacterianas; tras aplicar la
técnica de siembra y resiembra, se obtuvieron 81 cultivos puros que fueron
caracterizados morfolégicamente considerando el color, asl como su forma celular
(Tabla 9).

Tabla 9. Morfologla celular y colonial de los cultivos puros obtenidos en las muestras
de agua y suelo del humedal de La Mixtequilla.

Morfologia/cultivos | PLLF | PLLS | PDRA | PDRS | Total | % de cultivos
24 21 23 13 81

Color de colonias

Crema 22 15 16 12 65 80

Amarillo 2 6 3 1 12 15

Blanco 0 0 1 0 1

Naranja 0 0 1 0 1

Resa 0 0 2 0 2 2

Morfologia celular

Bacilos 15 16 12 10 53 65.4

Cocos 3 4 7 0 14 17

Cocobacilos 6 1 4 3 14 17

Gram-positivo 1 2 1 0 4 5.0

Gram-negativo 23 19 22 13 77 95.0

PLLF=Potrero Ei Llanete fondo, PLLS=Potrero El Llanete superficie, PDRA=Potrero Don
Rufino agua, PDRS=Potrero Don Rufino suelo.

Los resultados generales revelaron que la mayoria de los cultivos bacterianos (80%)

presentaron colonias color crema, principalmente en las muestras provenientes de
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PLLF (22) y PDRS (12) (Tabla 9). El porcentaje de colonias bacterianas de color
crema fue mayor que en el lago de los Reyes Aztecas en donde se registrdé un poco
méas de la mitad (61%) (Correa-Basurto, 2007); éste es un humedal que también
recibe agua de origen doméstico y de las actividades agricolas que alll se

desarrollan.

El color crema es caracteristico en bacterias oxidadoras de metanol como
Arthrobacter methylotrophus (Actinobacteria), una metilétrofa tipica (Borodina et al.,
2002), y en Methylibium pelroleiphilum (8-Proteobacteria), una metilétrofa facuitativa
restringida (Song y Jang-Cheon, 2007). El color amarillo lo present6 sélo el 15% de
los cultivos bacterianos y el mayor nimero fue registrado en el PLLS (6 cultivos). La
pigmentacion rosa fue ocbservada en dos cultivos y el color naranja en un cultivo,
todos ellos aislados de la muestra del PDRA (Tabla 9). El color rosa es caracteristico
de bacterias metil6trofas facuitativas tipicas como las pertenecientes al género
Methylobacterium (a-Proteobacteria) (van Aken ef al., 2004).

Gallardo et al. (2004) mencionan que los diferentes pigmentos como el amarillo,
naranja y rojo son comunes en bacterias que se desarrollan en los ambientes
acuaticos, como estrategia de proteccion frente a la accién fotodindmica de la luz
solar a la cual suelen estar expuestas, principalmente aquellas que se encuentran en
la superficie. Dicho color estd asociado como una caracteristica distintiva entre los

diferentes grupos bacterianos.

La forma celutar predominante en los cullivos bacterianos de todas las muestras fue
bacilar (65%). Asi mismo, la mayoria de los cultivos bacterianos (95%) fueron Gram-
negativos (Tabla 9). Las bacterias con respuesta negativa a la tincion de Gram,

poseen una capa de peptidoglicano que no retiene el colorante (Osvaldo, 2007).

En las figuras 2 y 3 se observan las formas celulares de algunos cultivos bacterianos
procedentes de las muestras de agua del nivel subsuperficial y de fondo del Potrero
El Lianete. Estas imagenes fueron tomadas en el Laboratorio de Gendmica
Ambiental del Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-
Zacatenco. Los cultivos bacterianos de la muestra de agua de fondo de El Llanete
mostraron formas de bacilos cortos, como los que se presentan en la figura 2 (A-G) y
de cocos (H-N), todos con respuesta negativa a la tincidén de Gram, excepto el

aislado K. En algunos cocos se observaron agregados celulares (1, K, L y N),
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Figura 2. Morfologia celular de algunos cuttives bacterianos aislados de la muestra de agua de fondo
del Potrero El Llanete.

Los cultivos bacterianos de la muestra de agua de superficie del Potrero El Llanete
presentaron forma de bacilos con respuesta negativa a la tincion de Gram (figura 3
de la O a la T); el aislado V presenté forma de coco con respuesta positiva a la
tincién de Gram.

Cabe destacar que los aislados O, R, S y T formaron cadenas de células
bacterianas. En el aislado S las células presentaron prolongaciones que podrian
tratarse de flagelos; el aislado T present6 endoesporas (Fig. 3).
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Figura 3. Morfologia celular de algunos cultivos bacteriancs aislados de la muestra de agua superficie

del Potrero E| Llanete del humedal de La Mixtequilla.
La movilidad fue observada en nueve aislados de PDRA, ocho de PLLF, cinco de
PLLS y dos de PDRS. Esta es una caracteristica de los miembros del género
Pseudomonas, que presentan uno o mas flagelos polares (Koneman et al,, 2003),
asi como de bacterias metilétrofas facultativas tipicas pertenecientes a las a-
Proteobacteria como Methylobacterium hispanicum (Gallego et al., 2005) y de los
géneros Aminobacter, Methyfopila, Methylosulfonomonas (Miller et al., 2005) y la
especie metilotrofa facultativa restringida Methylibium petroleiphilum (Song y Jang-
Cheon, 2007).

En la tabla 10 se muestran el nimero y el porcentaje de cultivos bacterianos puros,
capaces de tolerar las tres concentraciones ensayadas de NaCl. Se observ6 que un
porcentaje alto de cultivos bacterianos fueron capaces de crecer en presencia del
0.5%, 1.5% y 1.0% de NaCl; con esto se demuestra que las bacterias del humedal

de La Mixtequilla son tolerantes a variaciones de salinidad.

Tabla 10. Numero de cultivos de cada muestra y porcentaje total de cultivos del humedal
de La Mixtequilla que toleraron concentraciones diferentes de NaCl.

NaCl(%)cultivos PLLF PLLS PDRA | PDRS | Total | Total (%)
bhacterianos 14 11 13 5 43
0.5 14 7 10 4 35 81
1.0 9 8 11 5 a3 77
1.5 13 7 9 5 34 79

PLLF= Potrero El Llanete fondo, PLLS=Potrero El Llanete superfide, PDRA=Potrero Don Rufino
agua, PDRS=Potrero Don Rufino suelo

De acuerdo con Torres et al. (2006), las bacterias tolerantes a la salinidad también

resisten {a desecacion que prevalece en la temporada de secas, en la que disminuye
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el aporte fluvial, lo que provoca el incremento de la salinidad y el contenido alto de

sulfatos.

La facultad de resistir la desecacion podria presentarse también en las bacterias
aisladas del humedal de La Mixtequilla, ya que fueron capaces de tolerar diferentes
concentraciones de NaCl. Bacterias Gram-negativas que toleran un rango de 1.0-
2.0% de NaCl pertenecen al género Melhylobacterium (Gallego et al., 2005) y a
géneros metilotrofos Gram-positivos como Arthrobacler (metilotrofos tipicos) e
Hyphomicrobium (metilétrofo facultativo) que crecen en presencia de 1.5% de NaCl
(Borodina et al., 2002), ademas de los metilétrofos facultativos (acidéfilos que crecen
en 0.5% de NaCl) de las especies Methylovirgula ligni y Beijerinckia mobilis
(Vorob'ev et al., 2009). Pero existen bacterias que toleran rangos mas altos de
salinidad; por ejemplo Bacillus subtilis se desarolla en presencia de 2.5 a 4.0% de
NaCl; este microorganismo favorece la germinacién de semillas y el crecimiento de
plantas en los humedales (Swain y Ray, 2009) e incluye a los microorganismos

metilotrofos facultativos capaces de oxidar al metanol (Bystrykh et al., 1993).

Los resultados generales sobre |la capacidad catabélica de los cultivos muestran que
presentaron mayor actividad sobre la fructosa (72%), siguiendo la glucosa y
sacarosa (63%), manosa (56%) y manitol (61%). De la misma manera, los cultivos
de las muestras de PLLS y de PDRA crecieron bien en glucosa, fruclosa, sacarosay

manosa (Tabla 11).

Los resultados expresados en la tabla 11 sobre la utilizacion de los carbohidratos
concuerdan con los reportados por Rivera-Becerril et al. (2008), quienes observaron
que bacterias aisladas de la Mixtequilla utilizaron como fuentes de carbono vy

energla, principalmente fructosa, glucosa y sacarosa.

Tabla 11.Utilizacién de carbohidratos y citrato por los cultivos bacterianos

Carbohidratos | PLLF | PLLS | PDRA | PDRS | Total | % alslados
Icultivos 14 11 13 5 43 bacterianos
bacterianos

Glucosa 6 9 11 1 27 63
Lactosa 5 5 7 2 19 44
Manitol K 6 9 2 22 51
Manosa 4 8 11 1 24 56
Sacarosa 8 ] 9 1 27 63
Maltosa 1 9 5 1 16 37
Fructosa 9 9 10 3 31 72
Citrato 10 1 2 3 16 37

PLLF=Potrero E! Llanete fondo, PLLS=Polrero E! Llanete superficie,
PDRA=Polrero Don Rufino agua, PDRS=Potrero Don Rufino suelo
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Algunos miembros de bacterias oxidadoras de metanol que se especializan en
utilizar principalmente la glucosa y fructosa son metilétrofos facultativos tipicos como
el género Methylobacterium que son aerobios estrictos (van Aken et al, 2004),
Arnthrobacter methylotrophus (actinobacteria) (Borodina et al., 2002) y el género
Methylibium (Nakatsu et al., 2006) considerado dentro de los metiidtrofos facultativos

restringidos.

£l citrato, como tnica fuente de carbono, fue utilizado por menos de la mitad (37%)
de los cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla; la mayorfa de ellos (10)
proceden de la muestra de PLLF (Tabla 11). Estos resultados son similares a los
expuestos por Rivera-Becerril et al. (2008) (4 cultivos de siete) donde tambén se
observo que el citrato fue utilizado por aislados bacterianos. van Aken et al. (2004) y
Gallego et al. (2005) indican que la utilizacién del citrato es caracteristico de algunas
bacterias metilotrofas facuitativas tipicas como las pertenecientes a los géneros
Methylobacterium  (a-Proteobacteria),  Arthrobacter  (Actinobacteria) y y-
Proteobacteria como Pseudomonas (Colby y Zatman, 1973; Borodina et al., 2002),
ademas de Klebsiella (Stock y Wiedeman, 2001).

Con base en los resultados de las capacidades catabélicas sobre los carbohidratos y
el citrato, se puede decir que las bacterias aisladas del humedal de La Mixtequilla,
cumplen un papel importante en la degradacion de la materia organica al utilizar los
carbohidratos (fructosa, glucosa y sacarosa) como unica fuente de carbono. La
glucosa, sacarosa y fructosa son comunes en las plantas (Lotz, 2006) y son
ampliamente utilizados por bacterias entéricas (Koneman et al., 2003) que habitan
en los sedimentos de humedales de agua dulce; ejemplos de estas especies son

Kiebsiella oxytoca, Pantoea ananitis y Serratia adorifera (Halda-Alija, 2004).

Carbohidratos con seis atomos de carbono como la glucosa y fructosa son
degradados inicialmente a acido pirivico-acetato-acetil-CoA, dando como producto
final acetona y alcoholes primarios como el butanol y etanol (Nielsen et al., 2009),
quedando disponibles para bacterias acuaticas como las que se encuentran en el
humedal de La Mixtequilla.

En cuanto al metabolismo respiratorio, poco mas de la mitad de los cultivos
bacterianos (63%) fueron anaerobios facultativos (en glucosa, fructosa y sacarosa),
principalmente los aislados procedentes de PLLF (9) y PDRA (9) (Tabla 12).
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Ejemplos de bacterias metilétrofas facultativas Gram-negativas que presentan este
metabolismo son Methylibium aquaticum perteneciente a las B-Proteobacteria (Song
y Jang-Cheon, 2007} y Klebsiella sp. que también crece en metanol (Hou ef al.,
1983).

Tabla 12. Metabolismo respiratorio de los cultivos bacterianos de cada punto de muestreo.

Actividad/cultivos PLLF | PLLS PDRA PDRS | Total Total
bacterianos 14 11 13 5 43 (%)

Anaeroblos facultativos 9 8 9 1 27 63
Reducclon nitratos 7 2 3 1 13 30
Reduccion nitritos 6 1 2 1 10 23
Desnilrificacién 3 1 1 1 [ 14
Produccién de H,S 5 1 0 0 6 14
Produccion de indot 2 0 0 0 2 5

A partir del catabolismo anaerobio de la fructuosa, sacarosa, algunos aislados
bacterianos del humedal de La Mixtequilla fueron capaces de producir gas (Tabla
13) lo cual no se observé en glucosa como sustrato.

