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RESUMEN 
Las bacterias metilótrofas se han estudiado desde los años 80, por el papel que 

desempeñan en los ciclos de los nutrientes y su capacidad para degradar alcoholes 

y compuestos aromáticos. Para realizar este trabajo de investigación, se colectaron 

muestras de agua y sedimento en dos potreros inundados de La Mixtequilla, 

Veracruz. Para el aislamiento de bacterias se utilizó un medio de cultivo con metanol 

como única fuente de carbono y energía; se obtuvieron cultivos puros mediante la 

técnica de siembra y resiembra, su uniespecificidad se verificó mediante 

observaciones al microscopio óptico. Los cultivos fueron caracterizados utilizando 

pruebas fisiológicas y la producción de enzimas extracelulares. Para conocer su 

capacidad de resistir o degradar metanol, etanol, 1-butanol, 2-propanol, tolueno y 

xi leno, los cultivos se inocularon en éstos y en sensidiscos con 12 antibióticos para 

conocer su respuesta; se les realizó el análisis de su 16S ADNr, sus secuencias 

fueron registradas en el GenSank del NCSI. Se obtuvieron 81 cultivos bacterianos y 

43 de ellos fueron caracterizados fisiológicamente. Los resultados revelaron que 

entre el 72%-81 % toleraron concentraciones de NaCI de 0.5%-1.5%; utilizaron como 

fuentes de carbono y energía principalmente a la fructosa (72%), glucosa, sacarosa 

(63% ambas), manosa (56%) y manitol (51%). Un porcentaje alto produjo ureasa 

(86%), lisina descarboxilasa (63%), amilasa (49%); más de la mitad (63%) presentó 

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-sulfametoxazol (80%) y 14 cultivos mostraron resistencia 

a entre cuatro y ocho antibióticos. Se identificaron molecularmente nueve cultivos 

bacterianos con un 94-99% de identidad, de los cuales cinco presentaron 

características catabólicas similares a Serratia marcescens, Enterobacter asburiae, 

Bacillus jeo/gali, Bacillus pumilus y Tetrasphaera sp. De acuerdo con los resultados 

planteados, las bacterias del humedal de La Mixtequilla pueden ser consideradas de 

importancia agropecuaria y ecológica, al degradar la materia orgánica participando 

en los ciclos del carbono y nijrógeno; además de ser capaces de crecer en 

presencia de alcoholes y compuestos aromáticos transformándolos a formas no 

tóxicas para los seres vivos. 
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INTRODUCCiÓN 

Los humedales son hábitats de transición entre ecosistemas acuáticos y terrestres; 

se encuentran a lo largo de ríos, lagos, estuarios; están periódicamente 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 

acumulación de materia orgánica (Torres-Alvarado el al., 2005). 

Estos sistemas son ecológicamente muy ricos y su biodiversidad rivaliza con la de 

las selvas tropicales. Además de su valor comercial, amortiguan y almacenan las 

aguas de inundación, retienen sedimentos y reducen la contaminación. Presentan 

flora y fauna características y son de los ecosistemas más productívos de la 

biósfera; además, se caracterizan por poseer altas tasas de sedimentación de 

material orgánico (Kusler el al., 1994). 

El valor comercial de los humedales se debe a que cumplen funciones muy útiles; 

por ejemplo, son fuentes lucrativas de arroz silvestre, de peces y mariscos, sin 

embargo, pese a su inmenso valor, están desapareciendo rápidamente y su pérdida 

se puede atribuir al mismo carácter que los hace tan valiosos. Debido a su 

naturaleza siempre cambiante se dificultan los esfuerzos para crear políticas 

relacionadas a su conservación (Kusler el al., 1994). 

De acuerdo con Torres el al. (2002), la superfcie mundial que ocupan los humedales 

naturales es mínima (3%) pero la reserva del carbono que ahí se encuentra es del 

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

En los humedales la materia orgánica es mineralizada principalmente en los 

sedimentos a través de procesos anaerobios; en especial, en los costeros, la sulfato

reducción es la fase terminal más importante de la descomposición anaerobia, 

mientras que la metanogénesis domina en los humedales de agua dulce (Torres

Alvarado el al., 2005). 

A los humedales se les ha considerado como fuentes naturales de metano por lo 

que ejercen un efecto sobre la composición de los gases de la atmósfera; el dióxido 

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 atmósfera, mismo que contribuye 21 veces más al efecto ínvemadero que el 

dióxido de carbono (Ritchie el al., 1997). Cabe destacar que el CO, tiene un tiempo 
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de vida en la atmósfera de 100 años (Gary y Chanton, 2001) y el metano de 9-12 

años (Ritchie el al., 1997). La mayor parte del metano es oxidado en la atmósfera 

por radicales libres (OH) y una pequeña fracción de este gas (1-10%) es 

transformado por el consumo bacteriano en el suelo (Lelieveld el al., 1998), en tanto 

que en la columna de agua hay variaciones de emisión y oxidación de metano 

(Torres-Alvarado el al., 2005). 

El metano es producido por las bacterias metanógenas tras la degradación 

anaerobia de la materia orgánica (Torres el al., 2002) y es oxidado para dar origen a 

metanol por bacterias metanótrofas (Auman el al., 2000). 

El metanol (CH30H) es un alcohol de bajo peso molecular, se caracteriza por ser 

tóxico para los seres vivos cuando se acumula en ellos (Dijkhuizen el al., 1985; 

Peinador el al., 1999) y puede ser utilizado como única fuente de carbono y energía 

por bacterias conocidas como metilótrofas facultativas, las cuales lo oxidan mediante 

la enzima metanol deshidrogenasa (Radajewski el 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 mayoría de las bacterias que oxidan al metanol se 

caracterizan por utilizar al ciclo de la via de la serina para dar origen al formaldehído 

el cual es incorporado en la biomasa celular. Estos microorganismos metilótrofos 

habitan en una gran variedad de ambientes naturales (Vorob'ev el al., 2009). 

Las bacterias metilótrofas comparten la propiedad de utilizar fuentes reducidas de 

carbono, muchas de ellas están asociadas simbióticamente con plantas y son 

comunes en el suelo; su diversidad es muy amplia e incluye a los taxa a, ~ y y

Proteobacteria, además de los Firmicutes (Cristales el al., 2010). Se ha observado 

que muchas de ellas tienen efectos benéficos en el crecimiento de las plantas al 

producir fitohormonas, controlar patógenos y eliminar compuestos tóxicos (Swain y 

Ray, 2009; Mckenzie el al., 2006). 

Además de oxidar al metanol, las bacterias metilótrofas son capaces de tolerar o 

degradar xenobióticos (Wright y Reddy, 2001) como el benceno, el estireno, el 

naftaleno, el tolueno e isómeros de xileno que son considerados tóxicos y 

cancerígenos, aún a bajas concentraciones; algunos de estos son comunes en 

ambientes naturales (Mutzel el al., 1996; Acuña el al., 2008). 
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Es necesario analizar las bacterias del humedal de La Mixtequilla donde constituyen 

un componente esencial, cumplen una función clave en la degradación la materia 

orgánica por su capacidad para utilizar, como fuentes de carbono y energía, a 

cíertos carbohidratos; producir enzimas exlracelulares y de reducir nitratos y nitritos, 

todo ello en su conjunto, les permite participar en los ciclos de nutrientes; además de 

ello, son capaces de crecer en presencia de alcoholes y compuestos aromáticos, 

esto último las hace cumplir un papel importante en la biorremediación de ambientes 

impactados por este tipo de compuestos, mismos que podrían estar presentes en el 

humedal de La Mixtequilla . 
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OBJETIVOS 

General 

Aislar, identificar y caracterizar bacterias metil6trofas que habitan en el agua de la 

zona anegadiza (inundada) del humedal de La Mixtequilla, Veracruz. 

Particulares 

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

medio de cultivo enriquecido con metanol. 

Caracterizar las bacterias metil6trofas mediante su capacidad para utilizar, como 

fuentes de carbono y energía, diferentes compuestos orgánicos con uno o más 

átomos de carbono. 

Conocer la respuesta de las bacterias metil6trofas aisladas al ser expuestas a 

antibióticos. 

Identificar las bacterias metil6trofas mediante el análisis de su material genético (165 

ADNr). 
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MARCO TEÓRICO 

Los humedales son ecosistemas acuáticos inundados natural o artificialmente, 

saturados por agua subterránea y superficial en gran parte del año (Heinz-Ulrich, 

1993). Su drenaje es escaso pero reciben agua pluvial y de rios, que les aportan 

nutrientes (Torres-Alvarado el al., 2005). 

La importancia ecol6gica de los humedales radica en la riqueza de su biodiversidad, 

por lo que rivalizan con las selvas tropicales y son de gran importancia para que se 

cumplan los ciclos de vida de plantas y animales, endémicos y migratorios (Torres

Alvarado el al., 2005 cijado en Núñez-Cardona el al., 2008). 

Torres el al. (2002) definen a los humedales como componentes de la biósfera que 

juegan un papel fundamental en el balance geoquimico del carbono, nitrógeno y 

azufre; comprenden diversos ambientes tanto naturales como artificiales; 

generalmente están localizados en áreas con drenaje deficiente que se caracterizan 

por estar permanente o temporalmente inundados por aguas dulces, estuarinas 

(salobres) o salinas; incluyen, además, regiones marinas que no exceden de los seis 

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

La clasificación de los humedales está principalmente determinada por las 

propiedades hidrol6gicas, ecológicas y topográficas, el régimen de nutrientes, la 

diversidad de plantas y la cantidad de materia orgánica. Establecer una buena 

clasificación de humedales no es fácil porque la terminologia usada en los diferentes 

países es compleja y confusa (Torres-Alvarado el al., 2005). Los humedales 

naturales están 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 trópicos, donde las tasas de precipitación son altas (Torres-Alvarado 

el al., 2005). 

La vegetación de los humedales está adaptada a las condiciones de humedad; la 

abundante materia orgánica está constituida por polímeros orgánicos como pectinas 

y ligninas que son transformadas a oligopolímeros, monómeros, disacáridos y ácidos 

grasos (Worm el al., 2001; Torres-Alvarado el al., 2005; KOlb, 2009), mismos que 

son hidrolizados a alcoholes simples y éstos a diversos ácidos orgánicos como los 

ácidos acético, propiónico y butirico (González-Ávalos y Longoria-Ramírez, 2005) los 
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cuales a su vez son transfonnados en acetato, fonniato y finalmente en metano 

(Torres-Alvarado el al., 2005). 

Mediante procesos de descomposición anaerobia, los humedales actúan como 

emisores importantes de CO, y CH, (Álvarez, 2005); su producción y oxidación se 

ven afectadas por otros factores como el contenido de agua en el suelo, el tipo de 

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

El metano es un hidrocarburo producido anaeróbicamente por miembros de los 

diferentes géneros de bacterias metanógenas, como resultado de sus actividades 

metabólicas (Torres el al., 2002). Todos los microorganismos productores de metano 

pertenecen al Dominio Archaea y cuentan con diversas fonnas y arreglos celulares 

(Torres-Alvarado el al., 2005); son organismos ubicuos que coexisten con otros 

microorganismos en los ambientes naturales y que han existido desde hace billones 

de años (Pesaro y Widmer, 2002). 

Casi el 70% del metano total que se produce en los humedales se deriva del acetato 

(Ritchie el al., 1997) o de otros substratos orgánicos simples como el metanol y las 

metilaminas generados a partir de oligopolimeros y monómeros, resultado de la 

degradación de la materia orgánica (Torres el al., 2002). 

Existen diferentes fonnas de difusión del metano hacia la atmósfera , una de ellas es 

a través de las plantas que habitan en los humedales las cuales presentan dos rutas 

de difusión: la primera se realiza a través de las raices y rizomas que están en 

contacto con el sedimento anóxico (donde es generado) y, la segunda, cuando el 

metano se introduce entre las raíces y sale a través de los micro poros (estructuras 

adaptativas para la entrada del oxígeno) de los tallos y estomas de las hojas. El 

metano además de ser emitido por las plantas también es difundido en fonna de 

burbujas a partir del agua y sedimento (Torres-Alvarado el al., 2005). Se estima que 

los humedales emiten en fonna de metano aproximadamente el 25% del carbono 

orgánico que fijan, lo que representa entre el 15 y el 20% del metano atmosférico 

(Álvarez, 2005). 

La concentración del metano en la atmósfera es de 1.7 ppm, menor a la del CO, 

(345 ppm); el metano absorbe más luz solar, lo cual favorece el efecto invemadero 

(Torres el al., 2002). Una fraccíón del metano que se genera (10-30%) puede ser 

oxidado bajo condiciones aerobias (con oxigeno como aceptor de electrones) al ser 
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utilizado como fuente de carbono y energía por una gran diversidad de 

microorganismos metanótrofos (Torres-Alvarado el al., 2005). 

De acuerdo con Brusseau el al. (1994), estos microorganismos son clasificados en 

dos grupos: uno comprende a los metanótrofos tipo I e incluye a ~ y y-Proteobacteria 

(Radajewski el al., 2002), las cuales utilizan la vía ribulosa monofosfato (RuMP) para 

la asimilación del carbono. Ejemplos de éstas son los géneros Melhylomonas, 

Melhylobacler y Melhylococcus. El grupo de los metanótrofos tipo 11 lo conforman 

microorganismos pertenecientes a las a-Proteobacteria que emplean el ciclo de la 

vía serina para la asimilación del carbono y está integrado por los géneros 

Melhylosinus y Melhylocyslis. Estos dos grupos de metanótrofos (tipo I y tipo 11) han 

sido considerados como metilótrofos obligados (Lidstrom, 2006). 

Existe un tercer grupo de bacterias metanótrofas conocido como tipo X el cual 

incluye a Melhylococcus capsulalus, una especie metanótrofa obligada capaz de fijar 

autotróficamente el CO, (Brusseau el al., 1994) y de poseer la enzima metanol 

deshidrogenasa para la asimilación del metanol (Patel el al., 1978). Otro tipo de 

bacterias capaces de oxidar al metano son las bacterias nitrificantes y Firmicutes 

(Brusseau el al., 1994; Torres-Alvarado el al., 2005) que también contribuyen con la 

disminución del metano a la atmósfera al sintetizar la enzima extracelular 

metanomonoxigenasa (MMO) para dar origen al metan 01 (Hanson y Hanson, 1996). 

El metanol en el suelo puede encontrarse heterogéneamente distribuido y en 

concentraciones no detectables, siendo clave para muchos microorganismos 

metilótrofos (Kolb, 2009). Este compuesto se origina gracias a la degradación de 

peptinas y ligninas (Madhaiyan el al., 2007); su emisión a la atmósfera es de 4.9 x 

10" moVaño (Kolb , 2009); su periodo de vida es de 5-12 días (Millet el al. , 2008). 

Cabe señalar que el metanol y el metano en el aire contribuyen al conjunto de 

compuestos orgánicos voláti les que participan en la formación de ozono troposférico 

(Kolb, 2009). 

Solo algunas bacterias oxidadoras de metanol (metilótrofas) son capaces de oxidar 

también el metano, sin embargo, se ha logrado aislar una gran diversidad de 

bacterias metilótrofas facultativas capaces de utilizar como única fuente de carbono 

y energía el metan 01 (Mancínelli el al., 1981), gracias a la intervención de la enzima 

metanol-deshidrogenasa para dar origen al formaldehído. Este compuesto es 
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oxidado en el citoplasma (vía metabólica de C,) mediante la enzima fomnaldehido 

deshidrogenasa y finalmente es asimilado para la generación de biomasa celular o la 

fomnación de dióxido de carbono por el ciclo de la vía serina. 

El fomnaldehido es un compuesto tóxico para los seres vivos y es el intemnediario 

principal del metabolismo metilótrofo (Chongcharoen et al., 2005). 

Para asimilar el metanol, las bacterias metílótrofas pueden utilizar el ciclo de la vía 

serina y asi convertir dos fomnaldehidos y una molécula de CO, en un compuesto de 

tres átomos de carbono (C3); o bien el ciclo de la ribulosa monofosfato (RuMP), para 

transfomnar tres fomnaldehídos en un compuesto de tres carbonos (Srusseau et al., 

1994; van Dien y Lidstrom, 2001). 