Tabla 13. Cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla capaces de
producir gas a partir de la degradacion de la sacarosa y fructosa.

Produccién de gas PLLF PLLS PDRA
Sacarosa 7 2 1
Fructosa 6 1

La produccion de gas (CO;) a partir de carbohidratos es una caracteristica de
baclerias anaerobias facultativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
(Yang et al, 2000). Con la fermentacién de la sacarosa y fructosa por algunas
bacterias del humedal de La Mixequilla, se demuestra que son organismos
anaerobios facultativos que tienen como funcidén participar en el proceso de la

degradacién anaerobia de la materia organica.

De acuerdo con Torres et al. (2006), en el proceso de la degradacion de la materia
organica por las bacterias anaerobias facultativas ests involucrada la hidrolisis de
compuestos de peso molecular aito {polisacaridos, lipidos y proteinas) para formar
compuestos de peso molecular bajo (acidos organicos y alcoholes) que
posteriormente son fermentados hasta acidos grasos volétiles (propionato, acetato) y
gases (H, y CO,), substratos para las fases terminales de la descomposicidén de la
materia organica, es decir, la sulfatorreduccién y la metanogénesis.

Cabe destacar que la fermentacion es un proceso metabdlico de 6xido-reduccion

que tiene lugar en un entorno anaerobio en el que un substrato inorganico

32



(hidrégeno) sirve como aceptor final de electrones en lugar de oxigeno, liberando

CO; el cual es un gas con efecto invernadero (Koneman et al., 2003).

Menos de la mitad de los cultivos fueron capaces de reducir nitratos (30%) y nitritos
(23%); la reduccién de nitratos (7 aistados) y nitritos (6 aislados) se observé en los
cultivos de PLLF (Tabla 12). Los porcentajes de aislados que redujeron los nitratos

son semejantes al 31% reportados por Rivera-Becerril et a/. (2008).

La reduccién de nitratos como fuente de nitrdgeno es una caracterfstica de las
bacterias metilétrofas facultativas tipicas como las de los géneros Methylorhabdus y
Methylopila (a-Proteobacteria) (Miller et! al., 2005); las a-Proteobacteria:
Methylobacterium aquaticum (Gallego et al., 2005) y Methylovirgufa ligni, (Vorob'ev
et al, 2009) y la especie metilétrofa facultativa restringida Methylophilus
methylotrophus (Jenkins et al., 1987), ademas de las enterobacterias (Rajasekar et
al., 2007) y las pertenecientes a la familia Intrasporangiaceae como Tetrasphaera
sp. (Hanada et al., 2002). La reduccién de nitritos es una caracteristica propia de
Serratia marcescens (Rajasekar et al., 2007) y de algunas bacterias provenientes de
muestras de sedimentos marinos como Pseudomonas sp. y Halobacterium (Labbé et
al., 2003). De acuerdo con Pacheco et al. {2002), los nitratos y nitritos son formas
disponibles de nitrogeno en el agua y se originan a partir de la descomposicion
microbiana de materiales organicos como las proteinas de las plantas, aunque
también existen aportes de fertilizantes nitrogenados y desechos municipales e

industriales hacia los cuerpos de agua.

Las bacterias heterttrofas de los humedales juegan un papel importante en el ciclo
del nitrégeno al producir ureasa, reducir nitratos, nitritos y por su capacidad para

desnitrificar, ademas, algunos grupos son fijadores de nitrégeno motecular.

Las bacterias reductoras de nitrato, en su mayoria son anaerobias facultativas y son
comunmente encontradas en el ambiente. Son capaces de acoplar la reduccién de
nitratos a la oxidacién de diversos substratos organicos (Kourtev et al., 2009),
ademas de utilizar los nitratos y nitritos como fuentes de nitrégeno (Starkenburg et
al., 2008).

El paso que sigue a la reduccién de nitratos a nitritos es la desnitrificacién, que es un
proceso de respiracién en el cual el aceptor de electrones es el nitrato, con la

liberacién de nitrbgeno molecular (N,) y déxido nitrico (NO). Ejemplos de bacterias
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que pueden realizar este proceso son las pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Clostridium, Alcaligenes (Torres-Alvarado et al., 2005) y las
enterobacterias (Koneman et al., 2003). Esta capacidad de desnitrificar también es
una caracteristica de metilétrofos facultativos tipicos que incluyen los géneros
Paracoccus, Rhodobacter (Labbé et al., 2003), Xanthobacter, Ancylobacter, el
género metildtrofo facultativo restringido Hyphomicrobium y los metanotrofos
obligados (Lidstrom, 2006) que comprenden los géneros Methylosinus,
Methylocystis, Methylocella, Methylococcus y Methylocapsa, en los cuales también

se presenta ta capacidad para fijar N, en suelos agricolas (Kolb, 2009).

De acuerdo con Evans ef al. (1991) algunos aislados bacterianos de diversos
ambientes naturales, ademas de desnitrificar, también son capaces de metabolizar
compuestos aromaticos como el tolueno y el orto—xileno, por lo que existe un

acoplamiento de los ciclos del nitrégeno y del carbono en los humedales.

La produccién del H;S solamente se observé en el 14% de los cultivos bacterianos
aislados del humedal de La Mixtequilla (Tabla 12). La produccién de H,S es una
caracteristica de algunos metilétrofos facultativos restringidos como los
pertenecientes al género Hyphomicrobium cuando crecen en presencia de
dimetilsulfano (Borodina et al., 2002), asi como por algunos miembros de la familia
Enterobactenaceae como Pectobacterium carotovorum y Pantoea (Kageyama et al.,
1992; Fassihiani y Nedaeinia, 2008).

Torres-Alvarado et al. (2005) citado en Nunhez-Cardona et al. (2008) mencionan que
en los humedales agricolas el H;S es generado por el rompimiento de aminoacidos
azufrados o por la reduccion del sulfato; cabe destacar que el H,S es toxico para la

mayoria de 10S organismos Vivos.

La produccién de indol fue observada Gnicamente en dos cultivos de PLLF (Tabla
12); este es un compuesto nilrogenado resultado de la degradacién del aminoacido
triptofano por la accién de la enzima triptofanasa (Knaggs, 2000). La produccién de
indol es una propiedad de algunas bacterias metilotrofas facultativas restringidas
como Methylophaga (Doronina et al., 2003), Methylophilus rhizosphaerae
(Madhaiyan et al., 2009), Methylibium petroleiphilum (Nakatsu et al., 2006) en
Janibacter limosus, perteneciente a las Actinobacterias, familia Intrasporangiaceae
(Hanada et al., 2002).
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Las bacterias en los humedales, por su capacidad de producir enzimas
extracelulares, cumplen una funcion central en los ciclos de elementos como el
nitrégeno (N), carbono (C), fésforo (P) y azufre (S). Estos nutrientes que se
encuentran tanto en forma orgénica como inorganica en los ambientes acuaticos,
son producto de la descomposicién de la materia organica, dando como resultado,
en el caso del nitrégeno, la liberacion del amonio (NH.). Dichas enzimas hidroliticas
extracelulares (adheridas a la membrana celular), son un grupo clave en el
aprovechamiento de la materia organica (Alvarez, 2005) permitiendo que las
substancias disueltas sean capaces de pasar a través de la membrana

citoplasmatica (Nakamura et al., 2004).

En la tabla 14 se muestran los resultados generales representados en porcentaje de
cultivos y por nimero de cultivos de cada potrero del humedal de La Mixtequilla que

fueron capaces de producir enzimas extracelulares.

Tabla 14. Ndmero de cultivos de cada muestra (nUmero y porcentaje total) que produjeron
enzimas extracelulares y el polisacarido de Levana en cada uno de los potreros.

Enzimas extracelulares/ PLLF PLLS PDRA PDRS Total % total
cultivos bacterianos 14 11 13 5 43

ADNasa 3 1 4 2 10 23
Amilasa 9 5 6 1 21 49
Gelatinasa 2 1 5 0 8 19
Esculinasa 2 6 4 0 12 28
Ureasa 12 9 11 5 37 86
Lipasa 2 0 1 2 5 12
Polisacérido de Levana 2 0 0 0 2 5
Lisina descarboxilasa 12 2 8 5 27 63

La ADNasa es una enzima extracelular conocida como desoxirribonucleasa que
tiene como funcién la degradacion del DNA dando como productos finales
nucleétidos; esta enzima fue producida por el 23% de los cultivos bacterianos
aislados del humedal de La Mixtequilla (Tabla 14); se ha observado que la especie
metilétrofa Rhodococcus yunnanensis también cuenta con esta propiedad (Yu-Qin et
al., 2005).

Menos de la mitad de los cultivos (49%) fueron capaces de producir amilasa, util
para degradar almidén, siendo éste, un polisacarido utilizado como fuente de
carbono (Tabla 14). Miller et al. (2005) y Gallego et al. (2005) sefalan que esta
enzima extracefular es producida por algunos géneros de bacterias metildtrofas
facuitativas tipicas como Methylorhabdus, Methylopila y Methylobacterium. Otro
ejemplo de bacterias metilotrofas facuitativas restringidas que producen amilasa son

35




Methylibium petroleiphilum (Nakatsu et al., 2006) y Methylophaga (Doronina et al.,
2003).

El 19% de los cultivos bacterianos fueron capaces de producir gelatinasa, util para
degradar gelatina (protelna), dando como resultado polipéptidos, péptidos y
aminoacidos (Tabla 14). Miller et al. (2005) mencionan que la produccion de
gelatinasa ha sido observada en bacterias metilotrofas facuitativas tipicas
pertenecientes a los géneros Methylorhabdus y Methylopila y algunos miembros de
enterobacterias como Pantoea (Gavini et al., 1989) y Pectobaclerium carotovorum
(Fassihiani y Nedaeinia, 2008), asi como en especies del género Pseudomonas
{Achouak et al.,, 2000) y miembros de la familia Intrasporangiaceae como Janibacter

melonis (Loubinoux et al., 2005).

La esculinasa es una enzima extracelular Gtil para degradar esculina (glucésido
presente en algunos vegetales), para dar origen a esculetina. La esculinasa fue
producida por el 28% de los cuitivos bacterianos (28%) aislados del humedal de La
Mixtequilla (Tabla 14). La produccion de esculinasa se ha documentado en algunas
de las especies del género Rhodococcus como R. fascians, R. maanshanesis y R.
erythropolis (Yu-Qin et al., 2005).

Las bacterias capaces de sintetizar la enzima ureasa utllizan urea como fuente de
nitrégeno dando como resultado la liberacion del amonio (Bhadra et al., 2005). La
mayoria de los cultivos (86%) del humedal de La Mixtequilla fueron capaces de
producir ureasa {Tabla 14). La producciéon de esta enzima extracelular concuerda
con resultados obtenidos (7 cultivos bacterianos) por Rivera-Becerril et al. (2008). La
capacidad de producir ureasa es una caracteristica de bacterias oxidadoras de
metanol (metilétrofas facultativas tipicas) como las de los géneros Methylobacterium
{Gallego et al., 2005), Rhodococcus (Yu-Qin et al., 2005} y la especie Labrys
monachus (Miller et al., 2005), Methylophilus methylotrophus (Jenkins et al., 1987)
Methylophaga (Doronina et al., 2003). Estas dos ultimas son metilétrofas facultativas
restringidas. Finalmente, Enterobacter asburiae (Brenner et al., 1986) también posee

esta capacidad.

De acuerdo con Pacheco ef al. {2002), |a produccion de ureasa por las bacterias en
los humedales se debe a la presencia de urea que aportan las aguas residuales de

origen doméstico y agropecuario, ademas de los animales que ahi habitan. En el

36



caso del humedal de La Mixtequilla, la produccion de esta enzima extracelular se
explica porque en una estacién del ano, especiaimente en la época de secas,

predominan las actividades ganaderas.

La lipasa es utilizada por las bacterias para hidrolizar Tween 80, el cual es un
detergente; esta enzima extracelular fue producida sélo por el 12% de los cultivos
del humedal de La Mixiequilla (Tabla 14) y se sabe que también es producida por

bacterias metilétrofas como Rhodococcus yunnanensis (Yu-Qin et al., 2005).