Las primeras bacterias aerobias oxidadoras de metanol fueron descritas en 1892. Un 

ejemplo de ellas es Bacillus melhylicus; actualmente se han aislado numerosas 

especíes (Kolb, 2009) y comprenden grupos hetenogéneos pertenecientes a la 

subclase de las a-, I3- y y-Proteobacteria (Miller el al., 2005). 

Las bacterias metilótrofas facultativas han sido aisladas a partir de suelo, 

sedimentos de lagos, dunas, aire, agua (dulce y marina), de la superñcie de una 

variedad de plantas y partes de éstas como sus raices, hojas y semillas (van Aken el 

al., 2004). 

De acuerdo con Madhaiyan et al. (2009) las bacterias oxidadoras de metanol se 

dividen en dos grandes grupos considerando los tipos de compuestos orgánicos que 

pueden utilizar: 1) los metilótrofos facultativos restringidos, pertenecientes a las a

Proteobacteria como Hyphomicrobium que utiliza la via serina para asimilar el 

fomnaldehido; de las I3-Proteobacteria los géneros Methylophilus, Melhylobacillus y 

dentro de las y-Proteobacteria está el género Melhylophaga, que utilizan la via de la 

RuMP. Colby y Zatman (1975) mencíonan que este grupo de bacterias no usan el 

metano, pero sí crecen sobre un rango restringido de compuestos de varios 

carbonos. 

El grupo 2 lo confomnan los metilótrofos facultativos típicos o menos restringidos que 

cuentan con representantes dentro del grupo de las a-Proteobacteria e incluye a los 

géneros Methylobacterium, Aminobacter, Methylorhabdus, Melhylopila , 

Melhylosulfonomonas y Marinosulfonomonas que utilizan la vía de la serina para la 

asimilación del metanol. En tanto, los géneros Paracoccus, Xanthobacler, 
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Ancylobacler, Thiobacillus, Rhodopseudomonas y Rhodobacler utilizan el ciclo 

Calvin-Benson-Bassham (CBB) para fijar al CO2. Finalmente, dentro de este grupo 

existen miembros de las y-Proteo bacteria como son los representantes de los 

géneros Pseudomonas y Acelobacler que utilizan la RuMP para fijar el CO2; además 

de los Firmicutes como los del género Bacillus (Ej. Bacillus sublilis) y Actinobacterias 

(Ej. Arlhrobacler); todos estos utilizan la via de la RuMP (Lidstrom, 2006). 

Jenkins el al. (1987) mencionan que las bacterias metilótrofas facultativas menos 

restringidas o tipicas crecen sobre un rango amplio de compuestos que utilizan 

como única 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 metilótrofas facultativas aún no clasificadas pertenecen a 

las y-Proteobacteria como Klebsiella pneumoniae (Goodwin y Anthony, 1995), E. coli 

(Doronina el al., 2003), Panloea cilrea (Kalyuzhnaya el al., 2008) además del género 

Acinelobacler, algunas Firmicutes como Bacillus slearolhermophilus (Arfman el al., 

1997) y Bacillus melhanolicus (Bystrykh el al., 1993). Las bacterias metilótrofas 

facultativas aportan beneficios importantes a las plantas tales como inducir la 

nodulación en las raices; dominan en sus rizósferas y tejidos (Madhaiyan el al., 

2007) debido a que requieren compuestos que contengan nitrógeno para su 

crecimiento. Algunas de estas bacterias son miembros de los géneros Xanlhobacler, 

Ancylobacter, Melhylosinus, Melhylocystis, Melhylococcus, Melhylocella, 

Melhylocapsa (Kolb, 2009), Melhylobaclerium que son capaces de fijar nitrógeno 

(van Aken el al., 2004). Otras bacterias metilótrofas pertenecientes al género 

Melhylobaclerium producen fitohormonas que estimulan la germinación de semillas, 

producen vitamina B'2 y el ácido indol acético (IAA) que favorecen el desarrollo de 

plantas acuáticas y terrestres (Madhaiyan el al., 2006; Madhaiyan el al., 2007). 

De acuerdo con Mikesell el al. (1993) y Kolb (2009) los nitratos podrían ser clave 

para el desarrollo de las bacterias oxidadoras de metanol, debido a que son 

aceptores altemativos de electrones que aportan oxígeno para la reacción de 

oxigenasas. Por tal razón algunos microorganismos compiten por el nitrato y el 

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

Las bacterias metilótrofas producen la metanol deshidrogenasa que además de 

oxidar el metanol a formaldehldo, preferentemente cuando el metanol se encuentra 

10 



como única fuente de carbono y energía, también es útil para oxidar una amplia 

variedad de alcoholes primarios como el etanol y butanol (Gómez-Manzo el al., 

2005). 

Especies de Gluconobacler, Acelobacler y otros géneros de bacterias Gram

negativas como Pseudomonas, Klebsiella, Acinelobacler, Melhylobaclerium y 

Arthrobacler, poseen un conjunto de deshidrogenasas (Flores-Encamación el al. , 

2004) como la metanol-deshidrogenasa, etanol-deshidrogenasa,1-butanol

deshidrogenasa, propanodiol-deshidrogenasa, para oxidar una amplia variedad de 

alcoholes primarios como metanol, etanol, 1-butanol e isopropanol a aldehídos y 

cetonas (Hou, 1984; Gómez-Manzo el al., 2005). 

Algunas deshidrogenasas como la etanol deshidrogenasa han sido aisladas de 

Pseudomonas aeruginos,! y Pseudomonas pulida, están asociadas a la membrana 

cijo plasmática y poseen un sitio activo catalitico orientado hacia el lado 

periplasmático (Flores-Encamación el al., 2004), otras como la 1-butanol

deshidrogenasa son solubles en el periplasma (Gómez-Manzo el al., 2005). 

Tanto el etanol como el butanol son principalmente productos de la degradación 

anaerobia de compuestos orgánicos como la glucosa, galactosa, manosa, lo cual es 

llevado a cabo por miembros del género Closlridium. Además de su producción 

natural son procesados químicamente y se han utilizado en la industria automotriz 

como aditivos en la gasolina (Rajchenberg-Ceceña el al., 2009). 

El butanol, como otros alcoholes primarios, es tóxico para los microorganismos al 

desestabilizar la membrana celular e interrumpir funciones como el transporte de 

moléculas (nutrimentos), incluyendo azúcares (Rajchenberg-Ceceña el al., 2009). 

Además de utilizar el metanol y otros alcoholes primarios, las bacterias metilótrofas 

facultativas (Ejs. Pseudomonas aminovorans, Hyphomicrobium y Melhylobaclerium) 

son capaces de crecer en metilaminas (Colby y Zatman, 1973; van Dien y Lidstrom, 

2001), incluyendo los hidrocarburos aromáticos policíclicos que son contaminantes 

muy tóxicos y cancerígenos (Vila el al., 2001) además de deprimir el sistema 

nervioso central (Lovanh el al., 2002). Dentro de ellos están el tolueno, el xileno (y 

sus isómeros) (van Aken el al., 2004; Chongcharoen el al., 2005) y el etileno ó 

etilbenceno el cual puede inhibir el crecimíento de las plantas y la prolongación de 

sus ralees (Madhaiyan el al., 2006). 
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Los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), son comunes en sitios 

contaminados por depósitos subterráneos, lugares en donde se dan derrames 

accidentales de petróleo; también están presentes en la gasolina y el diesel. A todos 

estos se les ha considerado como fuentes importantes de contaminación de suelos y 

aguas subterráneas, sedimentos y suelos sumergidos (Littlejohns y Daugulis, 2008; 

Acuña el al., 2008). Los BTEX son degradados a catecol (alcohol) mediante enzimas 

dioxigenasas, y por las catecol dioxigenasas a ácidos cis-cis mucónicos (Lovanh el 

al., 2002; Carmona el al., 2009). 

Yeon y Yoo (2002) y Torres (2003) mencionan que para la degradación de los 

BTEX, las enzimas son inducidas mediante la exposición bacteriana a éstos, y la 

capacidad de las bacterias para degradarlos depende del tiempo de exposición así 

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 

aromáticos 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 el al., 2001; Tian 

el al., 2010) que están presentes en algunas especies del género Pseudomonas 

(Duque el 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 contaminación al ser 

utilizados como fuentes alternativas de carbono (Da Silva y Alvarez, 2004; Muke~ee

Dhar el al., 2005). 

La amplia distribución de las bacterias metilótrofas facultativas y de otras bacterias 

como los miembros del género Pseudomonas en ambientes naturales contaminados 

por compuestos aromáticos tóxicos, pOdría ser el centro de atención para 

biorremediación (van Aken el al., 2004; Gómez-Manzo el al., 2005; Leedjarv el al., 

2008). 

Dentro de las caracteristicas de las bacterias oxidadoras de metanol están su 

resistencia a la deshidratación, a la luz ultravioleta, a la radiación ionizante y a 

temperaturas altas (Lidstrom y Chistoserdova, 2002; van Aken el al., 2004). Algunas 

especies de bacterias metilótrofas típicas como las pertenecientes al género 

Melhylobaclerium han sido aisladas de algunas fuentes clínicas y consideradas 

como patógenos oportunistas en los seres humanos (van Aken el al., 2004). 
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Además, han mostrado resistencia a antibióticos como nitrofurantoína y 

trimetoprim/sulfametoxazol; presentan susceptibilidad a los amínoglucósidos (Chen

Hsiang el al., 2004). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Descripción del área 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 el al., 2005; Rivera-Becerril el al., 2008). Su clima es de tipo 

Aw2(i')w",(cálido), con temperatura media anual de 26.1' C; la más baja se presenta 

en enero (22 .3' C) y la más alta en junio (28.6' C). La zona presenta poca oscilación 

térmica con lluvias en verano, su precipitación anual es de 1828 mm; hay presencia 

de canícula en agosto. El mes más lluvioso es septiembre (322.9 mm) y el más seco 

es marzo (20.7 mm); en la mayor parte del año los vientos sobre la zona vienen del 

Norte (Rivera-Becerril el al., 2008). 

El 61.8% de la superficie de La Mixtequilla son llanuras de inundación que se ubican 

en los bordes de ríos o arroyos; estas llanuras se alimentan de agua pluvial, agua 

subterránea o por el retroceso del agua de los rios por influencia marina. Este 

sistema se encuentra entre el curso de los rlos Blanco (conocido localmente como 

río Camarón) y Papaloapan (Signoret el al., 2005; Rivera-Becerril el al., 2008). 

En los márgenes del río Camarón 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 evaporación y 

la transpiración de plantas emergentes, asl como por la permeabilidad del suelo 

(Rivera-Becerril el al., 2008). 

Los habitantes de La Mixtequilla se dedican a la agricultura, ganadería, pesca y a la 

captura de reculillas (Procambarus acanlhophorus). En este lugar, PEMEX ha 

construido pozos para la extracción de gas en donde algunos de sus pobladores 

emplean su fuerza de trabajo (Rivera-Becerril el al., 2008). 
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b) Ubicación de los puntos de muestreo 

Para colectar las muestras de agua se seleccionaron dos puntos, uno ubicado en el 

potrero El Uanete (PLL) y el otro en el potrero Don Rufino (POR); ambos están 

separados longitudinalmente por el rlo Camarón (Figura 1). El muestreo se realizó a 

finales de la época de lluvias (noviembre de 2008). 

lA 

Figura 1. A) Ubicación del Estado de Veraauz y 1.B) puntos de l1'IUeSIn!o (potreros El Uanete y Don 
Rutino) (Rivera-Becenil e/ al .• 2008). 

e) Registro de las variables ambientales 

Los puntos de muestreo se ubicaron geográficamente mediante un geoposicionador; 

con un termómetro convencional se hicieron registros de la temperatura ambiental y 

del agua. Con un YSI se registró la salinidad y el pH del agua; para la turbidez y 

profundidad se utilizó un disco de seccihi y para la cobertura de la nubosidad se 

hicieron observaciones directas. 

d) Colecta de las muestras 

En el potrero El Uanete se colectaron dos muestras, una de agua del nivel 

subsuperficial (PLLS) y otra del fondo (PLLF). En el potrero Don Rufino se colectó 

una muestra de agua (PORA) y una de suelo húmedo (PORS) a un metro de 

distancia de donde se colectó la muestra de agua. 

Para colectar las muestras de agua se utilizaron frascos de vidrio estériles de 2S0 

mL de capacidad y para la de suelo húmedo una jeringa estéril sin punta de 10 cm' . 

Todas las muestras se conservaron a S"C y se procesaron en un laboratorio 

provisional instalado en la casa de la familia Yépez (Núi\ez-Cardona el al., 2009). 
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e) Procesamiento de las muestras 

Con las mueslras de agua y en condiciones estériles, se hicieron diluciones seriadas 

de 10.1 a 10-4 en tubos de ensaye que contenian 9.0 mL de solución salina (0.8 g de 

NaCI por litro de agua destilada). 

En un frasco de vidrio conteniendo 25.0 mL de solución salina estéril se 

suspendieron 5.0 cm3 de la muestra de suelo húmedo y se hicieron diluciones 

seriadas (10" a 10-4) con pipetas serológicas 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 

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

Tabla 1. Medio de cultivo utilizado para el aislamiento de bacterias oxidadoras 
de metanol (Núñez-Cardona el al., 2009) 

Compuestos Cantidad 

NaCI 1.00 g 

KNO 1.00 a 
MgSO '7H,O 0.20 
CaCI ·2H O 0.02 g 

I K,HPO. 0.23 a 
AQar bacterio6óQico lS.00 g 

Metano! S.OmL 
·Solución de cloruro férrico 1.0mL 
.... Solución de elementos traza 1.0mL 
Agua destilada 1000.0 mL 

loH 6 .8 

·SoIución de cloruro fénico. Para la preparación de esta solución se agregan 1.2 9 de FeCI3 '6H20 en 
1000 mL de agua destilada. Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 20 minutos y se conserva a 
S·C (Garballo-Cruz. 1985). 
"Solución de elementos traza (Van-Niel, 1971), modifteado por Núñez-Cardona el al. (2009). Cada 

1000 mL de agua destilada contienen: 10.0 mg de ZnSO,.·7H20; 3.0 mg de MnCI2 '4H20; 3.0 mg de 
H3B03: 2.0 mg de CoC12'6H20; 1.0 mg de CuCI:t2H20; 2.0 mg de NiCI2,6H20; 3.0 mg de 
N~Mo04'2H 20, esterilizar en autoclave a 121°C, durante 20 minutos y conservar a 5-C. 

f) Aislamiento y obtención de cultivos bacterianos puros 

Las colonias bacterianas crecidas en medio de cu ltivo base con metanol se 

seleccionaron al azar y se hicieron registros del color y se resembraron en viales 

conteniendo agar nutritivo; se les aplicó la técnica de siembra y resiembra para 

obtener cultivos puros, su uniespecificidad se comprobó mediante observaciones al 

microscopio óptico, previa tinción de Gram. Una vez ratificada la pureza de los 

cultivos bacterianos, estos fueron conservados en viales conteniendo agar nutritivo 

inclinado y a 5 ·C. 
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g) Caracterización morfológica celular de los aislados bacterianos 

Para la caracterización morfológica celular de los aislados bacterianos, se aplicó la 

tinción Gram, se registró su forma celular y su respuesta a dicha tinción. La 

descripción de la técnica se presenta en el Anexo I A. 

h) Caracterización fisiológica y catabólica de los cultivos bacterianos puros 

Los cultivos bacterianos puros fueron caracterizados mediante pruebas fisio lógicas, 

la producción de enzimas extracelulares, asi como por su capacidad de reducir 

nitratos, nitritos y producir H,S e indol. 

Caracterización fisiológica 

Se evaluó la capacidad de los cultivos bacterianos de crecer o tolerar 

concentraciones diferentes de Nael; se utilizó un medio compuesto por 1000 mL de 

agua destilada, 1.0 g de extracto de levadura, 1.0 g de peptona bacteriológica, 1.0 

mL de cloruro férrico y 15.0 g de agar bacteriológico. A este medio de cultivo se le 

adicionaron por separado diferentes concentraciones de Nael (5.0, 10.0 Y 15.0 gil); 

como blanco se preparó un medio de cultivo sin Nael. En todos los casos se ajustó 

el pH a 7.5; se esterilizó por autoclave a 15 libras de presión (121 ' e) durante 20 

minutos (Anexo I B) Y se distribuyó 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' e y con la ayuda de una asa de siembra de punta plana se hicieron los inoculas y 

posteriormente fueron incubados a 28' e 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 Nael). 