Cabe destacar que de los 43 cultivos bacterianos, Unicamente dos del PLLF
sintetizaron el polisacarido de Levana (Tabla 14) el cual, de acuerdo con Gallego ef
al. (2005), es producido por Methylobacterium aqualicum. Hans-Curt et al. (2007)
argumentan que la produccion exiracelular del polisacarido de Levana es una de las
propiedades del género Pseudomonas;, ademas mencionan que la presencia de
polisacaridos en los ambientes naturales es rara. Se ha observado que dentro de las
principales especies productoras de polisacaridos estan Pseudomonas fluorescens,
Klebsiella pneumoniae, E. coli y miembros dei género Acinetobacter (Wilches, 2004,
Cuthbertson et al., 2009).

La lisina descarboxilasa es una enzima no extracelular que tiene como funcién
degradar el aminoacido lisina, componente de las proteinas dando como producto
final la cadaverina. La lisina descarboxilasa fue producida por mas de la mitad de los
cultivos (63%) del humedal de La Mixtequilla (Tabla 14). La produccion de esta
enzima es caracteristica del género Serratia (Koneman et al., 2003) y de la B-
Proteobacteria metilotrofa facultativa restringida Methylibium petroleiphilum (Nakatsu
el al., 20086).

Chowdhury et al. (2008) mencionan que las enzimas extracelulares, ademas de
degradar la materia organica, también cumplen un papel importante en el ambito
industrial por su aplicacion en la produccién de farmacos, detergentes y en la
industria textil.

De acuerdo con Worm et al. (2001), las bacterias acuaticas son altamente diversas
en cuanto a sus preferencias catabélicas por el uso de los carbohidratos y la
produccién de enzimas extracelulares que les permiten degradar la materia

organica.
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Las concentraciones ensayadas (0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0%, 3.0% y 4.0%) tanto de
compuestos aromaticos como de alcoholes (como unica fuente de carbono y
energia), fueron altas si se comparan con ofros estudios en donde utilizaron 0.1% de
etanol y 1.0% de metanol. A partir de estos ensayos se aislaron bacterias
metilétrofas como Labrys methylaminiphilus, metilétrofo facultativo perteneciente a
las a-Proteobacteria (Miller et al., 2005). Madhaiyan et al. (2006} aislaron bacterias
del género Methylobacterium utilizando una concentraciéon de 0.5% de metanol; por
su parte, Pinto et al. (2010) aislaron bacterias heterotrofas pertenecientes al género

Enterobacter utilizando una concentracién de butanol de 0.2%.

En la tabla 15 se muestran los resuitados de la respuesta de 43 cultivos del humedal
de La Mixtequilla, capaces de crecer a concentraciones diferentes de metanol,

etanol, 1-butanol, 2-propanol, tolueno y xileno.

Tabla 15. Porciento de cultivos bacterianos aislados del humedal de La Mixtequilla capaces
de crecer en alcoholes y en compuestos aromaticos.

Concentracién Metanol Etanol 1-butanol | 2-Propanol | Tolueno | Xileno

(%)

0.5 69 74 76 76 67 83
1.0 70 69 58 67 74 81
15 60 69 65 81 72 67
20 60 76 21 44 35 32
3.0 44 62 23 49 56 39
4.0 58 60 25 42 49 51

Los resultados revelaron que mas de la mitad de los cuitivos bacterianos fueron
capaces de crecer en todas las concentraciones de etanol, siguiendo el metanol; en
2-propanol hubo un mayor porcentaje (81%) de cuitivos que creci¢ bien en la
concentracion de 1.5%; un menor porcentaje de cultivos se desarroli6 en el 1-
butanol (Tabla 15).

En los compuestos arométicos (xileno y tolueno), el comportamiento de los cultivos
bacterianos fue diferente; el mayor porcentaje de ellos crecid bien en las dos
primeras concentraciones (0.5% y 1.0%) de xileno y mas de la mitad en las
concentraciones 1.0% y 1.5% de tolueno (Tabla 15).

De la misma manera, el mayor numero de cultivos bacterianos de cada muestra
creci6 bien en las tres primeras concentraciones (0.5%, 1.0% y 1.5%) de xileno y

mas de la mitad de los cultivos del PLLF y PDRA en las tres primeras
concentraciones (0.5%, 1.0% y 1.5%) de tolueno (Tabla 16).
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Tabla 16. Numero de cultivos bacterianos aislados, por sitio de muestreo, capaces de crecer
en alcoholes y compuestos aroméaticos.

Concentracién (%) | Metanol | Etanol | 1-butanol | 2-Propanol | Tolueno | Xileno
PLLF (15 cultivos)

0.5 12 15 12 12 11 15
1.0 11 12 10 12 14 13
1.5 " 11 13 13 11 10
2.0 10 14 4 8 4 8
3.0 8 11 3 8 -7 6
4.0 12 12 3 5 9 9
PDRA (12 cultivos)

0.5 8 7 9 11 7 10
1.0 8 9 7 8 10 10
1.5 6 8 8 1 10 8
20 6 5 2 4 6 3
3.0 5 6 2 4 8 5
4.0 3 5 2 4 4 5
PLLS (11 cultivos )

0.5 6 6 9 6 6 6
1.0 7 5 5 6 5 7
1.5 5 7 5 7 6 7
2.0 7 9 2 4 3 1
3.0 3 6 2 6 5 2
4.0 8 5 4 4 5 5
PDRS (5 cultivos)

0.5 4 4 3 4 5 5
1.0 4 4 3 3 3 5
1.5 4 4 3 4 4 4
2.0 3 5 1 3 2 2
3.0 3 4 2 3 4 4
4.0 2 4 2 5 3 3

De acuerdo con Bellion y Wu (1978), las bacterias maetilétrofas facultativas son
capaces de oxidar diferentes alcoholes primarios como etanol, metanol y 1-butanol,
mediante el uso de enzimas alcohol deshidrogenasas (ADHs). Este grupo de
enzimas también es sintetizado por miembros de los géneros Bacillus (Colby y
Zatman, 1975) y Methylobacterium (Miller et al., 2005), por a-Proteobacteria como
Labrys methylaminiphilus; y-Proteobacteria como Pseudomonas, Acinetobacter, por
E. coli (Kalyuzhnaya et al., 2008) y Enterobacter sp. (Pinto et al., 2010), ademas de

las actinobacterias Arthrobacter y Rhodococcus {Nielsen et al., 2009).

Las enzimas alcohol deshidrogenasas sintetizadas por las bacterias metilétrofas
facultativas tienen como funcién transformar los alcoholes como el etanol a
acetaldeh(do, y éste a acetil CoA por la acetaldehido deshidrogenasa. Pseudomonas
putida genera 4cido piravico a partir de 2-propanol (alcohoi secundario), formandose
acetona y después hidroxiacetona para finalmente producir acido pirtvico (Steffan et
al. 1997; Femandes, 2002).
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El 1-butanol es convertido a butanal por la alcohol-deshidrogenasa-secundario-1-
butanol, y el butanal a butancil-CoA; éste a 2-metil malato, después a piruvato y
luego a acetil CoA por la piruvato deshidrogenasa; dichos procesos los realiza E. coli
(Ranganathan y Maranas, 2010). Finalmente, el etanol, 1-butanol y 2-propanol
pasan al ciclo de Krebs para ser transformados a CO; generando energia y
metabolitos para la formacion de biomasa celular (Fernandes, 2002; Steffan ef al.
1997; Ranganathan y Maranas, 2010).

Ademas de estar presentes en la gasolina, el etanol, butanol y propanol también son
producidos por Clostridium, a partir de carbohidratos como la glucosa, galactosa y
manosa, provenientes de la materia organica. Otros productores del butanol a partir
de la glucosa son Butyribacterium methylotrophicum, Clostridium butyricum vy la
arquea Hyperthermus butylicus (Radjchenberg-Cecena et al., 2009).

Especies de bacterias metilotrofas facultativas como las del género
Methylobacterium, ademas de crecer en metanol, metabolizan compuestos quimicos
orgdnicos téxicos como cloruro de metilo, bromuro de metilo, diclorometanos,

sulfuros metilados y cianidas (van Aken et al., 2004).

En cuanto a los compuestos aromaticos (tolueno y xileno), en el presente trabajo se
ensayaron concentraciones mas altas que las utilizadas por Mikesell et al. (1993) y
Tsao et al. (1998), quienes lograron estimular el crecimiento de bacterias
heterétrofas como las del género Pseudomonas (aisladas de muestras de agua y
suelo) adicionando concentraciones de 0.1 mL y 0.15 mL de BTEX (beneceno,
tolueno, etilbenceno y xileno) en forma de vapores y como Unicas fuentes de
carbono. En otro estudio realizado por Ledn et al. (1999), al aumentar la
concentracion de tolueno a 200 pL (0.2 mL) y de xileno a 20 pL (0.02 mL) se inhibid

el crecimiento de bacterias heterétrofas.

Tanto el tolueno como el xileno son compuestos monoaromaticos comunes en
ambientes contaminados con residuos de petréleo, gasolina o diesel y, ademas de
ello, han tenido un uso amplio en la industria como solventes quimicos (Phelps y
Young, 1999; Tsao et al., 1998). En Estados Unidos, estos compuestos han sido
clasificados como contaminantes prioritarios, estAn presentes en la gasolina y los
derrames accidentales de ésta son los responsables de la contaminacion de los
cuerpos de agua (Otenio et al., 2005).



Los BTEX presentes en el suelo y en el agua, son degradados como 0Onicas fuentes
de carbono por un amplio rango de microorganismos como bacterias de los géneros
Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter (Morlett-Chavez ef
al., 2010) y Enterobacter (Machnicka y Suschka, 2001).

El catabolismo bacteriano de los BTEX (Maliyekkal et al., 2004) y BTX (benceno,
tolueno y xilenos) en ambientes acuaticos es un mecanismo de biorremediacién al
ser mineralizados por las bacterias heterotrofas nativas (Jang-Young et al., 1995),
las cuales utilizan enzimas oxigenasas. El tolueno es transformado por la tolueno
oxigenasa y los xilenos (orto, para y meta) por xileno oxidasas; tanto el tolueno como
los xilenos pasan a formar benzil alcoholes, éstos se transforman de acidos metil-
benzoicos a catecoles y finaimente pasan al ciclo de los acidos tricarboxilicos (Evans
et al., 1991; Jean-Pierre y Arvin, 1995; Otenio ef al., 2005). Una vez degradados los
BTEX y BTX por las bacterias heterétrofas (Jang-Young et al., 1995; Maliyekkal et
al., 2004), se transforman en formas quimicas no toéxicas para otros organismos
vivos (Tsao ef al.,1998).

Las bacterias del humedal de La Mixtequilla son capaces de crecer en metanol,
etanol, 1-butanol, 2-propanol y en los compuestos aromaticos tolueno y xileno,
aunque estos dos ultimos son anillos con dobles enlaces de carbono-carbono,
dificiles de romper para muchas bacterias. La fuente de ingreso de estos
compuestos (presentes en la gasolina) en el sistema en estudio, puede deberse al
uso de lanchas por los pobladores para el transporte cotidiano, la colecta del acocil y
las actividades de la industria petrolera. De acuerdo con Ortiz-Hemandez et al.
(2001), las bacterias al estar en contacto con los pesticidas y el tolueno, a lo largo de

la evolucién, han sido capaces de degradar también a los xilenos.

Lang (1996) menciona que las bacterias heterétrofas anican'iente toleran los
alcoholes y los compuestos aromaticos cuando tienen disponible otra fuente de
carbono; para tolerarlos establecen diferentes mecanismos como son el modificar la
permeabilidad de su membrana celular, formar esporas y vesiculas, asi como la

sobre expresion de proteinas de membrana.

De los 43 cultivos del humedal de La Mixtequilla, Gnicamente 35 fueron expuestos a

12 antibiéticos de uso clinico de los cuales 11 fueron aislados del PLLF, ocho de
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PLLS, 11 de PDRA y cinco de PDRS; la mayoria de estos cultivos presentaron forma

de bacilos con colonias color crema.

Con respecto a la respuesta de los cultivos al ser expuestos a 12 antibidticos
especlficos para bacterias Gram negativas, un porcentaje alto de los cultivos
presentaron sensibilidad a netilmicina (94%), amikacina (31%), cloranfenico! (86%).
gentamicina (86%) y trimetoprim-sulfametoxazol (80%). Cabe sefalar que el 43% de
los aislados de la Mixtequilla, presentaron sensibilidad a la pefloxacina (Fig. 4);
Orden y De la Fuente (2001) mencionan que este antibittico pertenece al grupo de
las quinolonas, las cuales han tenido poca aplicacién clinica por ser inductores de
resistencia en bacterias y ademas de actuar en el sistema nervioso central de

humanos y animales.

Estos resultados son similares a los reportados por Rivera-Becerril ef al. (2008), en
aistados bacterianos del humedal de La Mixtequilla, donde encontraron que la
mayorfa de ellos fueron sensibles a la amikacina y al cloranfenicol, siguiendo la
ampicilina. Brown et al. (1992) y Chen-Hsiang et al. (2004) sefialan que especies
pertenecientes al género Methylobacterium presentan sensibilidad a la gentamicina,

a la amikacina y al trimetoprim-sulfametoxazol.
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Figura 4. Porcentaje de cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla que fueron sensibles
a los antibloticos ensayados. AM=ampicilina, CF=cefalotina, CTX=cefotaxima,
CRO=ceftriaxona, CL=cloranfenicol, GE=gentamicina, NET=nettimicina,
NF=nitrofuraniolna, PEF=pefloxacina, STX=trimetoprim-sulfametoxazol, AK=amikacina
y CB=carbenicilina.

Poco més de la mitad de los cultivos (57%) presentd resistencia a la carbenicilina y
menos de la mitad lo fue ante la nitrofurantoina (46%), la cefalotina (43%) y la
ampicilina (40%) (Fig. 5). La mayorfa de los cultivos de PLLF presentaron resistencia

a fa carbenicilina (57%), siguiendo la nitrofurantoina (46%), la cefalotina (43%) y la
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ampicilina (40%); mieniras que cuatro de los cultivos de PDRS resistieron la

cefalotina, la nitrofurantoina y la carbenicilina (Tabla 17).
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Figura 5. Cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla que mostraron resistencia a los
anlibiolicos ensayados. AM=ampicilina, CF=cefalotina, CTX=cefotaxima,
CRO=ceftriaxona, CL=cloranfenicol, GE=gentamicina, NET=neliimicina,
NF=nitrofuranlolna, PEF=pefloxacina, STX=trimetoprim-sulfametoxazol, AK=amikacina y
CB=carbenicilina.

La respuesta intermedia a la pefloxacina fue observada en el 51% de los cultivos
bacterianos, a la cefotaxina en el 37% y a la ceftriaxona en el 29% (Fig. 6); mas de
la mitad de los cuitivos (8) de PLLF presentaron respuesta intermedia a la

pefloxacina (Tabla 17).
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Figura 6. Porcentaje de los cullivos bacterianos del humedal de La Mixlequilla que presentaron
respuesta intermedla a los antibidticos ensayados: AM=ampicilina, CF=cefalotina,
CTX=celotaxima, CRO=cefiriaxona, CL=cloranfenicol, GE= gentamicina, NET=netilmicina,
NF=nhrofurantoina, PEF=pefloxacina, STX=lrimeloprim-sulfametoxazo!, AK=amikacina y
CB=carbenicilina.
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Tabla 17. Numero de cultivos bacterianos de las muestras del humedal de La Mixtequilla y
su respuesta a los antibidticos ensayados.

Respuesta | Sensible Rasistente Intermedia

Muestras PLLF | PLLS | PDRA | PDRS | PLLF PLLS | PDRA | PDRS | PLLF | PLLS | PDRA | PDRS
Antibidticos! 11 8 11 5 11 8 11 5 1 8 11 5
No.culives

AM 4 4 9 2 7 4 1 2 0 0 1 1
CF 4 5 8 1 7 1 3 4 0 2 0 ¢}
CT™X 4 3 6 0 3 4 2 0 4 1 3 5
CRO 8 2 9 2 1 2 1 0 2 4 1 3
CL 9 7 10 4 1 1 1 1 1 0 0 0
GE 9 8 9 4 2 0 1 Q 0 0 1 1
NET 10 8 10 5 1 0 1 4} 0 0 0 0
NF 5 6 6 1 5 2 5 4 1 0 0 0
PEF 3 4 6 2 0 1 1 0 8 3 4 3
STX 10 4 g ) 1 2 1 0 0 2 1 0
AK 10 8 ] S 1 0 2 0 0 0 0 0
c8 1 1 [} 0 9 4 3 4 1 3 2 1

En la tabla 18 se presentan las caracteristicas fisioldgicas de 29 cultivos bacterianos
del humedal de La Mixtequilla y su respuesta (resistente o sensible) a los antibiéticos
ensayados. Los cultivos MP15 y MLLF19 fueron capaces de resistir a ocho
antibioticos, que incluye a ampicilina (grupo de los B-lactdmicos), ceftriaxona
(cefalosporinas de 3* generacién), cloranfenicol (anfenicoles), gentamicina
(aminoglucdsidos) y nitrofurantoina (nitrofuranos). Estos cultivos son anaerobios
facultativos, moéviles, produjeron esculinasa y lisina descarboxilasa, participan en el
ciclo del nitrégeno al reducir nitratos, nitritos y desnitrificar; como Unica fuente de

carbono utilizaron el citrato.
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Tabla 18. Caracteristicas fisiolégicas de los cultivos bacterianos y su respuesta (resistente o
sensible) a los antibidticos ensayados.

Pruebalcultives
bacterianos
Ampicillna

Cefalotina

1

Cefotaxima
Ceftriaxona
Cloranfanicol
Gentamicina
Netilmicina
Nitrofurantoina
Pefloxaclna
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Carbeniclilina
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1 (MP15), 2 (MLLF19), 3 (MLLF17B), 4 (MLLSO2).

5 (MLLSO8), 6 (MP110A), 7 (MPSUZ218A), 8 (MLLS1B), 9
(MLLF17G), 10 (MLLFO15A1), 11 (MLLFO17), 12 (MLLF9), 13 (MPSU2171)y 14 (MPSU217). Cuadros rellenos
con negro=resistencia at antibiético, cuadros sin rellenar=sensibllidad al antlbidtico, (-)=respuesia negativa a,
(+)=respuesla positiva. N=prueba no aplicada.

El cultivo MP15 presenté actividad sobre seis carbohidratos (excepto maltosa),

mientras que MLLF19 solamente crecié6 en sacarosa, maltosa y fructosa. Ambos

cultivos no se sometieron a la presencia de alcoholes ni de compuestos aromaticos.

Por otro lado, el cuitivo MLLF 17B fue aerobio estricto con caracteristicas genéticas y
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fisiologicas similares a Bacillus jeolgali, especie anaerobia facultativa descrita por
Jung-Hoon et al. (2001). De acuerdo con Green-Ruiz et al. (2008), B. jeotgali es
capaz de resistir metales pesados como el cadmio y el zinc. Se observé que
MLLF17B resistié seis antibiéticos (cefotaxima, gentamicina, netilmicina, trimetoprim-
sulfametoxazo!, amikacina y carbenicilina), produjo enzimas extracelulares como
amilasa, gelatinasa, ureasa y lisina descarboxilasa; utilizé como fuentes de carbono
la glucosa, el manitol, la manosa, la sacarosa y la fructosa; fue capaz de crecer en

presencia de 1-butanol, 2-propanol, tolueno y xileno (Tabla 18).

Los cultivos MLLSO2, MLLSO8, MP119A, MPSU218A y MLLS1B fueron resistentes
a cinco antibidticos; los tres primeros a cefotaxima y los aislados MP119A,
MPSU218A y MLLS1B lo fueron a nitrofurantoina; los cinco cuitivos lo fueron a
carbenicilina. El cultivo MLLSO8 fue anaerobio facultativo, produjo escufinasa y
ureasa, ésta Ultima también sintetizada por MLLSO2 y MPSU218A que produjeron
lisina descarboxilasa, mientras que MP119A produjo gelatinasa, esculinasa y lisina
descarboxilasa. Unicamente el aislado MLLS18 catabolizé a todos los carbohidratos
y el MLLSO2 utiliz6 glucosa, lactosa, sacarosa y fructosa; no se ensayd en los

alcoholes ni compuestos aromaticos.

Los cultivos MLLSO8, MP119A, MPSU218A y MLLS1B crecieron en etanol, 1-
butanol y xileno y los Gltimos dos cultivos (MPSU218A y MLLS1B) también crecieron
en 2-propanol y tolueno; por otro lado, los cultivos MLLFO15A1, MLLFO17,
MLLF17G, MLLF9, MPSU2171 y MPSU217 fueron Gram-negativos, resistentes a
cuatro antibiéticos. MLLFO17, MLLF17G fueron anaerobios facultativos. Los seis
cultivos produjeron ureasa y lisina descarboxilasa; utilizaron citrato como Unica
fuente de carbono y energla, fueron capaces de crecer en etanol, 1-butanol, 2-

propanol, tolueno y xileno.

En la tabla 19 se presentan los resultados de los cultivos bacterianos que resistieron
de tres a un antibidtico; los cultivos MLLFO15A, MPSU5 y MLLF3A mostraron
resistencia a tres antibidticos; comparten la propiedad de resistir a la cefalotina y a la
carbenicilina, ademéas de producir ureasa y lisina descarboxilasa. Los cultivos
MLLFO15A y MPSUS5 utilizaron como fuentes de carbono el manitol, sacarosa y
fructosa; los cultivos MPSU5 y MLLF3A crecieron en los alcoholes y compuestos

aromaticos.
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Tabla 19. Caracteristicas fisioldgicas de cultivos bacterianos que resistieron de uno a tres

antibiéticos.
Pruebacullivo t]2]3[4a]s]6e[7]8]»s ﬂ 111213 [ 14 | 15 [ Totalde
bactedano cultivos
Ampicilina 3
Caefalotina 5
Cafotaxima 3
Cefiriaxona 0
Cloranfenicol 0
Genlamicina 0
Netlimicina 0
Nitrofurantoina 6
Pefloxacina 0
Trimetopdm- 0
sulfametoxazol
Amikacina 1
Carbenicilina 8
Foma b b c b |eb] ¢ c b [4 b c b b lcbhlb
Gram N EAR - - - - - |- B P
Anaeroblo + + + + . + + - + + + + + + 12
Aerobio - - - - + + - - + . - - . . 3
H;S - - + - - - - + - - - - - - - 2
indol - - - - - - - - - - - - - - 0
Movilidad + - - - + + - - + + - - - 5
ADNasa - - - - + - - . + + + + + 6
Amilasa + - - - - + - + + + + - + + + )
Gelalinasa - - - - - - N R R N ¥ N N 1
Esculinasa - - + + - R - - R N N N N - 2
Ureasa «+ J+ |+ ]+ |+ [+ ]+ ]+ ]+ ]+ ] +[+]2+ + 15
Lipasa - + - + + - R B - N _ N 3
Lisina + + + - R - + R R N 7
Polisacaridode | + - - - - - - - R - - - _ 1
levana
Nitralos + + - - + - - . - . . B N N 3
Nitrilos + + - - - + N N . R N R - R 3
Desaltrificacidn + | - - - - + | - - - - - . . B B 2
Cltrato + - + - + - + + R B R N B N 5
Glucosa + - + |+ + | 4+ - + + + [+ [+ [+ ]+ 12
Lactosa - + + . + - . B _ + + B + 5
Manitol + + - + - - + - + + + + + + 10
Manosa - - - + + + + - + + + + + + - 10
Sacarasa + + - + - + + - + + + + + + 11
Maltasa - - - + - - - - - - + + + - - 4
Fructosa + + = + - - - - - + + + + + + 9
Maiznol N - + + + + + + + + + + + + + 13
Etanol N + + + + + + + + + + + + + + 14
1-butanol N + + + + + + + + + + + + + + 14
2-propanol N + * - + + - + + + + + + + + 14
Tolusno N + + - + + + + + + + + + + + 14
Xileno N + + + + + + + + + + + + + + 14

1 (MLLFO15A), 2 (MPSUS), 3 (MLLF3A), 4 (MLLSO13AC), 5 (MP119), 6 (MP16A), 7 (MP113), 8 (MLLS111A), 9
(MLLSO2G), 10 (MP19A), 11 (MLLSO2AC), 12 (MP116), 13 (MP116AA), 14 (MLLF22B) y 15 (MLLFOS).
Cuadros relienos con negro=resistencla al antibidlico, cuadros sin rellenar=sensibilidad al antibidtico, (-)=negativo
a la prueba, (+)=positivo a la prueba. N=prueba apficada. El cultivo MLLF17B (3) fue identificado genéhcamente
como Bacillus jeotgali.