Caracterización catabólica de los cultivos bacterianos puros 

Se examinó la capacidad catabólica de los cultivos bacterianos puros en base rojo 

de fenal (BIOXON) al que se le adicionó, por separado, diferentes substratos que 

incluyeron glucosa, lactosa, manitol, manosa, sacarosa, maltosa y fnuctosa (5.0 gIL 

de cada uno). En el medio citrato de Simmons se observó su capacidad para utilizar 

citrato como única fuente de carbono y energla; en medio lisina descarooxilasa se 

verificó su capacidad para degradar el aminoácido li sina. Todos los cultivos fueron 

incubados durante 24-48 horas a 28' e (Anexo le). 
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Metabolismo respiratorio 

Se determinó el metabolismo respiratorio de los cultivos bacterianos mediante óxido

fermentación de glucosa, fructosa y sacarosa. Se utilizó medio base rojo de fenol 

(16.0 giL) al que se adicionó, separadamente, sacarosa, fructosa y glucosa (5 .0 giL), 

además de 3.0 giL de agar bacteriológico (Anexo l e). 

La capacidad de los aislados bacterianos para reducir los nitratos y nitritos se 

examinó en un medio de cultivo con nitrato de potasio contenido en tubos de 

ensaye, a los que se les colocó una campana de Durham para observar la 

producción de N,. Los cultivos fueron incubados durante 24-48 horas a 28·e . La 

composición del medio de cultivo y la forma de cómo se hicieron las lecturas, se 

describen en el Anexo I e . 

Producción de H,S e indol por los cultivos bacterianos 

Se observó 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·e. La respuesta positiva a la producción de H,S se 

observó 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 cultivo tras adicionar tres gotas de reactivo 

Kovacs (la composición de este reactivo se detalla en el anexo I e); finalmente, la 

movilidad fue positiva cuando el cultivo bacteriano creció alrededor del inóculo 

(Anexo le). 

Producción de enzimas extracelulares y el polisacárido 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·e ; 

pasado este tiempo y con un asa de vidrio de punta plana, se inocularon los medios 

de cultivo conteniendo substratos especificos para la producción de ADNasa, 

gelatinasa, esculinasa, ureasa, lipasa y amilasa. Estos fueron incubados durante 24-

48 horas a 28·e. La composición de los medios de cultivo para la producción de 

enzimas exlracelulares y el registro de los resultados se describen en el Anexo I D. 
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1) Exposición de los aislados a alcoholes y compuestos aromáticos 

Se analizó la capacidad de los aislados de tolerar o utilizar diferentes alcoholes y 

compuestos aromáticos como fuentes de carbono; se consideraron las 

recomendaciones de Marco el al. (2004). Para ello, se utilizó el medio base descrito 

en la tabla 1, después de ser esteri lizado por autoclave (121 'C durante 20 minutos) , 

se le adicionó 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 2S' C; posteriormente, con un asa de vidrio de punta plana se 

depositaron los inóculos en la superficie de cada uno de los medios de cultivo y se 

incubaron durante 72 horas a 2S·C. Se consideró 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 adicionó algún 

compuesto (Núñez-Cardona el al., 2009). 

T bI 2AI h l a a ca o es y com uestos arom tloos ensaya do s 
COf!'lpuestos Fórmula mUL 

Etanol C,H,.O 5 10 15 20 30 40 

Metanol CHOH 5 10 15 20 30 40 

Tolueno :;'H,CH, 5 10 15 20 30 40 

Xileno H. ICH, I, 5 10 15 20 30 40 

2-propanol CH,CHOHCH, 5 10 15 20 30 40 

1-butanol CH,ICH,)'CH OH 5 10 15 20 30 40 

j) Respuesta de los cultivos bacterianos a los antibióticos ensayados 

Para conocer la respuesta de los cultivos bacterianos a la exposición a los diferentes 

antibióticos, se tomó como base el procedimiento descrito por Correa-Basurto el al. 

(2007). Los antibióticos ensayados se presentan en la tabla 3. 
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Tabla 3. Antibióticos ensayados, grupo al que pertenecen, concentración en microgramos 

(~g) y tamaño del halo de inhibición en milímetros (mm) considerado para 

determinar la respuesta de las baderias a los antibióticos ensayados. 

I ·Clual 

I ¡ i 
" i • 

<1 .: 

~ 

¡ 303 " 25 10 ". . 17 

~ I 5 0·1' 15·22 >23 
v len . 

"," ' , (~g) , . I-intermedio , I 

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 

inoculó 0.1 mL de la suspensión en cajas de Petri conteniendo agar Müeller-Hinton 

(Merck). Con una asa de vidrio estéril (asa de Digralsky), se esparció el inóculo 

sobre la superficie del medio sólido y con pinzas estériles se colocaron los 

sensidiscos con 12 antibióticos especificos para bacterias Gram negativas (BIORAD) 

y se incubaron a 28'C durante 24 horas. 

La respuesta de los aislados bacterianos ante los antibióticos se detenninó al medir 

el diámetro de los halos de inhibición tomando como base el manual del proveedor 

(BIORAD), que clasifica a los cultivos bacterianos en resistentes, sensibles e 

intennedios (Tabla 3) 

k) Identificación molecular de los cultivos aislados 

Exfracción del ADN fofal 

Los ácidos nucleicos totales fueron extraídos mediante la técnica fenol-cloroformo. 

Para ello, los cultivos bacterianos fueron cultivados por estría en cajas Petri con 

medio LB (compuesto por 1.0 g extracto de levadura, agar-bactotriptona y NaCI) y se 

incubaron durante 16 horas a 37·C. Una vez disponibles los cultivos masivos, se 

adicionaron 1 000 ~L de agua estéril, se concentró la biomasa con una varilla de 

vidrio estéril; se recolectaron 500 ~L de células y se colocaron en un tubo eppendorf 

estéril, al cual se le adicionaron 500 ~L de fenol (que tiene como función romper las 

paredes celulares y separar las enzimas de los ácidos nucleicos), se agitó con un 

vortex (Shelton cientific VSM-3) durante tres minutos y se centrifugó (centrífuga 5804 
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R) a 13,000 rpm durante tres minutos. Una vez separadas las fases, con una 

micropipeta se tomó 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 colocó en un tubo eppendorf nuevo al cual se adicionaron 500 ~L de cloroformo 

(que tiene como función conservar los ácidos nucleicos), se agitó en un vortex 

durante tres minutos y se centrifugó nuevamente durante tres minutos a 13,000 rpm. 

Posteriormente, de ese mismo tubo se tomó la fase superficial , se colocó en otro 

tubo eppendorf al que se adicionaron 50.0 ~L de acetato de sodio (CH3 COONa 3M 

pH 5.3) que tiene como función precipitar los ácidos nucleicos y se agitó durante dos 

a tres segundos con vortex. Se adicionaron 1000 ~L de etanol absoluto frio y puro 

(CH3-CHz-OH); se agitó durante dos a tres segundos con vortex, después se 

centrifugó durante 30 minutos a 14,000 rpm y se decantó el etanol dejando la pastilla 

en el fondo del tubo la cual se lavó nuevamente con etanol al 70% con el fin de 

eliminar residuos de fenal y cloroformo; posteriormente se agitó con un vortex de dos 

a tres segundos y se centrifugó durante 10 minutos a 14,000 rpm. Se retiró el etanol 

al 70% dejando únicamente la pastilla de ADN total misma que se dejó secar (se 

evaporaron los alcoholes) durante 30-60 minutos; después de ese tiempo se 

suspendió en 50.0 ~L de agua estéril. 

Para observar el ADN, se preparó un gel de agarosa al 1.0% (20.0 mL TBE 0.5x; 2.0 

g de agarosa). Para ello, se calentó en un microondas durante cuatro segundos y se 

agregaron 0.5 ~L de bromuro de etidio (C21 H20 BrN3) (250 ng/mL); éste es un 

marcador para ácidos nucleicos que se intercala dentro de la molécula del ADN y 

hace que fluorezca con luz ultravioleta. El gel se vació en una canastilla a la que se 

le colocó un peine con diez dientes para hacer los pozos; una vez sólido el gel se 

colocó en una cámara de electroforesis que contenía como tampón TBE 0.5x (0.5x 

es decir, cinco veces su concentración) con bromuro de etidio. El tampón hizo 

conexión con la energía eléctrica proveníente de la fuente de poder en la que está 

conectada la cámara de electroforesis; finalmente , cada uno de los pozos del gel se 

cargaron con una mezcla de 6.0 ~L de agua estéril, 2.0 ~L de buffer de carga con 

glicerol; 2.0 ~L de muestra de ADN. Se aplicó la electroforesis a 120 V Y con un 

transiluminador con luz UV, se observó el ADN. 
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Cuantificación del ADN total 

El ADN de todas las muestras fue cuantificado siguiendo el procedimiento 

previamente ensayado con E. eoli, mismo que se utilizó para estandarizar la técnica 

que se describe en los párrafos siguientes: 

Con cada muestra de ADN de cada uno de los cultivos bacterianos se hicieron 

diluciones 1 :100 (1 .0 ~L de ADN en 99.0 ~L de agua) ó 1 :50 (1.0 ~L de ADN en 49.0 

~L de agua), esto dependió de la cantidad del ADN que pudiera detectar el 

espectrofotómetro. Se hicieron las lecturas de absorbancia del ADN de doble cadena 

en un espectrofotómetro (eppendorf Biophotometer) a 260 nm. 

El ADN se cuantificó considerando la siguiente fórmula (Manual Biolabs New 

England 2007.08 Technical Catalog, página 362): 

1.0 A260 = unidad de ADN de doble cadena = 50.0 ~g l mL = 0.15 mM (en nucleótidos) 

Se tomó la lectura de absorbancia de una dilución de ADN total de E. eoli de 1 :250 

~L , dando como resultado 0.548 mglmL del ADN, multiplicado por la densidad óptica 

de ADN de doble cadena de 50.0 ~g/mL (0.548 mg/mL x 50.0 ~g / mL ) que es igual a 

27.4 mg/mL; este es mu~ipl icado por la dilución de ADN de1 :250 ~L (27.4 mglmL x 

250 ~L) igual a 6.850 mg/mL. 

Para transformar ~g/~L , se dividió entre 1 000 ~ g/~L , se obtuvo como resultado 6.85 

~g/~L Y para transformar a nanogramos, 6.85 ~g/~L se multiplicó por 1000 ng/~L = 

6.850 ng/~L de ADN total. 

La reacción de la PCR requirió de 1 00 ng/~L de ADN para lo cual se calculó un 

volumen necesario de la siguiente forma: 

CN,=C,V, 

C,=6.850 n g/~L 

V,= X (desconocido) 

C,=1 00 ng / ~L 

V,=100 ~L 

C, = concentración 1 que es de 6.850 ng /~L 

V, =Volumen 1 (fue calculado) 

C, = concentración necesaria en n g/ ~L (100 n gl~L) 

V, = volumen necesario en ~L (100 ~L) 
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V,= [100 ngl~L (100 ~L)J 16.850 ngJ~L =1.45 ~L , el cual se diluyó en 100 ~L de agua 

inyectable, de la siguiente forma: V, = 1.45 ~L de ADN se adicionaron en 98.55 ~L 

de agua inyectable con lo que se obtuvo un total de 100 ~L. Se tomó 1.0 ~L de la 

dilución, equivalente a 1 00 ngl~L de ADN, a utilizar en la reacción de PCR. 

Amplificación (múltiples coplas del fragmento) de la parte interna del gen 165 

ADNr por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 

Después de cuantificado el ADN, se amplificó un fragmento interno del gen 16S 

ADNr de 1371 pb por PCR con la que se obtienen múltiples copias. Para ello, en una 

campana de flujo laminar (Class 11 , type A2. Biological Safety Cabinet) se prepararon 

las mezclas de reacción de la forma siguiente: en un tubo eppendorf de 20.0 ~L se 

colocó agua inyectable, buffer Taq polimerasa, MgCl" dNTPs; iniciadores 

universales para bacterias: forward FBac 5'ATCATGGCTCAGA TTGAACGC3' y 

reverse CG0605R 3'CGGTGAATACGTTCCCGGGS' (Invitrogen) , Taq polimerasa y 

1.0 ~L de la suspensión de ADN como molde (100 ngl~L de ADN) (Tabla 4). Se 

preparó un control negativo sin ADN. Las mezclas de reacción fueron agitadas 

durante 2 segundos en un minivórtex, se colocaron en un termociclador (AB Applied 

Biosyst 2720 !hermal 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 ~L de agua, 2.0 ~L de buffer de carga y 2.0 ~L de ADN 

producto de PCR) y 1.0 ~L de marcador Lambda (A BstE 11) que sirvió como regla 

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

Tabla 4. Reactivos utilizados oara la reacción de la PCR 
Reactivos Concentración Concentración Volumen 

del stock de la reacción (uL) 

I AQua 1.0 X 50.0 uL 32 .75 
Buffer 10.0X 1.0 X 5.0 

I MgCI, 14.0 mM 4.0 mM 8.0 
dNTPs 10.0 mM 0.2 mM 1.0 
FBac (iniciador) 10.0 mM 0.2 mM 1.0 
CG0605R 

I (iniciador) 
10.0 mM 0.2 mM 1.0 

Taq polimerasa 50.0 UluL 0.025 U/uL 0.25 
ADN molde 1.0 ng 100.0 ng / ~L 1.0 

- -mM- rniltmolar, 1.0X y 10.0X 1.0 y 10.0 veces su concentración, respectivamente, 
U/lJl=unidades por microlitro. 
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T abla 5. ProQrama del termociclador para la amplifICación del AD N 
Programa Temperatura 

¡,C) 
Tiempo 

Desnaturalización inicial 95.0 5' 
Desnaturalización etapa final 95.0 30" 
Temperatura media de 57.7 30" 
hibridación 
A1arQamiento inlcial 72.0 30" 
Alaroamiento etapa final 72.0 5' 
Enfriamiento 4.0 X 

X-tiempo no detem1lnado 

Una vez corroborada la amplificación 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 siguió el procedimiento que se describe a continuación: 

Purificación 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 podrfan interferir en la secuenciación 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 ~L de acetato de sodio 3M, pH 5.3 (precip~a o sedimenta el ADN) y 

200 ~L de etanol absoluto (elimina residuos de fenol y cloroformo). Se agitó 

suavemente se centrifugó durante 30 minutos a 14,000 rpm a 4' C; para sedimentar 

al ADN; se retiró el etanol absoluto cuidadosamente con una micropipeta sin tocar la 

pastilla, la cual se lavó con 300 ~L de etanol al 70%. Nuevamente se centrifugó a 

14,000 rpm durante 15 minutos a 4 'C; con una micropipeta se retiró el etanol y se 

dejó secar la pastilla. Posteriormente, el ADN se suspendió en 50 ~L de agua 

inyectable y se verificó en un gel de agarosa al 1 % donde se observó la banda de 

1371 pb, se hizo la cuantificación del ADN producto de la purificación de la PCR 

para una última reacción (Tabla 6) con los iniciadores universales para bacterias 

eGO forward 465 (5'CTCCTACGGGAGGCAGCAG3') y CGO reverse 465 

(3'CAGGA TT AGATACCCTGGTAG5'). 

Reacción 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 interna (para evitar errores de apareamiento de 

bases), esperando un producto de 465 pb. Para ello, teniendo la concentración de 

ADN amplificado y purificado, se realizó una reacción para la secuencia forward 
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(dirección 5' a 3') y una segunda reacción para la secuencia reverse (dirección 3' a 

5') (Tabla 6). En cada reacción se adicionó 1.0 ~L de mix compuesto por MgCI,. 

dNTP y buffer Taq polimerasa, 150 ng/~L de ADN producto de la PCR purificada. El 

programa en el termociclador se presenta en la tabla 7. 

Tabla 6. Reactivos utilizados para las reacciones de las secuencias forward 

(5' a 3') y reverse (3' a 5'). 

Reactivos Concentración Volumen (~L) 

Mezcla X 1.0 

Buffer de secuencia 5X 2.0 

iniciador eGO fOfWard 465 9.9 pmol 1.0 

Iniciador eGO reverse 465 9.9 pmol 1.0 

AON (doble cadena) 150.0 ng/~L Variable 

Agua X Variable 

Total X 20.0 

pmol=partes por mol, 5X=cínco veces su concentración (no conocida), X=concentración no 
conocida 

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

Pograma Temperatura ·C Tiempo 

Desnaturalización inicial 96 1 ' 

Desnaturalización étapa final 96 10" 

Temperatura media de hibridación 50 5" 

Alargamiento 60 4' 

Enfriamiento 4 X 
X-mdetermmado 

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 transfirió a tubos eppendorf de 1.0 

mL a los que se adicionó 5.0 ~L de EDTA (125 mM, pH 8) Y 60.0 ~L de etanol 

absoluto (CH:rCH,-OH). Se agitó en vortex brevemente y se incubó a temperatura 

ambiente durante 30 minutos; posteriormente se centrifugó a 14,000 rpm y con una 

micropipeta se removió el sobrenadante de cada reacción inmediatamente después 

de centrifugar. Finalmente, las pastillas se lavaron con 250 ~L de etanol al 70% y se 

centrifugaron a 14,000 rpm siguiendo la misma orientación de los tubos; los 

sobrenadantes se removieron cuidadosamente, nuevamente se adicionaron 250 ~L 

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 último, se secuenciaron en la Unidad de Ácidos Nucleicos del 

CINVEST AV-Zacatenco. Los electroferogramas de las secuencias forward y reverse 

de cada muestra de ADN (de cada cultivo bacteriano) se grabaron en un CD; se 

accedió 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 versión 6.0 en el 

cual se transfonnaron 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 nucleotídicas depuradas de cada uno de los cultivos se registraron y 

sometieron a la aplicación BLAST, en la base de datos del Genbank en el NCBI 

(htlo:/Iblast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg) 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 verificó la presencia del mismo número de pares de bases. 

El archivo de las secuencias con el mismo número de pares de bases se abrió con el 

programa MEGA 4 para la elaboración de un árbol filogenético eligiendo la acción 

Bootstrap para encontrar el ábol con mayor parsimonia , utilizando el método 

Neighbor-Joining, UPGMA, seleccionando la opción de 500 réplicas para encontrar 

el árbol con mayor parsimonia (el mejor árbol de un promedio de 500 réplicas). 

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

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 
POR). 

Muestras Localización rc T. ·c Transp Z(cm) pH Salinidad NU~Z;dad 
Amb. anua Anua del aQua delaaua % 

POR 18'32 ' 507" N 25 24 12 cm 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 

-Te Amb-temperatura del ambiente, T e agua-temperatura del agua, Transp. Agua-transparencia del agua , 
Z=profundidad del agua en centímetros. 

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 (POR y PLL) concuerda con Signoret et al. 

(2005) y Rivera-Becerril et al. (2008) . 

Torres-Alvarado et al. (2005) argumentan que en la mayoría 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 varía entre 7 y 8, mientras que en un estudio 

realizado por Vorob'ev et al. (2009), en humedales de zonas boreales del hemisferio 

Norte observaron pH ácidos (3-5); este contraste se debe a que en el presente 

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

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 último posiblemente se debe a la evaporación, ambos potreros son 

regados con aguas provenientes del Río Camarón, el cual lleva desechos 

municipales e industriales de diversos poblados, junto con agua marina (Rivera

Becerril et 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 morfológicamente considerando el color, así como su forma celular 

(Tabla 9). 

Tabla 9. Morfologia celular y colonial de los cultivos puros obtenidos en las muestras 
de aoua v suelo del humedal de La Mixteauilla. 

MOf'fofogía/cultivos PLLF PLLS PDRA PDRS Total % de cultivos 
24 21 23 13 81 

Color de colonias 
Crema 22 15 16 12 65 80 
Amarino 2 6 3 1 12 15 
Blanco O O 1 O 1 
Naran"a O O 1 O 1 
Rosa O O 2 O 2 2 
Morfoloala celular 
Bacilos 15 16 12 10 53 65.4 
Cocos 3 4 7 O 14 17 

Cocobacilos 6 1 4 3 14 17 
Gram-positivo 1 2 1 O 4 5.0 
Gram-neaativo 23 19 22 13 77 95.0 

-PLLF Potrero El Llanete fondo, PLLS-Potrero El Uanete superfiCIe, PDRA Potrero Don 
Rufino agua, PDRS=Potrero Don Rutino suelo. 

Los resultados generales revelaron que la mayoría 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 registró un poco 

más de la mitad (61%) (Correa-Basurto, 2007); éste es un humedal que también 

recibe agua de origen doméstico y de las actividades agrícolas que allí se 

desarrollan. 

El color crema es característico en bacterias oxidado ras de metanol como 

Arlhrobacter methylotrophus (Actinobacteria), una metilótrofa típica (Borodina et al., 

2002), y en Methylibium petroleiphilum (j3-Proteobacteria), una metilótrofa facultativa 

restringida (Song y Jang-Cheon, 2007). El color amarillo lo presentó sólo el 15% de 

los cultivos bacterianos y el mayor número fue registrado en el PLLS (6 cultivos). La 

pígmentación rosa fue observada en dos cultivos y el color naranja en un cultivo, 

todos ellos aislados de la muestra del PDRA (Tabla 9). El color rosa es característico 

de bacterias metilótrofas facultativas típicas como las pertenecientes al género 

Methylobacterium (a-Proteobacteria) (van Aken et 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 

acuáticos, como estrategia de protección frente a la acción fotodinámíca de la luz 

solar a la cual suelen estar expuestas, principalmente aquellas que se encuentran en 

la superficie. Dicho color está asociado como una característica distintiva entre los 

diferentes grupos bacterianos. 

La forma celular predominante en los cultivos bacterianos de todas las muestras fue 

bacilar (65%). Así mismo, la mayoría de los cultivos bacterianos (95%) fueron Gram

negativos (Tabla 9). Las bacterias con respuesta negativa a la tinción 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 Llanete. Estas imágenes fueron tomadas en el Laboratorio de Genómica 

Ambiental del Departamento de Genética y Biología 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 tinción de Gram, excepto el 

aislado K. En algunos cocos se observaron agregados celulares (1, K, L y N). 
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A MUFOI5AAC B KJ.F3AC o MUfI5AAG 

E MUF173C F hIlFl13G G t.URl15A1C 

MUF3 J hIlF17G K MU.r22BC L Mll.f22BG 

M MUflE N hIlFl2llG 
Ftgura 2. Morfok>gía cetular de algunos cuttivos bacterianos aislados de la muestra de agua de fondo 

del Potrero El Uanete. 

Los cultivos bacterianos de la muestra de agua de superficie del Potrero El Llanete 

presentaron forma de bacilos con respuesta negativa a la tinción de Gram (figura 3 

de la O a la T); el aislado V presentó forma de coco con respuesta positiva a la 

tinción 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 podrlan 

tratarse de flagelos; el aislado T presentó endoesporas (Rg. 3). 

28 



o MLLS08G Q MLLSOI5G 

V MLLS08C 

Figura 3. Morfología celular de algunos cultivos bactenanos aislados de la muestra de agua superfICie 

del Potrero El Uanete del humedal de La Mixtequilla. 

La movilidad fue ob5elVada en nueve aislados de PORA, ocho de PLLF, cinco de 

PLLS y dos de PORS. Esta es una característica de los miembros del género 

Pseudomonas, Que presentan uno o más flagelos polares (Koneman el al. , 2003), 

asl como de bacterias metilótrofas facultativas tfpicas pertenecientes a las 0-

Proteobacteria como Methy/obacterium hispanicum (Gallego et al., 2005) y de los 

géneros Aminobacter, Methy/opila, Methy/osulfonomonas (Miller et al., 2005) y la 

especie metilótrofa facultativa restringida Methylibium petroIeiphilum (Song y Jang

Cheon, 2007). 

En la tabla 10 se muestran el número yel porcentaje de cultivos bacterianos puros, 

capaces de tolerar las tres concentraciones ensayadas de NaCL Se observó Que un 

porcentaje alto de cultivos bacterianos fueron capaces de crecer en presencia del 

0.5%, 1.5% Y 1.0% de NaCI; con esto se demuestra que las bacterias del humedal 

de La Mixtequilla son tolerantes a variaciones de salinidad. 

Tabla lO. Número de cultivos de cada muestra y porcen1aje total de cultivos del humedal 
de La Mixtequilla que toleraron concentraciones diferentes de NaCL 

NaCI(%Vcultivos PLLF PUS PDRA PIlRS Total Total (%) 
bacterianos 14 11 13 5 43 

0.5 14 7 10 4 35 81 
1.0 9 8 11 5 33 77 
1.5 13 7 9 5 34 79 

- -PLLF- Potrero El Uanete fondo, PLLS=Potrero El Uanete ~ . PORA-Potrero Oon Rufino 
agua. PDRS=Potrero Don Rufino sue)o. 

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

resisten la desecación 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 desecación podría presentarse también en las bacterias 

aisladas del humedal de La Mixtequilla, ya que fueron capaces de tolerar diferentes 

concentraciones de NaCI. Bacterias Gram-negativas que toleran un rango de 1.0-

2.0% de NaCI pertenecen al género Methylobacterium (Gallego el al., 2005) y a 

géneros metilótrofos Gram-positivos como Arlhrobacler (metilótrofos típicos) e 

Hyphomicrobium (metilótrofo facultativo) que crecen en presencia de 1.5% de NaCI 

(Borodina el al., 2002), además de los metilótrofos facultativos (acidófilos que crecen 

en 0.5% de NaCI) de las especies Melhylovirgula ligni y Beijerinckia mobilis 

(Vorob'ev el al., 2009). Pero existen bacterias que toleran rangos más altos de 

salinidad; por ejemplo Bacillus sublilis se desarolla en presencia de 2.5 a 4.0% de 

NaCI; este microorganismo favorece la germinación de semi llas y el crecimiento de 

plantas en los humedales (Swain y Ray, 2009) e incluye a los microorganismos 

metilótrofos facultativos capaces de oxidar al metanol (Bystrykh el al. , 1993). 

Los resultados generales sobre la capacidad catabólica de los cultivos muestran que 

presentaron mayor actividad sobre la (ructosa (72%), siguiendo la glucosa y 

sacarosa (63%), manosa (56%) y manitol (51 %). De la misma manera , los cultivos 

de las muestras de PLLS y de PDRA crecieron bien en glucosa, (ructosa, sacarosa y 

manosa (Tabla 11). 

Los resultados expresados en la tabla 11 sobre la utilización de los carbohidratos 

concuerdan con los reportados por Rivera-Becerril el al. (2008), quienes observaron 

que bacterias aisladas de la Mixtequilla utilizaron como fuentes de carbono y 

energía, prinCipalmente fructosa, glucosa y sacarosa. 

T bIa 11 un ació d a 112 n eca rboh'd I ratos y CItrato por lo l ' s cu tlvos b actenanos 
Carbohldralos PLLF PLLS PORA PORS Total % aislados 
Icultivos 14 11 13 5 43 bacterianos 
bacterianos 
Glucosa 6 9 11 1 27 63 
Lactosa 5 5 7 2 19 44 
Manitol 5 6 9 2 22 51 
Manosa 4 8 11 1 24 56 
Sacarosa 8 9 9 1 27 63 
Maltosa 1 9 5 1 16 37 
Fructosa 9 9 10 3 31 72 
Cllrato 10 1 2 3 16 37 

-PLLF-Potrero EllIanete fondo, PLLS-Potrero El Llanete SUperfICie , 
PDRA=Potrero Don Rutino agua, PDRS=Polrero Don Rutino suelo 
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Algunos miembros de bacterias oxidadoras de metanol que se especializan en 

utilizar principalmente la glucosa y fructosa son metilótrofos facultativos típicos como 

el género Melhylobaclerium que son aerobios estriclos (van Aken el al., 2004), 

Arlhrobacler melhylolrophus (actinobacteria) (Borodina el al., 2002) y el género 

Melhylibium (Nakatsu el al., 2006) considerado dentro de los metilótrofos facultativos 

restringidos. 

El citrato, como única fuente de carbono, fue utilizado por menos de la mitad (37%) 

de los cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla; la mayoría de ellos (10) 

proceden de la muestra de PLLF (Tabla 11). Estos resultados son similares a los 

expuestos por Rivera-Becerril el al. (2008) (4 cultivos de siete) donde tambén se 

observó que el citrato fue utilizado por aislados bacterianos. van Aken el al. (2004) Y 

Gallego el al. (2005) indican que la uWizacíón del citrato es característico de algunas 

bacterias metilótrofas facultativas típicas como las pertenecientes a los géneros 

Melhylobaclerium (a-Proteobacteria), Arlhrobacler (Actinobacteria) y y

Proteobacteria como Pseudomonas (Colby y Zatman, 1973; Borodina el al., 2002), 

además de Klebsiella (Stock y Wiedeman, 2001). 

Con base en los resultados de las capacidades catabólicas sobre los carbohidratos y 

el citrato, se puede decir que las bacterias aisladas del humedal de La Mixtequilla, 

cumplen un papel importante en la degradación de la materia orgánica al util izar los 

carbohidratos (fructosa, glucosa y sacarosa) como única fuente de carbono. La 

glucosa, sacarosa y fruclosa son comunes en las plantas (Lotz, 2006) y son 

ampliamente utilizados por bacterias entéricas (Ka nema n el al., 2003) que habitan 

en los sedimentos de humedales de agua dulce; ejemplos de estas especies son 

Klebsiella oxy/oca, Panloea ananilis y Serratia adorifera (Halda-Alija, 2004). 

Carbohidratos con seis átomos de carbono como la glucosa y fructosa son 

degradados inicialmente a ácido piruvico-acetato-acetil-CoA, dando como producto 

final acetona y alcoholes primarios como el butanol y etanol (Nielsen el al., 2009), 

quedandO disponibles para bacterias acuáticas como las que se encuentran en el 

humedal de La Mixtequilla. 

En cuanto al metabolismo respiratorio, poco más de la mitad de los cultivos 

bacterianos (63%) fueron anaerobios facultativos (en glucosa, fruclosa y sacarosa), 

principalmente los aislados procedentes de PLLF (9) Y PDRA (9) (Tabla 12). 
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Ejemplos de bacterias meti lótrofas facultativas Gram-negativas que presentan este 

metabolismo son Melhylibium aquaticum perteneciente a las ~-Proteobacteria (80ng 

y Jang-Cheon, 2007) y Klebsieffa sp. que también crece en metanol (Hou el al., 

1983). 

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

Actlvldadlcuttivos PLLF PLLS PDRA PDRS Total Total 
bacterianos 14 11 13 5 43 11%) 
Anaerobios facultativos 9 8 9 1 27 63 
Reducción nitratos 7 2 3 1 13 30 
Reducción nitritos 6 1 2 1 10 23 
Desnilriflcación 3 1 1 1 6 14 
Producción de H,S 5 1 O O 6 14 
Producción de indo! 2 O O O 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 observó en glucosa como sustrato. 

Tabla 13. Cu~ivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla capaces de 
producir gas a partir de la degradación de la sacarosa y fruetosa. 

Producción de Qas PLLF PLLS PDRA 
Sacarosa 7 2 1 
Fructosa 6 1 2 

La producción de gas (C02) a partir de carbohidratos es una característica de 

bacterias anaerobias facultativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae 

(Yang el al., 2000). Con la fermentación de la sacarosa y fructosa por algunas 

bacterias del humedal de La Mixequilla, se demuestra que son organísmos 

anaerobios facultativos que tienen como función participar en el proceso de la 

degradación anaerobia de la materia orgánica. 

De acuerdo con Torres el al. (2006), en el proceso de la degradación de la materia 

orgánica por las bacterias anaerobias facultativas está involucrada la hidrólisis de 

compuestos de peso molecular alto (polisacáridos, lipidos y proteínas) para formar 

compuestos de peso molecular bajo (ácidos orgánicos y alcoholes) que 

posteriormente son fermentados hasta ácidos grasos volátiles (propionato, acetato) y 

gases (H2 y CO2) , substratos para las fases terminales de la descomposición de la 

materia orgánica, es decir, la sulfatorreducción y la metanogénesis. 

Cabe destacar que la fermentación es un proceso metabólico de óxido-reducción 

que tiene lugar en un entomo anaerobio en el que un substrato inorgánico 
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(hidrógeno) sirve como aceptar final de electrones en lugar de oxígeno, liberando 

C02 el cual es un gas con efecto invernadero (Koneman el al., 2003). 