Seis cultivos (MLLSO13AC, MP119, MP16A, MP113, MLLS111A y MLLSO2G)
mostraron resistencia a dos antibidticos; tres de ellos (MLLSO13AC, MP16A y
MLLS111A) resistieron a la cefotaxima y cinco (MPSU5, MLLSO13AC, MP119,
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MP16A y MP113) a la nitrofurantoina; todos produjeron ureasa. MLLSO13AC
también produjo esculinasa y lipasa y MP16A fue capaz de producir ADNasa,
amilasa y lisina descarboxilasa; éste Ultimo participa en el ciclo del nitrégeno al
reducir nitratos, nitritos y desnitrificar; cinco de los cultivos emplearon la glucosa y

manosa; los seis cultivos crecieron en los alcoholes y compuestos aromaticos.

El aislado bacteriano MLLSO13AC no creci6 en tolueno y, con base en sus
propiedades genéticas y fisioldgicas, es muy cercano a Bacillus pumilus. De acuerdo
con Reva et al. (2002), B. pumilus produce antibiéticos para proteger las plantas de
bacterias y hongos patégenos y se caracteriza por producir enzimas hidroliticas para

degradar la materia organica

Los cultivos bacterianos MP19A, MLLSO2AC, MP116, MP116AA, MLLF22B
MLLFOS5 resistieron a anlibidticos diferentes; todos produjeron ureasa, cinco
sintetizaron ADNasa y amilasa; todos presentaron actividad sobre glucosa, manitol,
sacarosa y fructosa, fueron capaces de tolerar los alcoholes y compuestos

aromaticos.

La mayoria de los cultivos que resistieron de tres a un antibi6tico fueron anaerobios
facultativos (12 cultivos); todos produjeron ureasa (14) y ia mayorfa a fa amilasa
{12); redujeron nitratos, nitritos (3) y desnitrificaron (2); crecieron en citrato (5),
glucosa (12), sacarosa (11), manitol y manosa (10); los cultivos (14) sometidos en

los alcoholes y compuestos aromaticos crecieron bien (Tabla 19).

Mas de Ia mitad de los cultivos que resistieron de cuatro a ocho antibiticos fueron
aerobios estrictos (9), produjeron ureasa (10) y casi todos, también, a la lisina
descarboxilasa; redujeron nitratos (5), nitritos (4) y desnitrificaron (3); utilizaron el
citrato (9). El carbohidrato utilizado por mas de la mitad de los cultivos (10) fue la
fructosa. La mayoria de los cultivos crecié en presencia de xileno (11), etanol, 1-
butanol (10), 2-propanol y tolueno (9) (Tabla 18).

La enzima extracelular que mas produjeron los cullivos bacterianos fue la ureasa, lo
cual indica la presencia de urea en el humedal de La Mixtequilla, probablemente por
los desechos domésticos provenientes del rfo Camarén y la presencia de ganado
vacuno. De acuerdo con los resultados acerca de la reduccién de nitratos, nitritos y
desnitrificacion, pocos cultivos participan en el ciclo del nitrogeno.
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La mayoria de los cultivos que resistieron de uno a tres antibitticos (Tabla 19)
utilizaron los carbohidratos, por lo que desempenan un papel importante en el ciclo
del carbono degradando la materia orgdnica presente en el humedal de La
Mixtequilla; que fueron capaces de crecer en todos los alcoholes y compuestos
aromaticos, lo que indica que participan en el ciclo del carbono y en la
biorremediacion de ambientes impactados por estos compuestos. Algunas de las
bactenas multiresistentes a los antibiéticos podrfan causar alguna enfermedad en los
animales o en humanos en el humedal de La Mixtequilla; ademas, al utilizar como
fuentes de carbono y energia alcoholes y compuestos aromaticos, se les
considerara como bactenas con potencial como biorremediadores de ambientes
contaminados por petréleo. Este combuslible contiene alcoholes como etanol,

butanol y compuestos aromaticos como tolueno y xileno.

Cabe mencionar que los 15 cultivos bacterianos fueron sensibles a ceftriaxona,
cloranfenicol, gentamicina, netilmicina y a trimetoprim-sulfametoxazo!l (Tabla 19).
Ejemplos de bacterias mulliresistentes a los antibidticos de uso clinico estan
enterobacterias como Serratia marcescens (Guollet y Picard, 1997) y miembros del
género Acinetobacter (Nemec et al, 2010) que incluye a Acinetobacter
radioresistens (aislado de suelo y agua; son capaces de resistir antibiéticos como los
pertenecientes a las cefalosporinas, aminoglucésidos (amikacina y netilmicina) y
flouroquinolonas (Towner, 1977; Townsend et al., 2008). Esta especie (A.
radioresistent) y Serratia marcescens estan estrechamente relacionadas con las
bacterias de! humedal de La Mixtequilla, considerando el analisis del 16S rDNA de

algunos aislados de este ecosistema (Fig. 11).

De acuerdo con Halda-Alija (2004), las bacterias entéricas estan cominmente
presentes en los sedimentos de humedales de agua dulce, debido a que la rizésfera
de las plantas podria servir como reservorio para el crecimiento y expansién de
patdgenos potenciales como Klebsiella y Enterobacter. Estos géneros son capaces
de colonizar humanos y animales y han mostrado alta resistencia a cefalosporinas y
ampicilina (que pertenecen a los B-lactAmicos); la funcion catalitica de las f-
lactamasas sintetizadas por estas bacterias es la principal responsable de

resistencia a los antibiéticos B-lactamicos.

La resistencia a nefilmicina, amikacina y gentamicina (aminoglucésidos) por

bacterias Gram-negativas se debe a que sintetizan enzimas modificadoras
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conocidas como acetil-transferasa (AAC) y adenil-transferasa (ANT o AAD)
codificadas en plasmidos (Fuchs et al.,, 1994). Fuchs et al. (1994) argumentan que
las bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas sintetizan acetil-
transferasas (CAT) para resistir al cloranfenicol. Dicha resistencia a los antibi6ticos
se debe a que ha aumentado la introduccién de estos agentes antimicrobianos en el
ambiente por diferentes vias, como la terapia médica, la agricultura y la ganaderia, lo
cual ha conducido nuevas presiones selectivas sobre las poblaciones bacterianas en

los ambientes naturales (Halda-Alija, 2004).

van Den Bogaard y Stobberingh (2000) argumentan que la aplicacién de los
antibiéticos en los animales y en los humanos aumentan el niamero de bacterias
patbgenas resistentes a estos compuestos, las cuales transfieren genes de

resistencia a otras bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal.

De acuerdo con Demaneche et al. (2008) y Vanzzini et al. (2009), los antibiéticos
pertenecientes a los aminoglucosidos y betalactamicos han tenido un extenso uso
clinico para el tratamiento de enfermedades infecciosas y han favorecido la
evolucién de mecanismos de resistencia en las bacterias heterétrofas Gram-

negativas.

Tres de los principales mecanismos de resistencia a los antibidticos desarrollados
por éstas son: a) la permeabilidad de la membrana celular, b) la produccién de
enzimas B-lactamasas que también hidrolizan antibiéticos pertenecientes al grupo de
las a-carboxipenicilinas (Fass, 1983) y ¢) la produccién de enzimas fosfotransferasas
con las cuales resisten los aminoglucésidos (Wai-Ching et al, 1997). Estos tres
mecanismos son similares a los que utilizan para tolerar compuestos aromaticos

como tolueno y xilenos.

Slock y Wiedemann (2001) mencionan que miembros del género Klebsiella spp. son
patégenos oportunistas que causan un gran nimero de infecciones en el humano.
Se ha observado que estos son sensibles a antibiéticos como los pertenecientes a
cefalosporinas, aminoglucésidos, quinolonas, cloranfenicol y nitrofurantoina.
Klebsiella también fue ubicada en el arbol filogenético del presente trabajo (Fig.11).
Bacterias de la especie Serratia marcescens y del género Acinetobacter producen
enzimas extracelulares como algunas nucleasas y proteasas; crecen en lactosa y
sacarosa (Ashelford et al., 2002; Abdel-Ei-Haleem, 2003; Kumar y Shekhar, 2007);
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las bacterias del género Pantoea hidrolizan esculina y gelatina, reducen nitratos y
nitritos; utilizan como fuente de carbono fructosa, manosa, lactosa, sacarosa y
manilol (Gavini et al., 1989). Tanto Serratia como Pantoea fueron detectadas en el

arbol filogenético obtenido en el presente trabajo de investigacién (Fig. 11).

Las bacterias desempefnan un papel relevante en la biorremediacién de ambientes
naturales contaminados por compuestos téxicos; ejemplos de estas baclerias son
Serratia marcescens capaz de degradar debenzofuran (Kumar y Shekhar, 2007) y el
género Acinetobacter que degradan fenol, benzoato, petréleo crudo (Abdel-El-
Haleem, 2003) y, tolueno (Zilli et al., 2001). Este mismo género, ademas, tiene como
funcién remover fosfatos y metales pesados (Abdel-El-Haleem, 2003) y, como se
menciond anteriormente, sintetiza alcohol deshidrogenasas para la degradacion de
alcoholes (Bellion y Wu, 1978).

En lo que se refiere a la idenficacién molecular de los cuftivos bacterinanos mediante
el andlisis de su 16S ADNr, en las figuras 7A, 7B y 7C, se observa el ADN total que
se extrajo de 22 aislados bacterianos, estos fueron analizados en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etido y observados mediante el uso de un transiluminador

con luz ultravioleta.
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Figura 7. ADN ftotal extraido de 22 cuitivos bacterianos aislados del humedal de La Mixtequilla,
analizados en gel de agarosa al 1% y leitido con bromuro de etidio.

Se amplificd un fragmento del gen 16S ADNr de nueve cullivos bacterianos del

humedal de La Mixtequilla (7 bacilos y 2 cocos) contenidos en la figura 7C, asl como

de E. coli (utilizada como referencia). Se utilizaron los Iniciadores universales

forward FBac 5 ATCATGGCTCAGATTGAACGC 3' y reverse CGO605R 3
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CGGTGAATACGTTCCCGGG 5' y nuevamente se cuantificé el ADN total (Tabla 20)
para la secuenciacion posterior.Se hicieron lecturas del ADN diluido (1:00 6 1:50) en
un espectrofotémetro a 260 nm, para ello se consideré un volumen determinado
(volumen final V1) de ADN (en microlitros) que fue diluido hasta obtener una
concentracién de 100 ng, misma que fue utilizada para la amplificacién del gen 16S
ADNTr.

Tabla 20. Lecturas de ADN total en nanogramos/microlitro, de los nueve cultivos

bacterianos.
Cultivos Dilucién de Abosrbanci (C1)en (V1) enpL H20*
bacterianos ADN a ng/pL
(260 nm)

MP16 1:100 0.195 772 12.945 87.05
MLLFO 1:100 0.417 2085 4.8 95.2
MLLFAC 1:100 0.537 2685 3.72 96.28
MLLSO13AC 1:100 0.133 665 15.00 85.00
MLLF178B 1:100 0.040 200 50.00 50.00
MLLS13AC 1:100 0.221 110 9.05 90.95
MLLF17C 1:500 0.121 302 33.05 66.95
MLLS13C 1:100 0.107 535 18.70 81.3
MLLSO2AC 1:100 0.243 1215 8.230 91.77

C1=ng/pL de ADN total, V1=Volumen final de ADN en pL, nm=nanémetros, ng/u=nanogramos por
microlitros.” fa necesaria para contar con un volumen de 100 pL

Para amplificar el ADN por PCR, se utilizaron 100 ng/puL (1.0 yL) de ADN molde. El
ADN producto de la reaccién de la PCR, se deposité en un gel de agarosa al 1%
contenido en una camara de electroforesis para su migracion a 120 V. Finalmente,
en un transiluminador UV se observaron las bandas del fragmento del gen 16S
ADN; fue verificado el tamano esperado del producto de aproximadamente de 1371

pb (Figura 8) y se tomaron las fotografias de las bandas con una cAmara Kodak.
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101218 21 22 27314041 T A

10 =MLLFO Bacilos

12 = MLLFAC Bacilos

18 =MLLS13AC Baclios

21 =MLLSO13AC Badlios
1371 pb 22 =MLLF17B Baclios

27 =MLLF17C Bacilos

31 =MLLS13C Bacilos

40 =MLLS02AC Cocos

41 =MP 16 Cocos

T = Tesligo

A = Marcadoer Molecuar Lambda

Figura 8. Bandas del fragmento del gen 16S ADNr de aproximadamente 1371 pb de los nueve
cultivos bacterianos y de un testigo negativo sin ADN (T), analizados en gel de agarosa al
1% y tefido con bromuro de etidio. Al final aparece el marcador Lambda (M) que sirvié
para estimar el tamario del amplicon. Nota: las bandas parecen de tallas distintas debido

al error de edicion de la imagen.
Purificacion de los productos de PCR

Los fragmentos del gen 16S ADNr de los nueve aislados bacterinos fueron
purificados considerando el producto esperado de 1371 pb y observados también en

un gel de agarosa al 1.0%, tefhido con bromuro de etidio (Fig. 9).