Menos de la mitad de los cultivos fueron capaces de reducir nitratos (30%) y nitritos 

(23%); la reducción de nitratos (7 aislados) y nitritos (6 aislados) se observó en los 

cultívos de PLLF (Tabla 12). Los porcentajes de aislados que redujeron los nitratos 

son semejantes al 31 % reportados por Rivera-Becerril el al. (2008) . 

La reducción de nitratos como fuente de nitrógeno es una característica de las 

bacterias metilótrofas facultativas típicas como las de los géneros Melhylorhabdus y 

Melhylopila (a-Proteobacteria) (Mi ller el al., 2005); las a-Proteobacteria: 

Melhylobaclerium aquaticum (Gallego el al., 2005) y Melhylovirgula ligni, (Vorob'ev 

el al., 2009) y la especie metilótrofa facultativa restringida Melhylophilus 

melhylolrophus (Jenkins el al., 1987), además de las enterobacterias (Rajasekar el 

al., 2007) y las pertenecientes a la fami lia Intrasporangiaceae como Tetrasphaera 

sp. (Hanada el al., 2002). La reducción de nijritos es una característica propia de 

Serralia marcescens (Rajasekar el al., 2007) y de algunas bacterias provenientes de 

muestras de sedimentos marinos como Pseudomonas sp. y Halobaclerium (Labbé el 

al., 2003). De acuerdo con Pacheco el al. (2002), los nitratos y nitritos son formas 

disponibles de nitrógeno en el agua y se originan a partir de la descomposición 

microbiana de materiales orgánicos como las proteínas de las plantas, aunque 

también existen aportes de fertilizantes nitrogenados y desechos municipales e 

industriales hacia los cuerpos de agua. 

Las bacterias heterótrofas de los humedales juegan un papel importante en el ciclo 

del nitrógeno al producir ureasa, reducir nitratos, nijritos y por su capacidad para 

desnitrificar, además, algunos grupos son fijadores de nitrógeno molecular. 

Las bacterias reductoras de nitrato, en su mayoría son anaerobias facultativas y son 

comúnmente encontradas en el ambiente. Son capaces de acoplar la reducción de 

nitratos a la oxidación de diversos substratos orgánicos (Kourtev el al., 2009), 

además de utilizar los nitratos y nijritos como fuentes de nitrógeno (Starkenburg el 

al., 2008). 

El paso que sigue a la reducción de nitratos a nitritos es la desnitrificación, que es un 

proceso de respiración en el cual el aceptar de electrones es el nitrato, con la 

liberación de nijr6geno molecular (N2) y óxido nítrico (NO). Ejemplos de bacterias 
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que pueden realizar este proceso son las pertenecientes a los géneros 

Pseudomonas, Clostridium, A/caligenes (Torres-Alvarado et al. , 2005) y las 

enterobacterias (Koneman et al., 2003). Esta capacidad de desnitrificar también es 

una característica de metilótrofos facultativos típicos que incluyen los géneros 

Paraeoceus, Rhodobaeler (Labbé el al., 2003), Xanthobaeler, Ancylobacler, el 

género metilótrofo facultativo restringido Hyphomicrobium y los metanótrofos 

obligados (Lidstrom, 2006) que comprenden los géneros Melhylosinus, 

Melhylocyslis, Melhylocella, Melhylococcus y Melhy/ocapsa, en los cuales también 

se presenta la capacidad para fijar N, en suelos agrícolas (Kolb, 2009). 

De acuerdo con Evans el al. (1991) algunos aislados bacterianos de diversos 

ambientes naturales, además de desnitrificar, también son capaces de meta bol izar 

compuestos aromáticos como el tolueno y el orto-xileno, por lo que existe un 

acoplamíento de los ciclos del nitrógeno y del carbono en los humedales. 

La producción del H,s solamente se observó en el 14% de los cu~ivos bacterianos 

aislados del humedal de La Mixtequilla (Tabla 12). La producción de H,S es una 

característica de algunos metilótrofos facultativos restringidos como los 

pertenecientes al género Hyphomicrobium cuando crecen en presencia de 

dimetilsulfano (Borodina el al., 2002), así como por algunos miembros de la familia 

Enterobacteriaceae como Peclobaelerium carotovorum y Pantoea (Kageyama el al., 

1992; Fassihiani y Nedaeinia, 2008). 

Torres-Alvarado et al. (2005) citado en Núñez-Cardona et al. (2008) mencionan que 

en los humedales agrícolas el H,s es generado por el rompimiento de aminoácidos 

azufrados o por la reducción del sulfato; cabe destacar que el H,S es tóxico para la 

mayoría de los organismos vivos. 

La producción de indol fue observada únicamente en dos cultivos de PLLF (Tabla 

12); este es un compuesto nitrogenado resultado de la degradación del aminoácido 

triptofano por la acción de la enzima triptofanasa (Knaggs, 2000). La producción de 

indol es una propiedad de algunas bacterias metilótrofas facultativas restringidas 

como Methylophaga (Doronina el al., 2003), Melhylophi/us rhizosphaerae 

(Madhaiyan el al., 2009), Melhylibium pelro/eiphilum (Nakatsu el al., 2006) en 

Janibacler 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 función central en los ciclos de elementos como el 

nitrógeno (N), carbono (e), fósforo (P) y azufre (S). Estos nutrientes que se 

encuentran tanto en forma orgánica como inorgánica en los ambientes acuáticos, 

son producto de la descomposición de la materia orgánica, dando como resultado, 

en el caso del nitrógeno, la liberación del amonio (NH4) . Dichas enzimas hidroliticas 

exlracelulares (adheridas a la membrana celular), son un grupo clave en el 

aprovechamiento de la materia orgánica (Álvarez, 2005) permitiendo que las 

substancias disueltas sean capaces de pasar a través de la membrana 

citoplasmática (Nakamura el al., 2004). 

En la tabla 14 se muestran los resultados generales representados en porcentaje de 

cultivos y por número de cultivos de cada potrero del humedal de La Mixtequilla que 

fueron capaces de producir enzimas extracelulares. 

Tabla 14. Número de cultivos de cada muestra (número y porcentaje total) que produjeron 
. I I I racá'ddL cad d i t en21mas extraee u ares y el pollS " o e evana en a uno e os potreros. 

Enzimas extracelularesl PLLF PLLS PDRA PDRS Total % total 
cultivos bacterianos 14 11 13 5 43 
AONasa 3 1 4 2 10 23 
Amilasa 9 5 6 1 21 49 
Gelatinasa 2 1 5 O 8 19 
Esculinasa 2 6 4 O 12 28 
Ureasa 12 9 11 5 37 86 
Lipasa 2 O 1 2 5 12 
Polisacárido de l evana 2 O O O 2 5 
lisina descarboxilasa 12 2 8 5 27 63 

La ADNasa es una enzima extracelular conocida como desoxinribonucleasa que 

tiene como función la degradación del DNA dando como productos finales 

nucleótidos; esta enzima fue pnoducida por el 23% de los cultivos bacterianos 

aislados del humedal de La Mixtequilla (Tabla 14); se ha observado que la especie 

metilótrofa Rhodococcus yunnanensis también cuenta con esta propiedad (Yu-Oin el 

al., 2005). 

Menos de la mitad de los cultivos (49%) fueron capaces de producir amilasa, útil 

para degradar almidón, siendo éste, un polisacárido utilizado como fuente de 

carbono (Tabla 14). Miller el al. (2005) y Gallego el al. (2005) señalan que esta 

enzima extracelular es producida por algunos géneros de bacterias metilótrofas 

facultativas tlpicas como Melhylorhabdus, Melhylopila y Melhylobaclerium. Otro 

ejemplo de bacterias metilótrofas facultativas restringidas que producen amilasa son 
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Melhylibium pelroleiphilum (Nakatsu el al., 2006) y Melhylophaga (Doronina el al., 

2003). 

El 19% de los cultivos bacterianos fueron capaces de producir gelatinasa, útil para 

degradar gelatina (proteína), dando como resultado polipéptidos, péptidos y 

aminoácidos (Tabla 14). Miller el al. (2005) mencionan que la producción de 

gelatinasa ha sido observada en bacterias metilótrofas facultativas típicas 

pertenecientes a los géneros Melhylorhabdus y Melhylopila y algunos miembros de 

enterobacterias como Panloea (Gavini el al., 1989) y Peclobaclerium carolovorum 

(Fassihiani y Nedaeinia, 2008), asi como en especies del género Pseudomonas 

(Achouak el al., 2000) y miembros de la familia Intrasporangiaceae como Janibacler 

me/onis (Loubinoux el al., 2005). 

La esculinasa es una enzima extracelular útil para degradar esculina (glucósido 

presente en algunos vegetales), para dar origen a esculetina. La esculinasa fue 

producida por el 28% de los cultivos bacterianos (28%) aislados del humedal de La 

Mixtequilla (Tabla 14). La producción de esculinasa se ha documentado en algunas 

de las especies del género Rhodococcus como R. fascians, R. maanshanesis y R. 

erythropolis (Yu-Oin el al., 2005). 

Las bacterias capaces de sintetizar la enzima ureasa utilizan urea como fuente de 

nitrógeno dando como resultado la liberación del amonio (Bhadra el al., 2005). La 

mayoria de los cultivos (86%) del humedal de La Mixtequilla fueron capaces de 

producir ureasa (Tabla 14). La producción de esta enzima extracelular concuerda 

con resultados obtenidos (7 cultivos bacterianos) por Rivera-Becerril el al. (2008). La 

capacidad de producir ureasa es una caracteristica de bacterias oxidado ras de 

metanol (metilótrofas facultativas típicas) como las de los géneros Melhylobaclerium 

(Gallego el al., 2005), Rhodococcus (Yu-Qin el al., 2005) y la especie Labrys 

monachus (Miller el al., 2005), Melhylophilus melhy/olrophus (Jenkins el al., 1987) 

Melhy/ophaga (Doronina el al., 2003). Estas dos últimas son metilótrofas facultativas 

restringidas. Finalmente, Enlerobacler asburiae (Brenner el al., 1986) también posee 

esta capacidad. 

De acuerdo con Pacheco el al. (2002), la producción 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, además de los animales que ahi habitan. En el 
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caso del humedal de La Mixtequilla, la producción de esta enzima extracelular se 

explica porque en una estación del año, especialmente 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 sólo por el 12% de los cultivos 

del humedal de La Mixtequilla (Tabla 14) y se sabe que también es producida por 

bacterias metilótrofas como Rhodococcus yunnanensis (Yu-Qin el al. , 2005). 

Cabe destacar que de los 43 cultivos bacterianos, únicamente dos del PLLF 

sintetizaron el polisacárido de Levana (Tabla 14) el cual, de acuerdo con Gallego el 

al. (2005), es producido por Melhylobaclerium aqualicum. Hans-Curt el al. (2007) 

argumentan que la producción extracelular del polisacárido de Levana es una de las 

propiedades del género Pseudomonas; además mencionan que la presencia de 

pOlisacáridos en los ambientes naturales es rara . Se ha observado que dentro de las 

principales especies productoras de polisacáridos están Pseudomonas fluorescens, 

Klebsiella pneumoniae, E. coli y miembros del género Acinelobacler (Wilches, 2004; 

Cuthbertson el al., 2009). 

La lisina descarboxilasa es una enzima no extracelular que tiene como función 

degradar el aminoácido lisina, componente de las proteinas dando como producto 

final la cadaverina. La lisina descarboxilasa fue producida por más de la mitad de los 

cultivos (63%) del humedal de La Mixtequilla (Tabla 14). La producción de esta 

enzima es característica del género Serratia (Koneman el al., 2003) y de la ~

Proteobacteria metilótrofa facultativa restringida Melhylibium pelro/eiphilum (Nakatsu 

el al., 2006). 

Chowdhury el al. (2008) mencionan que las enzimas extracelulares, además de 

degradar la materia orgánica, también cumplen un papel importante en el ámbito 

industrial por su aplicación en la producción de fármacos, detergentes y en la 

industria textil. 

De acuerdo con Worm el al. (2001), las bacterias acuáticas son altamente diversas 

en cuanto a sus preferencias catabólicas por el uso de los carbohidratos y la 

producción de enzimas extracelulares que les permiten degradar la materia 

orgánica. 
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Las concentraciones ensayadas (0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0%, 3.0% Y 4.0%) tanto de 

compuestos aromáticos como de alcoholes (como única fuente de carbono y 

energía), fueron altas si se comparan con otros estudios en donde utilizaron 0.1 % de 

etanol y 1.0% de metanol. A partir de estos ensayos se aislaron bacterias 

metilótrofas como Labrys melhylaminiphilus, metilótrofo facultativo perteneciente a 

las a-Proteobacteria (Miller el al., 2005). Madhaiyan el al. (2006) aislaron bacterias 

del género Melhylobaclerium utilizando una concentración de 0.5% de metanol; por 

su parte, Pinto el al. (2010) aislaron bacterias heterótrofas pertenecientes al género 

Enlembaeler utilizando una concentración de butanol de 0.2%. 

En la tabla 15 se muestran los resultados 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 aromáticos. 

Concentracl6n Metanol Etanol 1-butanol 2-Propanol Tolueno Xlleno 
(%) 
0.5 69 74 76 76 67 83 
1.0 70 69 58 67 74 81 
1.5 60 69 65 81 72 67 
2.0 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 más de la mitad de los cultivos bacterianos fueron 

capaces de crecer en todas las concentraciones de etanol, siguiendo el metanol; en 

2-propanol hubo un mayor porcentaje (81 %) de cultivos que creció bien en la 

concentración de 1.5%; un menor porcentaje de cultivos se desarrolló en el 1-

butanol (Tabla 15). 

En los compuestos aromáticos (xileno y tOlueno), el comportamiento de los cultivos 

bacterianos fue diferente; el mayor porcentaje de ellos creció bien en las dos 

primeras concentraciones (0.5% y 1.0%) de xileno y más de la mitad en las 

concentraciones 1.0% y 1.5% de tolueno (Tabla 15). 

De la misma manera, el mayor número de cultivos bacterianos de cada muestra 
creció bien en las tres primeras concentraciones (0 .5%, 1.0% Y 1.5%) de xileno y 
más de la mitad de los cu~ivos 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. Número de cultivos bacterianos aislados, por sitio de muestreo, capaces de crecer 
en alooholes y oompuestos aromátioos. 

Concentración (%) Metanol Etanol 14Jutanol 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 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 (1 2 cultivos) 
0.5 8 7 9 11 7 10 

1.0 8 9 7 8 10 10 

1.5 6 8 8 11 10 8 

2.0 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 metilótrofas 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 (Col by y 

Zatman, 1975) y Methylobacterium (Miller et al., 2005), por o-Proteobacteria como 

Labrys methylaminiphilus; y-Proteobacteria como Pseudomonas, Acinetobacter, por 

E. coli (Kalyuzhnaya et al., 2008) y Enterobacter sp. (Pinto et al., 2010), además de 

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

Las enzimas alcohol deshidrogenasas sintetizadas por las bacterias metilótrofas 

facultativas tienen como función transformar los alcoholes como el etanol a 

acetaldehido, y éste a acetil CoA por la acetaldehido deshidrogenasa. Pseudomonas 

putida genera ácido pirúvico a partir de 2-propanol (alcohol secundario), formándose 

acetona y después hidroxiacetona para finalmente producir ácido pirúvico (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 butanoil-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 transfonnados a ca, generando energia y 

metabolitos para la formación de biomasa celular (Fernandes, 2002; Steffan el al. 

1997; Ranganathan y Maranas, 2010). 

Además de estar presentes en la gasolina, el etanol, butanol y propanol también son 

producidos por Closlridium, a partir de carbohidratos como la glucosa, galactosa y 

manosa, provenientes de la materia orgánica. Otros productores del butanol a partir 

de la glucosa son Bulyribaclerium melhylolrophicum, Clostridium butyricum y la 

arquea Hyperthermus butylicus (Radjchenberg-Ceceña et al., 2009). 

Especies de bacterias metilótrofas facultativas como las del género 

Methylobacterium, además de crecer en metanol, metabolizan compuestos qu imicos 

orgánicos tóxicos como cloruro de metilo, bromuro de metilo, diclorometanos, 

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

En cuanto a los compuestos aromáticos (tolueno y xileno), en el presente trabajo se 

ensayaron concentraciones más altas que las utilizadas por Mikesell et al. (1993) y 

Tsao et al. (1998), quienes lograron estimular el crecimiento de bacterias 

heterótrofas 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 únicas fuentes de 

carbono. En otro estudio realizado por l eón et al. (1999), al aumentar la 

concentración de tolueno a 200 ~l (0.2 ml) y de xileno a 20 ~l (0.02 ml) se inhibió 

el crecimiento de bacterias heterótrofas. 

Tanto el tolueno como el xi leno son compuestos monoaromáticos comunes en 

ambientes contaminados con residuos de petróleo, gasolina o diesel y , además 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, están presentes en la gasolina y los 

derrames accidentales de ésta son los responsables de la contaminación de los 

cuerpos de agua (Otenio et al., 2005). 

40 



Los BTEX presentes en el suelo y en el agua, son degradados como únicas fuentes 

de carbono por un amplio rango de microorganismos como bacterias de los géneros 

Escherichia, Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter (Morlelt-Chávez et 

al. , 2010) Y Enterobacter (Machnicka y Suschka, 2001). 

El catabolismo bacteriano de los BTEX (Maliyekkal et al. , 2004) Y BTX (benceno, 

tolueno y xii en os) en ambientes acuáticos es un mecanismo de biorremediación al 

ser mineralizados por las bacterias heterótrofas nativas (Jang-Young et al., 1995), 

las cuales utilizan enzimas oxigenasas. El tolueno es transfomnado por la to lueno 

oxigenasa y los xilenos (orto, para y meta) por xileno oxidasas; tanto el tolueno como 

los xilenos pasan a fomnar benzil alcoholes, éstos se transfomnan de ácidos metil

benzoicos a catecoles y finalmente pasan al ciclo de los ácidos tricarboxilicos (Evans 

et al. , 1991 ; Jean-Pierre y Arvin , 1995; Otenio et al., 2005). Una vez degradados los 

BTEX y BTX por las bacterias heterótrofas (Jang-Young et al., 1995; Maliyekkal et 

al., 2004), se transfomnan en fomnas quimicas no tóxicas para otros organismos 

vivos (Tsao et al., 1998). 

Las bacterias del humedal de La Mixtequilla son capaces de crecer en metanol, 

etanol, 1-butanol, 2-propanol y en los compuestos aromáticos tolueno y xileno, 

aunque estos dos últimos 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-Hemández et al. 

(2001), las bacterias al estar en contacto con los pesticidas y el tolueno, a lo largo de 

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

Lang (1996) menciona que las bacterias heterótrofas únicamente toleran los 

alcoholes y los compuestos aromáticos cuando tienen disponible otra fuente de 

carbono; para tolerarlos establecen diferentes mecanismos como son el modificar la 

pemneabilidad de su membrana celular, fomnar esporas y vesículas, así como la 

sobre expresión de proteinas de membrana. 

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

12 antibióticos 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 mayoría de estos cultívos presentaron fonna 

de bacilos con colonias color crema. 

Con respecto a la respuesta de los cultivos al ser expuestos a 12 antibióticos 

específicos para bacterias Gram negativas, un porcentaje alto de los cultivos 

presentaron sensibilidad a neti lmicina (94%), amikacina (91%), cloranfenicol (86%), 

gentamicina (86%) y trimetoprim-sulfametoxazol (80%). Cabe señalar 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 antibiótico pertenece al grupo de 

las quinolonas, las cuales han tenido poca aplicación clínica por ser inductores de 

resistencia en bacterias y además de actuar en el sistema nervioso central de 

humanos y animales. 

Estos resultados son similares a los reportados por Rivera-Becerril el al. (2008), en 

aislados bacterianos del humedal de La Mixtequilla, donde encontraron que la 

mayoría de ellos fueron sensibles a la amikacina y al cloranfenicol, siguiendo la 

ampicilina. Brown el al. (1992) y Chen-Hsiang el al. (2004) señalan que especies 

pertenecientes al género Melhylobaclerium presentan sensibi lidad 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 antibióticos ensayados. AM=ampicilina, CF=cefalotina, CTX=cefotaxima, 
CRO=ceftriaxona, CL=cloranfenicol, GE=gentamicina, NET=netilmicina, 
NF=nitrofurantolna, PEF=pefloxacina, STX=trimetoprim-sulfametoxazol , AK=amikacina 
y CB=carbenicilina. 

Poco más de la mitad de los cultivos (57%) presentó resistencia a la carbenicilina y 

menos de la mitad lo fue ante la nitrofurantoína (46%), la cefalotina (43%) y la 

ampicilina (40%) (Fig. 5). La mayoría de los cultivos de PLLF presentaron resistencia 

a la carbenicilina (57%), siguiendo la nitrofurantoína (46%), la cefalotina (43%) y la 
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ampicilina (40%); mientras 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 
antibióticos ensayados. AM=ampicilina , CF=cefalotina, CTX=cefotaxima, 
CRO=ceftriaxona, CL=cloranfenicol, GE=gentamicina, NET=netilmicina, 
NF=nitrofurantolna, PEF=pefloxacina, STX=lrimetoprim-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); más de 

la mitad de los cultivos (8) de PLLF presentaron respuesta intermedia a la 

pefloxacina (Tabla 17). 
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Figura 6. Porcentaje de los cultivos bacterianos del humedal de La Mixtequilla que presentaron 
respuesta intermedia a los antibióticos ensayados: AM=ampicilina, CF=cefaJotina, 
CTX=ce(otaxima, CRO=ceftriaxona. CL=cloranfenicol, GE= gentamicina. NET=netilmicina, 
NF=nitrofurantolna. PEF=pefloxacina, STX=trimetoprim·sulfametoxazol, AK=amikacina y 
CB=carbenicilina. 
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Tabla 17. Número de cultivos bacterianos de las muestras del humedal de La Mixtequilla y 
t I nfb·óf ad su res pues a a os a II ICOS ensaYé os. 

RespUHt. Sensible Resistente Intermedia 
Muestras PUF PUS PORA PORS PUF PUS POAA PORS PLLF PLLS PORA PDRS 
Antibiólicosl 11 8 11 5 11 8 11 5 11 8 11 5 
No.cultivos 

AM 4 4 9 2 7 4 1 2 O O 1 1 

CF 4 5 8 1 7 1 3 4 O 2 O O 

Cn< 4 3 6 O 3 4 2 O 4 1 3 5 
CRO 8 2 9 2 1 2 1 O 2 4 1 3 
Cl 9 7 10 4 1 1 1 1 1 O O O 
GE 9 8 9 4 2 O 1 O O O 1 1 
NET 10 8 10 5 1 O 1 O O O O O 
NF 5 6 6 1 5 2 5 4 1 O O O 

PEF 3 4 6 2 O 1 1 O 8 3 4 3 
Sn< 10 4 9 5 1 2 1 O O 2 1 O 
AK 10 8 9 5 1 O 2 O O O O O 

CB 1 1 6 O 9 4 3 4 1 3 2 1 

En la tabla 18 se presentan las características fisiológicas de 29 cultivos bacterianos 

del humedal de La Mixtequilla y su respuesta (resistente o sensible) a los antibióticos 

ensayados. Los cultivos MP15 y MLLF19 fueron capaces de resistir a ocho 

antibióticos, que incluye a ampicilina (grupo de los ~-Iactámicos), ceftriaxona 

(cefalosporinas de 3" generación), cloranfenicol (anfenicoles), gentamicina 

(aminoglucósidos) y nitrofurantoína (nitrofuranos). Estos cultivos son anaerobios 

facultativos, móviles, produjeron esculinasa y lisina descarboxilasa, participan en el 

ciclo del nitrógeno al reducir nitratos, nitritos y desnitrificar; como única fuente de 

carbono utilizaron el citrato. 
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Tabla 18. Caracteristicas fisiológicas de los cultivos bacterianos y su respuesta (resistente o 
a los antibióticos 
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El cultivo MP15 presentó actividad sobre seis carbohidratos (excepto maltosa), 

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

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

Por otro lado, el cultivo MLLF17B fue aerobio estricto con características genéticas y 
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fisiológicas similares a Bacillus jeotgali, 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 observó que 

MLLF178 resistió seis antibióticos (cefotaxima, gentamicina, netilmicina, trimetoprim

sulfametoxazol, amikacina y carbenicilina), produjo enzimas extracelulares como 

amilasa, gelatinasa, ureasa y lisina descarboxilasa; utilizó 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 MLLS02, MLLS08, MP119A, MPSU218A y MLLS18 fueron resistentes 

a cinco antibióticos; los tres primeros a cefotaxima y los aislados MP119A, 

MPSU218A y MLLS18 lo fueron a nitrofurantoina; los cinco cultivos lo fueron a 

carbenicilina. El cultivo MLLS08 fue anaerobio facultativo, produjo esculinasa y 

ureasa, ésta última también sintetizada por MLLS02 y MPSU218A que produjeron 

lisina descarboxilasa, mientras que MP119A produjo gelatinasa, esculinasa y lisina 

descarboxilasa. Únicamente el aislado MLLS18 catabolizó a todos los carbohidratos 

y el MLLS02 utilizó glucosa, lactosa, sacarosa y fructosa; no se ensayó en los 

alcoholes ni compuestos aromáticos. 

Los cultivos MLLS08, MP119A, MPSU218A y MLLS18 crecieron en etanol, 1-

butanol y xileno y los últimos dos cultivos (MPSU218A y MLLS18) también crecieron 

en 2-propanol y tolueno; por otro lado, los cultivos MLLF015A1, MLLF017, 

MLLF17G, MLLF9, MPSU2171 y MPSU217 fueron Gram-negativos, resistentes a 

cuatro antibióticos. MLLF017, MLLF17G fueron anaerobios facuijativos. Los seis 

cultivos produjeron ureasa y lisina descarboxilasa; utilizaron citrato como única 

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 antibiótico; los cultivos MLLF015A, MPSU5 Y MLLF3A mostraron 

resistencia a tres antibióticos; comparten la propiedad de resistir a la cefalotina y a la 

carbenicilina, además de produCir ureasa y lisina descarboxilasa. Los cultivos 

MLLF015A y MPSU5 utilizaron como fuentes de carbono el manitol, sacarosa y 

fructosa; los cultivos MPSU5 y MLLF3A crecieron en los alcoholes y compuestos 

aromáticos. 

46 



Tabla 19. Garacteristicas fisiológicas de cultivos bacterianos que resistieron de uno a tres 
antibióticos. 
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Seis cultivos (MLLS013AC. MP119. MP16A. MP113. MLLS111A y MLLS02G) 

mostraron resistencia a dos antibióticos; tres de ellos (MLLS013AC. MP16A y 

MLLS111A) resistieron a la cefotaxima y cinco (MPSU5. MLLS013AC. MP119. 
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MP16A Y MP113) a la nitrofurantolna; todos produjeron ureasa. MLLS013AC 

también produjo esculinasa y lipasa y MP1 6A fue capaz de producir ADNasa, 

amilasa y lisina descarboxilasa; éste último participa en el ciclo del nitrógeno al 

reducir nitratos, nitritos y desnitrificar; cinco de los cultivos emplearon la glucosa y 

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

El aislado bacteriano MLLS013AC no creció en tolueno y, con base en sus 

propiedades genéticas y fisiológicas, es muy cercano a Bacilfus pumilus. De acuerdo 

con Reva el al. (2002), B. pumilus produce antibióticos para proteger las plantas de 

bacterias y hongos patógenos y se caracteriza por producir enzimas hidroliticas para 

degradar la materia orgánica 

Los cultivos bacterianos MP19A, MLLS02AC, MP1 16, MP116AA, MLLF22B 

MLLF05 resistieron a antibióticos 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 

aromáticos. 

La mayoría de los cultivos que resistieron de tres a un antibiótico fueron anaerobios 

facu~ativos (12 cultivos); todos produjeron ureasa (14) y la mayoría a la 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 aromáticos crecieron bien (Tabla 19). 

Más de la mítad de los cultivos que resistieron de cuatro a ocho antibióticos 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 más de la mitad de los cultivos (10) fue la 

fructosa. La mayoría de los cultivos creció en presencia de xi leno (11), etanol , 1-

butanol (10), 2-propanol y tolueno (9) (Tabla 18). 

La enzima exlracelular que más produjeron los cultivos bacterianos fue la ureasa, lo 

cual indica la presencia de urea en el humedal de La Mixtequilla, probablemente por 

los desechos domésticos provenientes del río Camarón y la presencia de ganado 

vacuno. De acuerdo con los resultados acerca de la reducción de nitratos, nitritos y 

desnitrificación, pocos cultivos participan en el ciclo del nitrógeno. 
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La mayoria de los cultivos que resistieron de uno a tres antibióticos (Tabla 19) 

utilizaron los carbohidratos, por lo que desempeñan un papel importante en el ciclo 

del carbono degradando la materia orgánica presente en el humedal de La 

Mixtequilla; que fueron capaces de crecer en todos los alcoholes y compuestos 

aromáticos, lo que indica que participan en el ciclo del carbono y en la 

biorremediación de ambientes impactados por estos compuestos. Algunas de las 

bacterias multiresistentes a los antibióticos pOdrían causar alguna enfermedad en los 

animales o en humanos en el humedal de La Mixtequilla ; además, al utilizar como 

fuentes de carbono y energla alcoholes y compuestos aromáticos, se les 

considerara como bacterias con potencial como biorremediadores de ambientes 

contaminados por petróleo. Este combustible contiene alcoholes como etanol, 

butanol y compuestos aromáticos como tolueno y xi lena. 

Cabe mencionar que los 15 cultivos bacterianos fueron sensibles a ceftriaxona, 

cloranfenicol, gentamicina, netilmicina y a trimetoprim-sulfametoxazol (Tabla 19). 

Ejemplos de bacterias multiresistentes a los antibióticos de uso clínico están 

enterobacterias como Serratia marcescens (Guollet y Picard, 1997) y miembros del 

género Acinetobae/er (Nemec et al., 2010) que incluye a Acinetobacter 

radioresistens (aislado de suelo yagua ; son capaces de resistir antibióticos como los 

pertenecientes a las cefalosporinas, aminoglucósidos (amikacina y netilmicina) y 

flouroquinolonas (Towner, 1977; Townsend et al., 2008). Ésta especie (A. 

radioresistent) y Serratia marcescens están estrechamente relacionadas con las 

bacterias del humedal de La Mixtequilla, considerando el análisis del 168 rDNA de 

algunos aislados de este ecosistema (Fig. 11 j . 

De acuerdo con Halda-Alija (2004 j, las bacterias entéricas están comúnmente 

presentes en los sedimentos de humedales de agua dulce, debido a que la rizósfera 

de las plantas podría servir como reservorio para el crecimiento y expansión de 

patógenos potenciales como Klebsiella y Enterobae/er. Estos géneros son capaces 

de colonizar humanos y animales y han mostrado alta resistencia a cefalosporinas y 

ampicilina (que pertenecen a los ~-Iactámicos) ; la función catalítica de las Il

lacta masas sintetizadas por estas bacterias es la principal responsable de 

resistencia a los antibióticos Il-Iactámicos. 

La resistencia a netilmicina, amikacina y gentamicina (aminogluc6sidos) por 

bacterias Gram-negativas se debe a que sintetizan enzimas modificadoras 
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conocidas como acetil-transferasa (MC) y adenil-transferasa (ANT o MD) 

codificadas en plásmidos (Fuchs el al., 1994). Fuchs el al. (1994) argumentan que 

las bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas sintetizan acetil

transferasas (CAT) para resistir al cloranfenicol. Dicha resistencia a los antibióticos 

se debe a que ha aumentado la introducción de estos agentes antimicrobianos en el 

ambiente por diferentes vias, como la terapia médica, la agricultura y la ganadería , 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 aplicación de los 

antibióticos en los animales y en los humanos aumentan el número de bacterias 

patógenas resistentes a estos compuestos, las cuales transfieren genes de 

resistencia a otras bacterias pertenecientes a la microbiota intestinal. 

De acuerdo con Demaneche el al. (2008) y Vanzzini el al. (2009), los antibióticos 

pertenecientes a los aminoglucósidos y betalactámicos han tenido un extenso uso 

clínico para el tratamiento de enfenmedades infecciosas y han favorecido la 

evolución de mecanismos de resistencia en las bacterias heterótrofas Gram

negativas. 