1012 162122273140 41 3

10 = MLLFO

12 = MULFAC

16 = MLLSI3AC
1371 pb 21 =MUSOL3AC

22= MUF178

27 = MLLF17C

31=MUS13C

40 = MLLS02AC

41 =MP16

Figura 9. Bandas purificadas del gen 16S ADNr de aproximadamente 1371 pb de cada uno de los
cultivos bacterianos; al final aparece el marcador molecular Lambda (A). Nota: las bandas
parecen de tallas distintas debido al error de edicién de la imagen.
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EI ADN producto de la PCR purificada nuevamente fue cuantificado (Tabia 21) con el
fin de obtener una concentracion de 150-300 ng/uL; con este producto se amplifico
un fragmento de 465 pb, utilizando los iniciadores universales para bacterias CGO
(Forward) 465 (5' CTCCTACGGGAGGCAGCAG 3') y CGO (Reverse) 465 (3'
CAGGATTAGATACCCTGGTAG 5).

Tabla 21. Resultados de la cuantificacién del ADN producto de la PCR.

Cultivos Diluclén | Absorbancia ADN en ng/pL (producto de la | L de ADN necesarios para
bacterianos (260 nm) PCR) para secuenciar el ADN | sacuenciar el ADN de doble
de doble cadena cadena
MP16 1:50 0.037 92.5 2.0
MLLFO 1:50 147.5 67.79 3.0
MLLFAC 1:50 0.077 1925 1.0
MLLSO13AC 1:50 0.106 37.73 5.0
MLLF17B 1:50 0.082 205.0 1.0
MLLS13AC 1:50 0.059 147.5 1.0
MLLF17C 1:50 0.065 182.5 1.0
MLLS13C 1:50 0.105 262.5 1.0
MLLSO2AC 1:50 0.052 130.0 2.0

El producto de 465 pb (parte interna del fragmento de 1371 pb) se llevd a secuenciar
a fa Unidad de Acidos Nucleicos del CINVESTAV-Zacatenco.

Las secuencias de los nueve cultivos bacterianos fueron alineadas con el programa
Vector NTi version 6.0 (Fig. 10). Estas secuencias se depuraron y se sometieron al
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ubicado en el sitio del NCBI (National
Center of Biotechnology Information), para compararse con secuencias parciales
existentes del gen 16S ARNr de diferentes géneros y especies bacterianas (Tabla
22). Finalmente, todas las secuencias fueron alineadas con el programa Vector NTI
versién 6.0 y, con el programa Mega 4, se elabord un arbol filogenético donde se
ubicaron los nueve cuitivos (Fig. 11).

>ACB 05F y 06R MP16

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAACCCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAA
AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAG
GCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGT
GGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCG
GTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGC
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>ACBOSF y ACB10R MLLFO

TGTGTGAAGAAGGGCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGACGA
TAAGGTTAATACCCTTCTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTACC
TCCGTACCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGCCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GCCGAAGGC

>ACB11F y ACB12R MLLFAC

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGA
TGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGC

>ACB13F y ACB14R MLLSO13AC

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTG
CAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT
TGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGC

>ACB17F y AB18R MLLF17B

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGAGAAGAACAAGT
ACCGGAAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACGTGACCAGAAAGCAACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAACGTAGTTGCAGAGCGTTATCCGGAGA
TATGGGGCGTAAAGCGCGCGCAGCCGGCTCCTAAGTCTGATGTGAAGGCCCAC
GGCTCAACCGTTGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGGAGAG
AAAAGGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGGGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGC

>ACB21F y ACB22R MLLS13AC

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAGGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGC
TGAGGTTAATAACCTCAGCATTTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGC

55



>ACB23F y 24R MLLF17C

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGG
TGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTITGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGC

>ACB25F y 26R MLLS13C

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGG
TGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGAATGTGAAATCCCCGG
GCCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGG
GGGTAGAATACCAGGCGAAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATTCCG
GTGGCGAAGGC

>ACB33F y ACB34R MLLSO2AC

TGTGTGAAGAAGGGCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGACGA
TAAGGTTAATACCCTTCTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTACC
TCCGTACCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGCCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GCCGAAGGC

Figura 10. Secuencias del 16S ADNr de los nueve aislados bacterianos del humedal de La
Mixtequilla. Las letras negras sefatan la localizacion de los iniciadores; al principio se encuentra el
iniciador forward y al final el iniciador reverse.
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Tabla 22. Aislados bacterianos del humedal de La Mixequilla y su relacidn con especies
bacterianas.

Mo yclve e oes0 G {secencia i Gl gen 165 FormacekbzyGram Fanilay Phnum LY Todcore Qoov. Bd % Mientiad
P15 |ACBF y ACBOGR) R Cesly £ B W0 B
AT ket brce 1PYHL Backs yoos (f)  iesporngpcese ctromyceks 94 B T I -
Fycoos ! i “Coom ¥ o foromcees Wil I T
Tosdert s THEC Rk} apagEes Iefameas 84 s w0 %
Tetrasphoera p ST Cooos (+4) iaspoargecee Mdinomices el &% w0 -]
3 Keks . 2010 Carsybcks(y  hiaspomngicea ® & o B
OUBEYIBR) Backs ) an m W v
8 Kbt preursonia 6 fackn ) Eerezrons e Q BoWwa 9
Entyhy bk Y03 ) Yonksickia 10 moowa 9
Prptaprimcatoon sbs Becks) Ertrachroese yProeobacera 20 ® W W
PecklerkrimEz3]
CIEIFYRR " Ramf) ) ® m o0 09
Kesisk preumonie T 41 Backst) Erteleritisie yPURCE wo momo 9
Kebseh p 3 Backs ) Erobersracese p st 10 oW 0 @
SCH3C YCBIF y AEHR) Bacios ) ® 7S TS
; Beclls sk 50 Bk ) Bordaoest Frmice 1 m w0 @
Bk shabsprozss 1% Backs {4} Bk Fmce ® (7. S I
Becibs ol WO Bucks 1) Backoess Frmicue a1 & W0 @
MLLFITB CBSTF y ACBE) Backs ) w %A M
Baciks g VY Bacios (4] Beckceze Fimoue ‘m @ mer W
" Echstovipils WS Backs () Beclone e 51 D W T
VCRHF yKCBZR) Backs ) © I R
! ot st NETWR  Backn) Enheceriont Pristecere m @ Wwe g
NS _ Joretieck crivesint Phigpies -1 Cooosyooctacos ) Mok Proschacery b W0
Partes sp. PP Backs ) Frentrerese PrEtochs &t W mos W
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Pb=pares de bases, Total score=resultado total, Q. Cov.-Query coverage=consulta complela,
Eval.=evaluado y % Max. ident.=porcentaje de maxima idenlidad, (-)=Gram-negativo, (+)=Gram-
positivo.

En la figura 11 se observa el arbol filogenético construido con 28 secuencias de un
fragmento de 310 pb del gen 16S ARNr. Nueve de las secuencias son del gen 16S
ADNr de MLLFO, MLLFAC, MLLSO2AC, MLLS13AC, MLLF17C, MLLSO13AC,
MLLF17B, MLLS13C y MP16, aisladas de muestras de agua del humedal de La
Mixtequilla, y 19 de las secuencias (Anexo Il) son parciales del gen 16S ARNr de las

diferentes especies y géneros bacterianos localizados en el BLAST.

El arbol filogenético se elabor6 con e! programa MEGA 4 por e! método Neighbour-

joining con valores de bootstrap en cada nodo representados en porcentajes, los
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cuales indican un promedio de 500 réplicas que significarian que es el arbol de
maxima probabilidad; este analisis soporta las refaciones filogenéticas de los cultivos
con un porcentaje de identidad de 94-99% (Tabia 22).

&35 MUFAC
31| Kieblelia sp L3-F 1656782
| Kiebsielis preumoniee syain TIw-1-FJ655
84 i Pectobactarnim carolovonim siubsp catalo
| jMuro
5 ¥ {MLLSO2AC
15 MLLS13AC
| || Entorodector asburies stran AMST SWo02
“63“! i strsin Pril
b2 Pantosa sp IPPW-25 F 848855
MLLF17C
= N—’ Endophytic bacterium Y03-F 1644560
l> ! Pseudomonas fluorescens stram PSY-11-FJ
i
|
|

& | Becllus boroniphdus shain-CM25 EU6603
' | Baclfius jeotgat! sirain LN4-F 1809706
| Baclllus pumifus strain JS-43-GO280113
31 | Bocllss subdis strain N43-GO465535
25 Baclls stratosphenicus sbsin xu13-G
| I L MLLsO13AC
—— MLLF17B
——r e — = MLLS13C

" | Sematis marcescens stiain DAP27-EU30285
‘ f Knoelha sp. S2NP10-AB242714

— | | MP6

2

f P L1b-09-GO344405

& | Terrsbacter sp 13648C-EUT41152

2| Totrasphaera sp. Eilin176-AF 409018
Janbacier terae strain 1P 10AC-EUD77654

Figura 11. Arbol filogenético que indica la posicién de los cultivos bacterianos con respecto a otros
taxa, basado en las secuencias del gen 16S ARNr. Se observa el valor 0.1 de la barra que
representa la substitucion de un nucledtido por 100 nucleétidos en las secuencias 16S
rRNA.

Cabe destacar que en el arbol filogenético (Fig. 11) se observan tres grupos: el
primero lo conforman las y-Proteobacterias (Ejs. Enterobacteriaceae,
Pseudomonaceae), el segundo los Firmicutes (Ej. Bacillacea) y el tercero esta

integrado por las Actinobacterias (Ej. Intrasporangiaceae). La especie Serratia
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marcescens también pertenece a las y-Proteobacteria, pero se encuentra separada
de ellas (Fig. 11) posiblemente por presentar endoesporas. Anteriormente se habifa
identificado como Bacillus sp., crece en presencia de 7% de NaCl (Ajithkumar et al.,
2003); es unica entre las Enterobacterias por secretar una quitinasa, varias
proteasas, una nucleasa y una lipasa (Hejazi y Falkiner, 1997); presenta resistencia
multiple a los antibidticos cefalotina, cefotaxima, gentamicina, amikacina netilmicina,

cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol (Goullet y Picard, 1997).

De los nueve aislados identificados genéticamente se lograron caraclerizar
calabdlicamente cinco de ellos, los cuales comparten algunas caracteristicas
fisiolégicas con Tetrasphaera sp. (MP16), Bacillus pumilus (MLLSO13AC), Bacillus
jeotgali (MLLF17B), Enterobacter asburise (MLLS13AC) y Sermratia marcescens
(MLLS13C) (Tabla 23), localizados con el BLAST del NCBI. Solamente cuatro de
estos cultivos se expusieron alcoholes primarios y compuestos aromaticos y tres en

los antibibticos.

Tabla. 23. Caracteristicas fenotipicas de los cinco aislados bacterianos identificados
mediante secuenciacién de un segmento del 16S ADNr, y las especies con las
que se relacionan, localizadas en el BLAST

Ceanbetar MP 16 Tetrasphaera sp - MLLSO13AC Baciilus MLLF178 Bacilizs MLLS13AC Enferobacter MLLS13C Sermalia
pumilus® Jeotgain © Bsbunse” marcescens

Identdad (%) 98 9 94 g7 09
Forma celutar ¢ ¢ 6 b b b b b b b
Gram - - . - - - -
Moulidad + - .
ADNasa
Amilasa
Gelalinass
E sculinasa
Ureasa
Upasa
|Glucosa
Lactosa
Manitol
Manocsa
S acsrosa - . - - -
Maltosa - - . -
Fructosa - - + . +
Citralo - - -
Nitralos Lo - - - - 3 - i - +
Nitritoa - € - .
Desnltificeoion  « . ’ T B - .
indo! - -
. . - . .

. Cele
e .
P
\ .
[ I B L O I )
.

b e e w4

+=Respuesia positiva; -=Respuesla negativa, espacios vaclos=prueba no documenlada, c=coco, b=bacilo,
MLLS13C no se expuso a los alcoholes y compuestos arométicos. Las especies fuemn reportadas por
a=Mckenzie ef a/. (2006) y Maszenan 6! al. (2000); b=Reva ot al. (2002): c=Ten saf al. (2007); Jung-Hoon et al.
(2001) y Yamamura ef al. (2007); d=Brenner el al. (1386), e=Rajasekar ol a/. (2007).