Tres de los principales mecanismos de resistencia a los antibióticos desarrollados 

por éstas son: a) la permeabilidad de la membrana celular, b) la producción de 

enzimas Il-Iactamasas que también hidrolizan antibióticos pertenecientes al grupo de 

las a-<:arboxipenicilinas (Fass, 1983) y c) la producción de enzimas fosfotransferasas 

con las cuales resisten los aminoglucósidos (Wai-Ching el al., 1997). Estos tres 

mecanismos son similares a los que utilizan para tolerar compuestos aromáticos 

como tolueno y xilenos. 

Stock y Wiedemann (2001) mencionan que miembros del género Klebsiella spp. son 

patógenos oportunistas que causan un gran número de infecciones en el humano. 

Se ha observado que estos son sensibles a antibióticos como los perteneCientes a 

cefalosporinas, aminoglucósidos, quinolonas, cloranfenicol y nitrofurantoína. 

Klebsiella también fue ubicada en el árbol filogenético del presente trabajo (Fig.11). 

Bacterias de la especie Serratia marcescens y del género Acinelobacler producen 

enzimas extracelulares como algunas nucleasas y proteasas; crecen en lactosa y 

sacarosa (Ashelford el 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 

manitol (Gavini et al., 1989). Tanto Serratia como Panloea fueron detectadas en el 

árbol filogenético obtenido en el presente trabajo de investigación (Fig. 11). 

Las bacterias desempeñan un papel relevante en la biorremediación de ambientes 

naturales contaminados por compuestos tóxicos; ejemplos de estas bacterias son 

Serralia marcescens capaz de degradar debenzofurán (Kumar y Shekhar, 2007) y el 

género Acine/obacter que degradan fenal, benzoato, petróleo crudo (Abdel-EI

Haleem, 2003) y, tolueno (Zilli el al. , 2001). Este mismo género, además, tiene como 

función remover fosfatos y metales pesados (Abdel-EI-Haleem, 2003) y, como se 

mencionó anteriormente, sintetiza alcohol deshidrogenasas para la degradación de 

alcoholes (Bellion y Wu, 1978). 

En lo que se refiere a la idenficación molecular de los cultivos bacterinanos mediante 

el análisis 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 

teñido con bromuro de etido y observados mediante el uso de un transiluminador 

con luz ultravioleta . 

• •• " 11" It.'" 

Figura 7. AON total extra ido de 22 cultivos bacterianos aislados del humedal de la Mixtequilla, 

analizados en gel de agarosa a11% y teí'jido con bromuro de etidio. 

Se amplificó un fragmento del gen 16S ADNr de nueve cultivos bacterianos del 

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

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

forward FBac 5' ATCATGGCTCAGATIGAACGC 3' y reverse CG0605R 3' 
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CGGTGAATACGTTCCCGGG 5' Y nuevamente se cuantificó el ADN total (Tabla 20) 

para la secuenciación posterior.Se hicieron lecturas del ADN diluido (1 :00 ó 1 :50) en 

un espectrofotómetro a 260 nm, para ello se consideró un volumen determinado 

(volumen final V,) de ADN (en microlitros) que fue diluido hasta obtener una 

concentración de 100 ng, misma que fue utilizada para la amplificación del gen 16S 

ADNr. 

Tabla 20. lecturas de AON total en nanogramos/microlitro, de los nueve cultivos 

bacterianos. 

Cultivos Dilución de Abosrbanci (Cl)en (V1) en ~l H20· 
bacterianos ADN a ngI"L 

(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 
MLLS013AC 1:100 0.133 665 15.00 85.00 
MLLF178 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 
MLLS02AC 1:100 0.243 1215 8.230 91 .77 

C1=ng/ ~L de AON total, V1-Volurnen final de ADN en ~L . nm=nanómetros, ngll-l- nanogramos por 
microlitrOS.*'a necesaria para contar con un volumen de 100 IJL 

Para amplificar el ADN por PCR, se utilizaron 100 ng/~L (1.0 ~L ) de ADN molde. El 

ADN producto de la reacción de la PCR, se depositó en un gel de agarosa al 1 % 

contenido en una cámara de electroforesis para su migración a 120 V. Finalmente, 

en un transiluminador UV se observaron las bandas del fragmento del gen 16S 

ADNr; fue verificado el tamaño esperado del producto de aproximadamente de 1371 

pb (Figura 8) y se tomaron las fotografias de las bandas con una cámara Kodak. 
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1012HI21222731.0.1TA 

10 _ MLLFO Bacilos 
12 - MLLFAC Bacilos 
H I - MLLS 13AC Bacilos 
2 1 - MLLS013AC Bacilos 

1371 pb 22 _ MLl.F17B Bacilos 
27 - MLLF17C Bacilos 
3 1 - MLLS13C Bacilos 
... 0 • MLLS02AC Coeos 
... 1 - MP1 & Cocos 
T -1iIstigo 
A _ M.~d~ MolecUar Lambda 

Figura 8. Bandas del fragmento del gen 16S AONr de aproximadamente 1371 pb de los nueve 

cultivos bacterianos y de un testigo negativo sin AON (T). analizados en gel de agarosa al 

1% y tenido con bromuro de etidio. Al final aparece el marcador lambda (A) que sirvió 

para estimar el tamaño del amplic6n. Nota: las bandas parecen de tallas distintas debido 

al error de ed ictón de la imagen. 

Purificación 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%, teñido con bromuro de etidio (Fig. 9). 

10 " MlLfO 

12" MllfAC 

16:: MlLS13AC 

pb 21 '" MU5013AC 
22'" MUF17B 

27::: MllFl7C 

31 .. MUS13C 

40 '" MllS02AC 

41::: MP16 

Figura 9. Bandas purificadas del gen 165 ADNr de aproximadamente 1371 pb de cada uno de los 
cuttivos bacterianos; al final aparece el marcador mofecular Lambda (A). Nota: las bandas 
parecen de tallas distintas debido al error de edición de la imagen. 
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El ADN producto de la PCR purificada nuevamente fue cuantificado (Tabla 21) con el 

fin de obtener una concentración de 150-300 ng/~L ; con este producto se amplificó 

un fragmento de 465 pb, utilizando los iniciadores universales para bacterias CGO 

(Forward) 465 (5' CTCCTACGGGAGGCAGCAG 3') y CGO (Reverse) 465 (3' 

CAGGATIAGATACCCTGGTAG 5'). 

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

'16 
LFO 

13AC 
17e 

~ 

I Dilución 

I 'so 

Absorbancia 
(260 nm) 

1.08 zo 1. 

El producto de 465 pb (parte in tema del fragmento de 1371 pb) se llevó a secuenciar 

a la Unidad de Ácidos Nucleicos del CINVESTAV-Zacatenco. 

Las secuencias de los nueve cultivos bacterianos fueron alineadas con el programa 

Vector NTI versión 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 

versión 6.0 y, con el programa Mega 4, se elaboró un árbol filogenético donde se 

ubicaron los nueve cultivos (Fig. 11). 

>ACB 05F Y 06R MP16 

TGAGGGATGACGGCCTICGGGTIGTAACCCTCTTICAGCAGGGAAGAAGCGAA 
AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG 
TAATACGTAGGGTGCGAGCGTIGTCCGGAATIATTGGGCGTAAAGAGCTIGTAG 
GCGGTTIGTCGCGTCTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTIGCAGT 
GGGTACGGGCAGACTAGAGTGTGGTAGGGGAGACTGGAATICCTGGTGTAGCG 
GTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGC 

54 



>ACB09F y ACB 1 OR MLLFO 

TGTGTGAAGAAGGGCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGACGA 
TAAGGTTAATACCCTTCTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTACC 
TCCGTACCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGCCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG 
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT 
GCCGAAGGC 

>ACB11F y ACB12R MLLFAC 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGA 
TGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC 
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG 
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT 
GGCGAAGGC 

>ACB 13F y ACB 14R MLLS013AC 

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTG 
CAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGGCCACGGCTAAC 
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT 
TGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG 
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA 
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT 
GGCGAAGGC 

>ACB17F y AB18R MLLF17B 

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGAGAAGAACAAGT 
ACCGGAAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACGTGACCAGAAAGCAACGGCTA 
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAACGTAGTTGCAGAGCGTTATCCGGAGA 
TATGGGGCGTAAAGCGCGCGCAGCCGGCTCCTAAGTCTGATGTGAAGGCCCAC 
GGCTCAACCGTTGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGGAGAG 
AAAAGGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGGGGAGGAACA 
CCAGTGGCGAAGGC 

>ACB21 F y ACB22R MLLS13AC 

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAGGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGC 
TGAGGTTAATAACCTCAGCATTTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC 
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG 
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT 
GGCGAAGGC 
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>ACB23F y 24R MLLF17C 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGG 
TGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC 
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGG 
CTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT 
GGCGAAGGC 

>ACB25F y 26R MLLS 13C 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGG 
TGAGCTTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC 
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGAATGTGAAATCCCCGG 
GCCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGG 
GGGTAGAATACCAGGCGAAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG GAATTCCG 
GTGGCGAAGGC 

>ACB33F y ACB34R MLLS02AC 

TGTGTGAAGAAGGGCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGACGA 
TAAGGTTAATACCCTTCTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTACC 
TCCGTACCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC 
TGGCCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG 
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG GAATACCGGT 
GCCGAAGGC 

Figura 10. Secuencias del 16S AONr de los nueve aislados bacterianos del humedal de La 
Mixtequilla. Las letras negras señalan la localización 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 Mixtequilla y su relación con especies 
bacterianas. 
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Pb=pares de bases. Total score=resultado total , a. Cov.-Query coverage=consutta completa, 
Eval.=evaluado y % Max. Ident.=porcentaje de máxima identidad, (-)=Gram-negativo, (+)=Gram-
positivo. 

En la figura 11 se observa el árbol 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, MLLS02AC, MLLS13AC, MLLF17C, MLLS013AC, 

MLLF17B, MLLS13C y MP16, aisladas de muestras de agua del humedal de La 

Mixtequilla, y 19 de las secuencias (Anexo 11) son parciales del gen 16S ARNr de las 

diferentes especies y géneros bacterianos localizados en el BLAST. 

El árbol filogenético se elaboró con el programa MEGA 4 por el 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 significarían que es el árbol de 

máxima probabilidad; este análisis soporta las relaciones filogenéticas de los cultivos 

con un porcentaje de identidad de 94-99% (Tabla 22). 
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Figura 11 . Árbol filogenético que indica la posición de los cultivos bacterianos con respecto a otros 
laxa, basado en las secuencias del gen 168 ARNr. Se observa el vak>r 0.1 de la barra que 
representa la substitución de un nucle6tido por 100 nucle6tidos en las secuencias 16$ 
rRNA. 

Cabe destacar que en el árbol 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 está 

integrado por las Aclinobacterias (Ej. Intrasporangiaceae). La especie Serratia 
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marceseens también pertenece a las y-Proteobacteria, pero se encuentra separada 

de ellas (Fig. 11) posiblemente por presentar endoesporas. Anteriormente se habia 

identificado como Bacil/us sp., crece en presencia de 7% de NaCI (Ajithkumar e/ al., 

2003); es única entre las Enterobacterias por secretar una quitinasa, varias 

proteasas, una nucleasa y una lipasa (Hejazi y Falkiner, 1997); presenta resistencia 

múltiple a los antibióticos cefalotina, cefotaxima, gentamicina, amikacina netilmicina , 

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

De los nueve aislados identificados genéticamente se lograron caracterizar 

catabólicamente cinco de ellos, los cuales comparten algunas caracteristicas 

fisiológicas con Te/rasphaera sp. (MP16), Baci"us pumilus (MLLS013AC), Baeil/us 

jeo/gali (MLLF17B), En/erobac/er asburiae (MLLS13AC) y Se"atia marceseens 

(MLLS13C) (Tabla 23), localizados con el BLAST del NCBI. Solamente cuatro de 

estos cultivos se expusieron alcoholes primarios y compuestos aromáticos y tres en 

los antibióticos. 

Tabla. 23. Características fenotípicas de los cinco aislados bacterianos identificados 
mediante secuenciación de un segmento del 16S ADNr, y las especies con las 
que se relacionan, localizadas en el BLAST 
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+=Respuesta positiva ; -=Respuesta negativa, espacios v8clos=prueba no documentada, C=COCO, b=bacilo, 
MllS13C no se expuso a los alcoholes y compuestos aromáticos. las especies fueron reportadas por 
a=Mckenzie el al. (2006) y Maszenan el al. (2000); b=Reva el al. (2002); c=Ten el al. (2007); Jung-Hoon el al. 

(2001) y Yamamura 91 al. (2007); d=Brenner el al. (1986), e=Rajasel(ar el al. (2007). 

A continuación se describen los cinco aislados que fueron identificados mediante el 

análisis 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 (Rg. 12) presentó forma de coco con respuesta negativa a la tinción 

Gram; fue una bacteria que mostró metabolismo anaerobio facultativo y fue aislada 

de la muestra de agua (12 cm de profundidad); no creció 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. Cuttivo bacteriano MP16 aislado de la muestra de agua det Potrero Don Rufino. 

El cultivo MP16 se relacionó genéticamente con Telrasphaera sp. (98% de 

identidad), con la que comparte algunas caracleristicas fisiológicas. El género 

Telrasphaera pertenece a la familia Intrasporangiaceae, sub-orden Micrococcineae 

del Phylum Actinornicetes (establecidos en el suelo) (Mckenzie el al., 2006; 

Stackebrand y Schumann, 2006). Algunas especies de este género han sido 

aisladas del suelo y se ha observado que participan en la remoción de fosfatos, 

mismos que almacenan como gránulos de polifosfatos (Mckenzie el al., 2006). 

El aislado MLLS013AC (Fig. 13) fue relacionado con Bacillus pumillus con 99% de 

identidad, presentó forma de bacilo y respuesta positiva a la tinci6n de Gram; fue 

capaz de crecer a concentraciones del 1.0% Y 1.5% de NaCI, 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 presentó 

resistencia a los antibióticos CTX y NF. Cabe seflalar que el cultivo MLLS013AC 

presentó caracteristicas fisiológicas semejantes a Bacillus stralosphericus, bacteria 

recientemente descrita por Shivaji el al. (2006), aislada de la atmósfera. 
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Figura 13. CUItiIlO 
subsuperficial de El uanete 

Bacillus pumilus es una bacteria Gram-positiva con metabolismo aerobio estricto, 

propiedad que no comparte con el cultivo MLLS013AC. 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 ralces; también puede ser 

endófito y es capaz de producir antibióticos útiles para el control de patógenos en las 

plantas (Reva el al., 2002). 

El cultivo bacteriano MLLF17B (Rg. 14) fue un bacilo con respuesta negativa a la 

tinción de Gram; presentó metabolismo aerobio estricto, fue capaz de tolerar las tres 

concentraciones de NaCI; crece en etanol (0.5% y 1.0%), 1-butanol (1 .5% y 2.0%), 

2-propanol (1 .0% y 1.5%), tolueno y xileno (0.5%, 1.0""¡', Y 4.0%); presentó 

resistencia a los siguientes antibióticos: CTX, GE, NET, STX, AM y CB. 

Figura 14. Cultivo MLLF17B de la muestra de agua de fondo de El Uanete. 

El cultivo MLLF17B se relacionó genéticamente con Bacillus jeotga/i (porcentaje de 

identidad del 94%) y fisiológicamente también comparten algunas caracterfsticas. B. 

jealgali presenta células con forma de bacilo y respuesta variable a la tinción de 

Gram; es anaerobio facultativo (esta caracterfstica no la comparte con el aislado 

MLLF17B) y es capaz de acumular metales pesados como el cadmio y el zinc 

(Green-Rufz el al., 2008). Esta especie fue descrita por Jung-Hoon el al. (2001) 

quien fa aisló 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%; mostró forma de bacilo con respuesta negativa a la 

tinción Gram y metabolismo anaerobio facultativo, caracterfstica que comparte con 

E. asburiae (Brenner et al., 1986); MLLS13AC creció en presencia de 1.0% de NaCI, 

asl como en algunas concentraciones de metanol (1 .0%), etanol (0.5%, 1.0% Y 

1.5%), 1-butanol (en todas las concentraciones), 2-propanol (0.5%, 1.0%, 1.5% Y 

3.0%), tolueno y xileno (0.5%, 1.0% Y 1.5%). El género Enterobacter fue descrito en 

1960 por Hormaeche y Edwards, está ampliamente distribuido en EU y al parecer es 

el género más registrado de la familia Enterobacteriaceae. De manera particular, 

Enterobacter asburiae ha sido aislada de la rizósfera de plantas, produce ácido indol 

acético (1M) 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 antibióticos AM y CF (Brenner et al., 1986). 