A continuacién se describen los cinco aislados que fueron identificados mediante el
analisis de su 16S ADNr del humedal de La Mixtequilla y se discuten algunas de sus

posibles funciones en este ecosistema.
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El aislado MP16 (Fig. 12) presentd forma de coco con respuesta negativa a la tincién
Gram; fue una bacteria que mostré metabolismo anaerobio facultativo y fue aislada
de la muestra de agua (12 cm de profundidad); no crecié en ninguna de las
concentraciones de NaCi, pero si en presencia de metanol (0.5% y 1.0%), etanol
(0.5%, 1.0% y 1.5%), 2-propanol (0.5%. 1.0% y 1.5%), tolueno y xileno (0.5%, 1.0%
y 1.5%).

Figura 12. Cutivo bacteriano MP18 aislado de la muestra de agua del Potrero Don Rufino.

El culivo MP16 se relacion6é genéticamente con Tetrasphaera sp. (98% de
identidad), con la que comparte algunas caracteristicas fisiolégicas. El género
Tetrasphaera pertenece a la familia Intrasporangiaceae, sub-orden Micrococcineae
del Phylum Actinomicetes (establecidos en el suelo) (Mckenzie ef al., 2006;
Stackebrand y Schumann, 2006). Algunas especies de este género han sido
aisladas del suelo y se ha observado que participan en la remocién de fosfatos,
mismos que almacenan como granulos de polifosfatos (Mckenzie et al., 2006).

El aislado MLLSO13AC (Fig. 13) fue relacionado con Bacillus pumillus con 99% de
identidad, presenté forma de bacilo y respuesta positiva a la tincién de Gram; fue
capaz de crecer a concentraciones del 1.0% y 1.5% de NaCl, asi como en metanol,
1-butanol (0.5%), 2-propanol (2.0%, 3.0% y 4.0%) y tolueno (1.0 y 1.5%) y presentd
resistencia a ios antibiéticos CTX y NF. Cabe sefialar que el cuitivo MLLSO13AC
presentd caracteristicas fisiolégicas semejantes a Bacillus stratosphericus, bacteria
recientemente descrita por Shivaji et al. (20086), aislada de la atmésfera.
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Figura 13. Cultivo MLLSO13AC proveniente de la muestra colectada en el nivel
subsuperficial de El Lianete

Bacillus pumilus es una bacteria Gram-positiva con metabolismo aerobio estricto,
propiedad que no comparte con el cultivo MLLSO13AC. B. pumilus pertenece a la
familia Bacillaceae, es de vida libre y forma parte de la biota de los suelos; promueve
el crecimiento de las plantas y el alargamiento de las raices; también puede ser
enddfito y es capaz de producir antibidticos Utiles para el control de patégenos en las
plantas (Reva et al., 2002).

El cultivo bacteriano MLLF17B (Fig. 14) fue un bacilo con respuesta negativa a la
tincion de Gram; present6 metabolismo aerobio estricto, fue capaz de tolerar las tres
concentraciones de NaCl; crece en etanol (0.5% y 1.0%), 1-butanol (1.5% y 2.0%),
2-propano! (1.0% y 1.5%), tolueno y xileno (0.5%, 1.0%. y 4.0%), presentd
resistencia a los siguientes antibidticos: CTX, GE, NET, STX, AMy CB.

Figura 14. Cultivo MLLF178 de la muestra de agua de fondo de El Llanete.

El cultivo MLLF17B se relacioné genéticamente con Bacillus jeotgali (porcentaje de
identidad del 84%) y fisiolégicamente también comparten algunas caracteristicas. B.
Jjeotgali presenta céiulas con forma de bacilo y respuesta variable a la tincion de
Gram; es anaerobio facultativo (esta caracteristica no la comparte con el aislado
MLLF17B) y es capaz de acumular metales pesados como el cadmio y el zinc
(Green-Rulz et al, 2008). Esta especie fue descrita por Jung-Hoon et al. (2001)
quien la aislé6 del jeotgal y de sedimentos.
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El cultivo MLLS13AC fue parecido genéticamente a Enterobacter asburiae con un
porcentaje de identidad de 97%; mostrd forma de bacilo con respuesta negativa a la
tincién Gram y metabolismo anaerobio facultativo, caracteristica que comparte con
E. asburiae (Brenner ef al.,1986); MLLS13AC crecib en presencia de 1.0% de NaCl,
asl como en algunas concentraciones de metanol (1.0%), etanol (0.5%, 1.0% vy
1.5%), 1-butanol (en todas las concentraciones), 2-propanol (0.5%, 1.0%, 1.5% vy
3.0%), tolueno y xileno (0.5%, 1.0% y 1.5%). El género Enterobacter fue descrito en
1960 por Hormaeche y Edwards, esta ampliamente distribuido en EU y al parecer es
el género mas registrado de la familia Enterobacteriaceae. De manera particular,
Enterobacter asburiae ha sido aislada de |la nzésfera de plantas, produce acido indol
acético (IAA) el cual es un excelente promotor del crecimiento vegetal (Gyaneshwar
et al., 1999; Halda-Alija, 2003); también solubiliza el fosfato mineral de los suelos
alcalinos y resiste los antibiéticos AM y CF (Brenner et al., 1986).

E! cultivo MLLS13C (Fig.15) present6é forma de bacilo con respuesta negativa a la
tincién de Gram y metabolismo anaerobio facultativo, propiedades generales de las
enterobacterias. Genéticamente comparte el 99% de identidad con Serratia

marcescens.

Este aislado fue sensibie a las tres concentraciones de NaCl. Debido a la pérdida de
viabilidad, no fue sometido a los antibi6ticos, alcoholes ni compuestos aromaticos.

"} WA

Figura 15. Cultivo bacteriano MLLS13C aislado de la muestra de agua superficial de El Lianete.

Se sabe que S. marcescens es una especie endéfita (asociada a las ralces de las
plantas) y ha sido aislada de suelo, agua, raices de plantas como arroz y malz;
promueve el crecimiento de tomate y trigo al producir |IAA, incrementa el
alargamiento de las raices de las plantas y fijla N2 Induce resistencia contra
patégenos (Ej. hongos y bacterias), a las plantas de tabaco, algodén y en cultivos
agricolas se utiliza para biocontrol (Press et al., 1997, Gyaneshwar et al., 2001),
también tiene capacidad para degradar diesel (Rajasekar et al., 2007).
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Las especies bacterianas aisladas de los humedales podrian jugar un papel
relevante en la agricultura, especialmente porque han sido asociadas genéticamente
con bacterias que promueven el crecimiento de las plantas y participan en el
biocontrol de patégenos (Fontes et al., 2009), tal es el caso de miembros de los
géneros Serratia, Enterobacter y Bacilfus que pueden desempefiar estas funciones

en los humedales de agua dulce (Halda-Alija, 2003).

De acuerdo con Fontes ef al. (2009), ciertas bacterias asociadas a plantas favorecen
la tolerancia vegetal contra compuestos tdéxicos como el tolueno gracias a que es

degradado en el suelo por las bacterias.

Como se indicd en pamafos previos, los cultivos bacterianos del humedal de La
Mixtequilla presentaron caracterfsticas fenotipicas que comparten con Enterobacter
asburiae, Serratia marcescens, Bacillus pumilus, Bacillus jeotgali y Tetrasphaera sp;
son capaces de degradar alcoholes y compuestos aromaticos, mismos que pueden
llegar al ambiente gracias a 1a industria petrolera que en esta zona esta ampliamente
extendida.

Tres aislados bacterianos identificados genéticamente no se lograron caracterizar
fisiologicamente debido a que perdieron viabilidad ain cuando se traté de
recuperarlos con diferentes medios de cultivo que incluyeron; agar nutritivo, medio
base sin metanol y sin alguna fuente de carbono, medio base con metanol, en
ninguno de éstos se observd crecimiento, sin embargo, si se ensayaron en los
alcoholes y los compuestos arométicos. En los pamrafos siguientes se presentan las

caracteristicas registradas de los tres cultivos antes citados.

El aislado MLLSO2AC se locallzé en el BLAST como bacteria no cultivable (Tabla
22), si presenté viabilidad en los diferentes alcoholes primarios y compuestos
aromaticos; fue capaz de crecer en presencia de metanol y etanol en todas las
concentraciones ensayadas; en tolueno crecié al 0.5%, 1.0%, 2.0%, 3.0% y 4.0%, de
xileno al 0.5%, 1.0% y 1.5%, en 2-propanol al 0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0%: en 1-
butanol al 0.5%, 1.0% y 1.5%. Finalmente, se observd que es resistente a la

ampicilina y fue sensible al resto de antibibticos.

Los cultivos MLLFAC y MLLFO se relacionaron genéticamente con Klebsiella
pneumoniae (Tabla 22). El primero crecié en presencia de metanol (0.5%, 1.0%,
1.5% y 2.0% ml/L), tolueno (0.5%, 1.0% y 4.0%), xileno (al 0.5% y 1.0%), 2-propanol
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(0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% y 3.0%), 1-butanol (0.5%, 1.5%, 3.0% y 4.0%) y etanol
(0.5% y 1.0%). La actividad del cuitivo MLLFO fue més discreta, s6lo fue capaz de
crecer en metanol al 0.5%, tolueno al 1.0%, xileno al 0.5% y 4.0%; en etanol en
0.5%, 1.0% y 2.0%. El aislado bacteriano MLLF17C genéticamente es muy cercano
a Serratia macescens y no fue expuesto a ninguno de los alcoholes ni compuestos

aromaticos.

CONCLUSIONES

Los aislados bacterianos del humedal de La Mixtequilla presentaron actividad
metildtrofa al crecer en medio base con metanol y su participacion en el ciclo del
carbono al crecer en presencia de diferentes carbohidratos y en el del nitrégeno al

reducir los nitratos a nitritos.

La mayorla de los cultivos bacterianos fueron capaces de producir ureasa con lo

cual se deduce que hay urea en el humedal de La Mixtequilla.

Se identificaron genéticamente cinco cultivos bacterianos que estan estrechamente,
relacionados con Tetrasphaera sp., Bacillus pumilus, Bacillus jeotgali, Enterobacter

asburiae y Serratia marcescens.

La actividad metilotréfica de las bacterias del humedal de La Mixtequilla podria
deberse a que producen enzimas alcohol deshidrogenasas que les permiten oxidar a
aicoholes primarios como el metanol, etanol y 1-butanol tal y como fue realizado por
las especies de los géneros Bacilius, Acinetobacter y Enterobacter, localizados en el
BLAST.

Los antibiéticos que mas resistieron fueron la carbenicilina, nitrofurantoina, cefalotina

y ampicilina.

El cultivo MLLSO2AC resulté identificado, en el BLAST, como un organismo no
cultivable; los cultivos MLLFO y MLLFAC genéticamente se relacionaron con

Klebsiella pneumoniae y MLLF17C con Serratia marcescens.
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ANEXO |

MEDIOS DE CULTIVO Y TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y
CARACTERIZACION DE CULTIVOS BACTERIANOS.

Anexo IA
Solucién salina para hacer las diluciones de los aislados
1000.0 mL Agua destilada

08¢ NaCl
Agar nutritivo
1000.0 mL Agua destilada

15.0g Agar bacterioldgico (BIOXON)
8.0g Caldo nutritivo (BIOXON)

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121°C) durante 20 minutos. Enfriar de
45-50 'C y vaciar en cajas Petri. Este medio de cultivo se utilizé para hacer crecer

los cultivos bacterianos puros y para su conservacion en viales de 5.0 mL inclinado.
Técnica para la tincén de Gram (Carballo-Cruz, 1985)

Cristal violeta-oxalato de amonio.

Solucién A Soluciéon B
200.0 mL  Alcohol etilico 96% 80.0 mL Agua destilada
0.2g Cristal violeta. 089 Oxalato de amonio

Combinar ambas soluciones vy filtrar, dejar reposar durante 24 h.

Lugol
Solucién A
240.0 mL Agua destilada Solucién B.
10g Yodo (cristales). 60.0 mL NaHCOs. al 5%

1049 Yoduro de potasio
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Combinar las soluciones A y B; filtrar con papel filtro y dejar reposar durante 24 h de

obscuridad antes de ser utilizado.
Safranina
100.0 mL  Alcohol etilico (96%)
1.0g Polvo de safranina
Agitar hasta que se disuelva y dejar reposar durante 24 h antes de ser utilizado.

Preparacién de las muestras (hacer frotis de los cultivos bacterianos en solucion
salina para fijarlos en el portaobjetos) y aplicacién de la tincion de Gram (Carballo-
Cruz, 1985).