El cultivo MLLS13C (Fig.15) presentó forma de bacilo con respuesta negativa a la 

tinción de Gram y metabolismo anaerobio facultativo, propiedades generales de las 

enterobacterias. Genéticamente comparte el 99% de identidad con Se"atia 

marcescens. 

Este aislado fue sensible a las tres concentraciones de NaCI. Debido a la pérdida de 

viabilidad, no fue sometido a los antibióticos, alcoholes ni compuestos aromáticos. 

Figura 15. Cultivo bacteriano MUS13C aislado de la muestra de agua superficial de El Llanete. 

Se sabe que S. marcescens es una especie endófita (asociada a las ralces de las 

plantas) y ha sido aislada de suelo, agua, ralces de plantas como arroz y malz; 

promueve el crecimiento de tomate y trigo al producir 1M, incrementa el 

alargamiento de las ralees de las plantas y fija N2. Induce resistencia contra 

patógenos (Ej. hongos y bacterias), a las plantas de tabaco, algodón y en cultivos 

agrfcolas 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 podrían 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 patógenos (Fontes et al., 2009), tal es el caso de miembros de los 

géneros Serratia, Enterobacter y Bacillus que pueden desempeñar estas funciones 

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

De acuerdo con Fontes el al. (2009), ciertas bacterias asociadas a plantas favorecen 

la tolerancia vegetal contra compuestos tóxicos como el tolueno gracias a que es 

degradado en el suelo por las bacterias. 

Como se indicó en párrafos previos, los cultivos bacterianos del humedal de La 

Mixtequilla presentaron características fenotípicas que comparten con Enterobacter 

asburiae, Serratia marcescens, Bacillus pumilus, Bacillus jeotgali y Tetrasphaera sp; 

son capaces de degradar alcoholes y compuestos aromáticos, mismos que pueden 

llegar al ambiente gracias a la industria petrolera que en esta zona está ampliamente 

extendida. 

Tres aislados bacterianos identificados genéticamente no se lograron caracterizar 

fisiológicamente debido a que perdieron viabilidad aún cuando se trató 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 observó crecimiento, sin embargo, si se ensayaron en los 

alcoholes y los compuestos aromáticos. En los párrafos siguientes se presentan las 

características registradas de los tres cultivos antes citados. 

El aislado MLLS02AC se localizó en el BLAST como bacteria no cultivable (Tabla 

22), si presentó viabilidad en los diferentes alcoholes prímarios y compuestos 

aromáticos; fue capaz de crecer en presencia de metanol y etanol en todas las 

concentraciones ensayadas; en tolueno creció 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 observó que es resistente a la 

ampicilina y fue sensible al resto de antibióticos. 

Los cultivos MLLFAC Y MLLFO se relacionaron genéticamente con Klebsiella 

pneumoniae (Tabla 22). El primero creció en presencía de metanol (0.5%, 1.0%, 

1.5% Y 2.0% mllL), tolueno (0.5%, 1.0% Y 4.0%), xi leno (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 cultivo MLLFO fue más discreta, sólo 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 

aromáticos. 

CONCLUSIONES 

Los aislados bacterianos del humedal de La Mixtequilla presentaron actividad 

metilótrofa al crecer en medio base con metanol y su participación en el ciclo del 

carbono al crecer en presencia de diferentes carbohidratos y en el del nitrógeno al 

reducir los nitratos a nitritos. 

La mayoria 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 están estrechamente, 

re lacionados con Tetrasphaera sp., Baciflus pumilus, Bacillus jeotgali, Enterobacter 

asburiae y Serratia marcescens. 

La actividad metilotrófica de las bacterias del humedal de La Mixtequilla pOdria 

deberse a que producen enzimas alcohol deshidrogenasas que les permiten oxidar a 

alcoholes primarios como el metanol , etanol y 1-butanol tal y como fue realizado por 

las especies de los géneros Bacillus, Acinetobacter y Enterobacter, localizados en el 

BLAST. 

Los antibióticos que más resistieron fueron la carbenicilina, nitrofurantoina, cefalotina 

y ampicilina. 

El cultivo MLLS02AC resultó 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 I 

MEDIOS DE CULTIVO y Tt:CNICAS PARA EL AISLAMIENTO Y 

CARACTERIZACiÓN DE CULTIVOS BACTERIANOS. 

Anexo lA 

Solución salina para hacer las diluciones de los aislados 

1000.0 mL Agua destilada 

0.8 9 NaCI 

Agar nutritivo 

1000.0 mL Agua destilada 

15.0 9 

8.0 9 

Agar bacteriológico (BIOXON) 

Caldo nutritivo (B IOXON) 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 ·q durante 20 minutos. Enfriar de 

45-50 ·C y vaciar en cajas Petri. Este medio de cultivo se utilizó para hacer crecer 

los cultivos bacterianos puros y para su conservación en viales de 5.0 mL inclinado. 

Técnica para la ti neón de Gram (Carballo-Cruz, 1985) 

Cristal vloleta-oxalato de amonio. 

Solución A 

200.0 mL Alcohol etilico 96% 

0.2 9 Cristal violeta. 

Solución B 

80.0 mL 

0.8 9 

Agua destilada 

Oxalato de amonio 

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

Lugol 

Solución A 

240.0 mL 

1.0 9 

Agua destilada 

Yodo (cristales). 

1.0 9 Yoduro de potasio 

Solución B. 

60.0 mL NaHC03. al 5% 
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Combinar las soluciones A y B; filtrar con papel fi ltro y dejar reposar durante 24 h de 

obscuridad antes de ser utilizado. 

Safranina 

100.0 mL Alcohol etilico (96%) 

1.0 g Polvo de safranina 

Agitar hasta que se disuelva y dejar reposar durante 24 h antes de ser utilizado. 

Preparación de las muestras (hacer frotis de los cultivos bacterianos en solución 

salina para fijarlos en el portaobjetos) y aplicación de la tinción 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 

comente. 

Dejar secar al portaobjetos con el frotis. 

Posterionnente, se hacen observaciones al microscopio óptico con tamaño de 

objetivo de 100X con el fin de conocer las fonnas celulares de los aislados 

bacterianos y su respuesta a la tinción de Gram. Si las células bacterianas presentan 

color rosa su respuesta a la tinción de Gram es negativa y si son moradas es 

positiva. Por último, se toman fotografías de algunas de las fonnas celulares 

bacterianas. 
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Anexo I B 

Medios de cultivo para las pruebas fisiológicas 

1.0 9 

1.0 9 

1.0 mL 

Extracto de levadura 

Peptona bacteriológica 

Cloruro férrico (1 .2 g de FeCI3·6H20, y 1000 mL de agua destilada) 

1000.0 mL Agua destilada 

0.5%, 1.0%, 1.5% NaCI por separado 

Ajustar el pH a 7.5 

15.0 g Agar bacteriológico 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión 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 NaCI. 
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Anexo I e 

Técnicas utilizadas para las pruebas bioquímicas 

Para caracterizar catabólicamente los cultivos bacterianos se prepararon medios de 

cultivo conteniendo caldo rojo de fenal con sustratos diferentes que incluyeron: 

glucosa, lactosa, manosa, sacarosa, manitol, maltosa y fructosa. 

1000.0 mL Agua destilada 

16.0 g Base rojo fenal (base de caldo rojo-fenal BIOXON) 

5.0 g Sustrato 

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presión 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 útil para observar la producción de indol, H2S y la movilidad de 

los aislados bacterianos 

1000.0 mL Agua destilada 

30.0 g Medio SIM (BIOXON) 

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presión 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 producción de H2S se evidencia por la presencia de color negro en 

el cultivo. Para observar la producción de indol 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 producción de indol y la movilidad es observada 

cuando el cultivo migra alrededor de inoculo. 

Preparación del reactivo Kovacs el cual es utilizado para observar la producción de 

Indol en los cultivos. 

Reactivo Kovacs 

150.0 mi Alcohol amilico o isoamílico (puede sustituirse por alcohol butílico) 

1.0g p-dimetilamino-benzaldehído 

50.0 mL HCI concentrado 
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Óxido-fermentación en glucosa l sacarosa y fructosa 

1000.0 mL Agua destilada 

16.0 g 

5.0 g 

0.3 g 

Caldo base rojo de fenol (BIOXON) 

Sustrato 

Agar bacteriológico (BIOXON) 

Hervir hasta disolverse y servir en tubos de ensaye con tapones de algodón, 

esterilizar en autoclave a 15 libras a presión (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 24-48 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). 

Reducción de nitratos y nitritos (Carballo-Cruz, 1985) 

1000.0 mL Agua destilada 

8.0 g Caldo nutritivo 

1.0 g Nitrato de potasio 

Ajustar el pH a 7.5 

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

la producción de gas, se colocó una campana Duman. 

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presión (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 reducción de nitratos a nitritos agregar la reactivos Griess A y B 

(3 gotas de cada uno). Si al agregarlos se observa el color rojo la reducción 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 reducción 

de nitratos y nitritos y si los cultivos viran a rojo, la reducción de nitratos a nitritos es 

negativa. 
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Desnilrificación (Carballo-Cruz, 1985) 

1000.0 mL Agua destilada 

1.0 g Nitrato de potasio (Fermont) 

5.0 g Extracto de levadura 

1.0 mL Glicerol 

9.1 g Sacto-peptona 

Ajustar el pH a 7.5 (Antes de agregar la Sacto-peptona) 

Esterilizar en autoclave a 15 libras a presión (121 'C) durante 20 minutos, después 

de 24 h se inoculan los cultivos bacterianos y se coloca cera para simular 

condiciones anaerobias, se incuban (24-48 h a 28 · C), es positivo cuando hay 

presencia de gas. 

Agar-Cilralo de Simmons 

1000.0 mL Agua destilada 

22.0 g Citrato de Simmons (SIOXON) 

Hervir para disolver y vaciar (3.0 mL) en tubos de ensaye, esterilizar en autoclave a 

15 libras a presión (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 única 

fuente de carbono. 

Lisina descarboxilasa 

1000.0 mL Agua destilada 

14.0 g Caldo de lisina descarboxilasa (SIOXON) 

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 producción de la enzima lisina descarboxilasa. 
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Anexo I D 

Técnicas para la producción de enzimas extracelulares. 

Los aislados bacterianos antes de ser inoculados en los medios de cultivo que 

contienen sustratos para la producción de enzimas extra celulares, fueron inoculados 

en tubos de ensaye con 3.0 mL de caldo nutritivo. 

Ami/asa 

1000.0 mL Agua destilada 

23.0 9 Agar nutritivo 

1.5 9 Almidón soluble 

5.0 9 Cloruro de sodio 

Ajustar el pH a 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 halo color transparente (amarillo) alrededor de los cultivos muestra 

una respuesta positiva para la producción de amilasa. 

Getatinasa 

1000.0 mL Agua destilada 

23.0 9 Agar nutritivo 

4.0 9 Gelatina bacteriológica 

Esteri lizar en autoclave a 15 libras de presión (121'C) durante 20 minutos. Dejar 

enfriar de 40-45 ·C. Servir en cajas Petri después de 24 h inocular los cultivos e 

incubarlos de 24-48 h a 28 ·C, con los cultivos crecidos, al cubrir la placa con 

solución de cloruro mercúrico se observó respuesta positiva a la producción de la 

gelatinasa al presentar un halo de degradación transparente en tomo al crecimiento. 
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ADNasa 

1000.0 mL Agua destilada 

42.0g Agar para prueba de ADNasa (BIOXON) 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 'C) durante 20 minutos. Dejarlo 

enfriar de 40-45'C y servir en cajas de Petri, después de 24 h inocular los aislados 

bacterianos e incubar durante 24-48 h a 28"C, crecidos los cultivos cubrir la placa 

con HCI 1.0 N, un halo de degradación blanquecino en el contorno del cultivo 

muestra la prueba posijiva a la producción de ADNasa. 

Ureasa 

1000.0 mL Agua destilada 

15.0 9 Agar bacteriológico 

29.0 9 Base de agar urea (BIOXON) 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (121 'C), durante 20 minutos. Dejar 

enfriar hasta 40-45'C y colocar la base de agar urea estéril con el agar 

bacteriológico, mezclarlos y vaciar en tubos de ensaye, después de 24 h inocular los 

aislados bacterianos e incubar durante 24-48 h a 28'C la presencia del color rosa en 

los cultivos indica respuesta positiva a la producción de la ureasa. 

Esculinasa 

15.0 mL 

1.0 9 

1.0 9 

1.0 9 

Agua destilada 

Peptona bacteriológica 

Esculina 

FeSO, 

Ajustar el pH a 7.5 

15.0 9 Agar bacteriológico (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 Petri, después de 24 h inocular los cu~ivos bacterianos e 

incubar (24-48 h a 28'C). La respuesta positiva a la producción de esculinasa se 

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

1000.0 mL Agua destilada 

8.0 9 Caldo nutritivo (BIOXON) 

15.0 9 Agar bacteriológico (BIOXON) 

40 .0 9 Sacarosa 

Ajustar pH a 7.5 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (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 producción del polisacárido de Levana cuando las colonias presentan un 

aspecto viscoso. 

Tween 80 (lipasa) 

1000.0 mL Agua destilada 

38.0 9 Müeller-Hinton (Merck) 

2.0 mL Tween 80 

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión (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 (24-48 h a 28·C). La respuesta positiva a la producción de la lipasa al 

presentar alrededor del cultivo se forman estructuras pequeñas como si parecieran 

cristales. 
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ANEXO 11 

Secuencias parciales del gen 16S ARNr de las 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). 

>EU977654-Janibacter tetrae strain 1P10AC 

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA 
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT 
CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG 
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 
AACACCGATGGCGAAGGC 

>GQ344405-Phydcoccus sp. L 1 b-b9 

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA 
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT 
CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG 
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 
AACACCGATGGCGAAGGC 

>EU7 41152-Te"abacter sp. 13648C 

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA 
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT 
CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG 
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 
AACACCGATGGCGAAGGC 

>AF409018-Tetrasphaera sp. Ellin176 

TGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA 
CGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 
GGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTTTGTCGCGT 
CTGCTGTGAAAATCCGGGGCTCAACCCCGGACTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAG 
TGTGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG 
AACACCGATGGCGAAGGC 

>AB24271 1-Knoeffia sp. 52NP10 

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

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGG 
TTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT 
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA 
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>Endophylic baclerium Y03-FJ644569 

AGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGCT 
CATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG 
TAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG 
TTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGC 
AAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG 
ATCTGGAGGAATACCG 

>FJ655996-Klebsiella pneumoniae strain T JW-l 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAG 
GTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC 
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT 
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA 
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>FJ655784-Klebsiella sp. L3 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGAG 
GTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC 
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT 
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA 
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>Bacillus pumifus strain JS-43-GQ2801 13 

AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTC 
GCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT 
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT 
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG 
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG 
ATGTGGAGGAACACCA 

>GQ480484-Bacillus stralosphericus slrain xfru13G 

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGA 
GTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTC 
GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG 
GAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA 
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC 

>GQ46593S-Bacillus sublilis slrain N43 

TGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGA 
GTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTC 
GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG 
GAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA 
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC 

92 



>FJ609706-Bacillus jeotgali slrain LN4 

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGG 
AGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC 
GCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT 
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA 
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC 

>EU660347-Bacillus boroniphilus slrain CM25 

TGAGCGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGG 
AGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA 
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC 
GCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT 
TGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA 
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC 

>GQ420687-Enterobacter asbunae slrain AIMST SWOO2 

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGCTGAGG 
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT 
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA 
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>EF446895-Acinetobader radioresistens slrain Philippines-11 

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGG 
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT 
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA 
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>FJ646656-Pantoea sp. IPPW-25 

TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGG 
TTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT 
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA 
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>EU302852.1-Serralia marcescens slrain DAP27 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGC 
TTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGTCTCAACCTGGGAACTGCATT 
TGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA 
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 

>F J652595-Pseudomonas fluorescens slrain PSY -11 

TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGC 
TTAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG 
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA 
CGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT 
GAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA 
TGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 
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