Cubrir con Lugol para fijar el cristal violeta, dejar reposar durante un minuto y

retirarlo con agua corriente.

Cubrir con alcohol {para romper las membranas celulares), dejar reposar durante un

minuto y lavar con agua corriente.

Finalmente cubrir con safranina y retirar la safranina completamente con agua
corriente.

Dejar secar al portaobjetos con el frotis.

Posteriormente, se hacen observaciones al microscopio oOptico con tamaio de
objetivo de 100X con el fin de conocer las formas celulares de los aislados
bacterianos y su respuesta a la tincién de Gram. Si las células bacterianas presentan
color rosa su respuesta a la tincion de Gram es negativa y si son moradas es
positiva. Por Gltimo, se toman fotografias de algunas de las formas celulares

bacterianas.
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Anexo | B

Medios de cultivo para las pruebas fisioldgicas

10g Extracto de levadura
1.0g Peptona bacterioldgica
1.0 mL Cloruro férrico (1.2 g de FeCl3-6H,0, y 1000 mL de agua destilada)

1000.0 mL  Agua destilada

0.5%, 1.0%, 1.5% NaCl por separado
AjustarelpH a 7.5

16.0¢g Agar bacteriologico

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion a 121°C durante 20 minutos, dejar
enfriar, después de 24 h inocular los aislados bacterianos e incubar durante 24-48 h
a 28°C, después de ese tiempo, se realizaron las lecturas al observar mayor

crecimiento que en el testigo sin NaCl.



Anexo I C
Técnicas utilizadas para las pruebas bioquimicas

Para caractenzar catabdlicamente los cultivos bacterianos se prepararon medios de
cuitivo conteniendo caldo rojo de fenol con sustratos diferentes que incluyeron:

glucosa, lactosa, manosa, sacarosa, manitol, maltosa y fructosa.
1000.0 mL  Agua destilada
16.0g Base rojo fenol (base de caldo rojo-fenol BIOXON)
50¢ Sustrato

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presion de 121°C durante 20 minutos y dejar
enfriar, después de 24 h inocular los cultivos bacterianos puros, dejar incubar
durante 24-48 h a 28 °C. Se considera como positivo el cambio del medio de cultivo

de color rojo a amarillo.

Medio SIM, es ltil para observar la produccién de indol, H,S y la movilidad de

los aislados bacterianos
1000.0 mL  Agua destilada
300g Medio SIM (BIOXON)

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presién a 121°C durante 20 minutos y dejar
enfriar durante 24 h, inocular los cultivos bacterianos puros e incubar durante 24-48
horas a 28 °C. La produccién de H,S se evidencia por la presencia de color negro en
el cultivo. Para observar la produccién de indo! se adicionaron 3 gotas de reactivo de
Kovacs con el cual se observa la presencia de color rojo en la superficie del medio
de cultivo bacteriano que indica la produccién de indol y la movilidad es observada

cuando el cultivo migra alrededor de inoculo.

Preparacion del reactivo Kovacs el cual es utilizado para observar la produccion de
Indol en los cultivos.
Reactivo Kovacs
150.0 ml Aicohol amilico o isoamilico (puede sustituirse por alcohol butilico)
1.0g p-dimetilamino-benzaldehido
50.0mL  HCl concentrado
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Oxido-fermentacion en glucosa, sacarosa y fructosa
1000.0 mL Agua deslilada
16.0g Caldo base rojo de feno! (BIOXON)
509 Sustrato
03g Agar bacteriolégico (BIOXON)

Hervir hasta disolverse y servir en tubos de ensaye con tapones de aigodén,
esterilizar en autoclave a 15 libras a presion (121°C) durante 20 minutos, después de
24 h, se inoculan los aislados por duplicado y se coloca cera a uno de ellos; se
incuban durante 2448 h a 28 °C. El cambio de color rojo a amarillo en ambos
cultivos indica respuesta positiva a la anaerobiosis facultativa. Cuando hay cambio
de color en un solo tubo quiere decir que es aerobio estricto. Descrito en Carballo-
Cruz (1985).

Reduccidn de nitratos y nitritos (Carballo-Cruz, 1985)
1000.0 mL Agua destilada

8.0g Caldo nutritivo

10g Nitrato de potasio
AjustarelpH a 7.5

Distribuir 9.0 mL en cada tubo de ensaye con capacidad de 15.0 mL y para observar

la produccién de gas, se colocod una campana Durhan.

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presién (121°C) durante 20 minutos, después

de 24 h se inoculan los cultivos e incubar durante 24-48 h a 28 °C

Para determinar la reduccién de nitratos a nitritos agregar la reactivos Griess Ay B
(3 gotas de cada uno). Si al agregarlos se observa el color rojo la reduccion de
nitratos es positiva y de nitritos es negativa. Si no cambia de color se agrega un
poco de polvo zinc, si con este no cambia de color quiere decir que hubo reduccién
de nitratos y nitritos y si los cultivos viran a rojo, la reduccién de nitratos a nitritos es

negativa.
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Desnitrificaciéon (Carballo-Cruz, 1985)
1000.0 mL  Agua destilada
1.0g Nitrato de potasio (Fermont)
509 Extracto de levadura
1.0mL Glicerol
91g Bacto-peptona
Ajustar el pH a 7.5 (Antes de agregar la Bacto-peptona)

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presiéon (121°C) durante 20 minutos, después
de 24 h se inoculan los cultivos baclerianos y se coloca cera para simular
condiciones anaerobias, se incuban (2448 h a 28 °C), es positivo cuando hay

presencia de gas.
Agar-Citrato de Simmons
1000.0 mL  Agua destilada
220g Citrato de Simmons (BIOXON)

Hervir para disolver y vaciar (3.0 mL) en tubos de ensaye, esterilizar en autoclave a
15 libras a presion (121°C) durante 20 minutos, después de 24 h, inocular los
cultivos bacterianos e incubar de 24-48 h a 28 °C después de este tiempo, el cambio
de color verde a azul del medio de cultivo muestra respuesta positiva como anica

fuente de carbono.
Lisina descarboxilasa
1000.0 mL  Agua destilada
14.0g Caldo de lisina descarboxilasa (BIOXON)

Vaciar 4.0 mL en tubos de ensaye esterilizar en autoclave a 15 libras (121°C)
durante 20 minutos. Dejar enfriar durante 24 h, inocular los aislados bacterianos e
incubarlos durante 24-48 h a 28 °C, el cambio de color café claro indica respuesta

positiva a la produccién de la enzima lisina descarboxilasa.
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Anexo | D
Técnicas para la produccion de enzimas extracelulares.

Los aislados bacterianos antes de ser inoculados en los medios de cultivo que
contienen sustratos para la produccion de enzimas extracelulares, fueron inoculados

en tubos de ensaye con 3.0 mL de caldo nutritivo.
Amilasa
1000.0 mL  Agua destilada
230¢ Agar nutritivo
15g Almidon soluble
509 Cloruro de sodio
AjustarelpHa 7.5

Esterilizar en autoclave a 15 libras (121°C) durante 20 minutos. Dejar enfriar a 40-
45°C, servir en cajas de Petri, después de 24 h inocular los cultivos bacterianos e
incubarlos (24-48 h a 28 °C), crecido el cultivo cubrir la caja de Petri con lugol. La
presencia de un haio color transparente (amarillo) alrededor de los cultivos muestra

una respuesta positiva para la produccion de amilasa.
Gelatinasa
1000.0 mL Agua destilada
23049 Agar nutritivo
4049 Getlatina bacterioldgica

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presién (121°C) durante 20 minutos. Dejar
enfriar de 4045 ‘C. Servir en cajas Petri después de 24 h inocular los cultivos e
incubarlos de 2448 h a 28 °C, con los cultivos crecidos, al cubrir la placa con
solucion de cloruro mercurico se observé respuesta positiva a la produccién de la

gelatinasa al presentar un halo de degradacién transparente en tomo al crecimiento.
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ADNasa
1000.0 mL  Agua destilada
42.0¢ Agar para prueba de ADNasa (BIOXON)

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121'C) durante 20 minutos. Dejarlo
enfriar de 4045°C y servir en cajas de Petri, después de 24 h inocular los aislados
bacterianos e incubar durante 2448 h a 28°C, crecidos los cultivos cubrir la placa
con HCl 1.0 N, un halo de degradacién blanquecino en el contomo del cuitivo

muestra la prueba positiva a la produccion de ADNasa.
Ureasa
1000.0 mL  Agua destilada

15.0g Agar bacteriol6gico

29.0g Base de agar urea (BIOXON)

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presién (121°C), durante 20 minutos. Dejar
enfriar hasta 40-45°C y colocar la base de agar urea estéril con el agar
bacteriolégico, mezclarlos y vaciar en tubos de ensaye, después de 24 h inocular los
aislados bacterianos e incubar durante 2448 h a 28°C la presencia del color rosa en

los cultivos indica respuesta positiva a la produccion de la ureasa.
Esculinasa

15.0 mL Agua destilada

1049 Peptona bacteriolégica
10g Esculina
1.0g FeSO,4

AjustarelpH a 7.5
16.0g Agar bacteriolégico (después de medir el pH).

Esterilizar en autoclave a 15 libras (121°C), durante 20 minutos. Dejar enfriar de 40-
45°C y servir en cajas Pefri, después de 24 h inocular los cultivos bacterianos e
incubar (2448 h a 28°C). La respuesta positiva a la produccién de esculinasa se

evidencia por la presencia de un halo oscuro alrededor del cultivo.
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Polisacarido de Levana

1000.0 mL  Agua destilada
8.0¢g Caldo nutritivo {(BIOXON)
15.0¢g Agar bacteriolégico (BIOXON)
40.0g Sacarosa

AjustarpHa 7.5

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121°C). durante 20 minutos. Dejar
enfriar de 40-45°C y servir en cajas Petri, después de 24 h inocular los aislados
bacterianos e incubar de 24-48 h a 28°C, hacer las lecturas. El resultado es positivo
para la produccién del polisacarido de Levana cuando las colonias presentan un

aspecto viscoso.
Tween 80 (lipasa)
1000.0 mL  Agua destilada
38.0g Mueller-Hinton (Merck)
20mL  Tween 80

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121°C), durante 20 minutos. Dejarlo
enfriar de 40-45°C y servir en cajas Petri, después de 24 h inocular los cultivos e
incubar (2448 h a 28°C). La respuesta positiva a la produccion de la lipasa al
presentar alrededor del cultivo se forman estructuras pequefias como si parecieran
cristales.
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ANEXO Il

Secuencias parciales del gen 16S ARNr de fas especies y géneros bacterianos
localizados en el BLAST del NCBI

Secuencias de los géneros y especies localizadas en el BLAST. Las letras marcadas
en negro, representan los iniciadores localizados; al principio de la secuencia
(forward) y al final de ésta (reverse).

>EUQ77654-Janibacter terrae strain 1P10AC

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT

CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGATGGCGAAGGC

>GQ344405-Phycicoccus sp. L1b-b3

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT

CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGATGGCGAAGGC

>EU741152-Temrabacler sp. 13648C

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT

CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGATGGCGAAGGC

>AF409018-Tefrasphaera sp. Elin176

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT
CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGATGGCGAAGGC

>AB242711-Knoellia sp. 52NP10

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGGAAAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGTC
TGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGT
GTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGA
ACACCGATGGCGAAGGC
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>FJ527483-Peclobacterium carolovorum subsp. carotovorum strain Ecc3-7

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGG
TTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>Endophytic bacterium Y03-FJ644569

AGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCT
CATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGC
AAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCG

>FJ655996-Klebsiella pneumoniae strain TJW-1

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAG
GTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>FJ655784-Klebsiella sp. L3

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGAG
GTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>Bacillus pumilus strain JS-43-GQ280113

AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTC
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG

AAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG

ATGTGGAGGAACACCA

>GQ480484-Bacillus stratosphericus strain xfru13G

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGA
GTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTC
GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

>GQ465935-Bacillus sublilis strain N43

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGA
GTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTC
GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
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>FJ609706-Bacillus jeotgali strain LN4

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGG
AGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

>EUB60347-Bacillus boroniphilus strain CM25

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGG
AGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

>GQ420687-Enterobacter asburiae strain AIMST SW002

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGCTGAGG
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>EF446895-Acinetobacter radioresistens strain Philippines-11

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGG
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>FJ646656-Pantoea sp. IPPW-25

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGG
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>EU302852.1-Serratia marcescens strain DAP27

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGC
TTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGTCTCAACCTGGGAACTGCATT
TGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC

>FJ652595-Pseudomonas fluorescens strain PSY-11

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGC
TTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT
GAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
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