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RESUMEN

El grupo Burkholderia sensu lato comprende mas de 122 especies, las cuales pueden
ser aisladas de diversos nichos ecoldgicos. Recientemente, se ha propuesto la division en
seis géneros: Burkholderia sensu stricto (s.s.), Caballeronia, Paraburkholderia, Trinickia,
Mycetohabitants y Robbsia mediante anélisis filogenéticos del gen ARNr 16S y genes de
mantenimiento, secuencias de genomas Yy proteinas. En este trabajo, se estudio la posicion
taxondmica de siete cepas rizosféricas pertenecientes al grupo de Burkholderia sensu lato,
aisladas en el municipio de Chignahuapan del estado de Puebla de arboles maderables
como el pino y plantas silvestres como el helecho y las bromelias, utilizando un enfoque
taxonomico polifasico. Los andlisis genéticos con base en los genes ARNr 16S, atpD y
recA confirmaron que todas las cepas pertenecen al género Paraburkholderia y que GB45,
GB51, GB53, GB62, GB152 y GB203 forman un cluster con Paraburkholderia
sediminicola y Paraburkholderia aspalathi, excepto la cepa GB190, la cual podria
representar una nueva especie al separarse de este grupo como lo demuestran los arboles
filogenéticos y la caracterizacion fenotipica. Las siete cepas de Paraburkholderia crecieron
a una temperatura de 35°C, a pH 6 y son sensibles en un rango de 1 a 3% de NaCl. El
crecimiento en medio NB que contienen distintas concentraciones de metales pesados (Co,
Pb, Mo, Ni, Zn y V) fue diverso, asi como en las pruebas de antibiéticos. Cabe destacar
que la cepa GB51 fue la Unica que crecio en zinc hasta 200 ppm y en vanadio hasta 50
ppm, mientras la cepa GB190 no crecié a 39°C y a un pH 4 pero fue la Unica cepa que

crecid en gentamicina al 1 pg/mL y kanamicina al 2.5 pg/mL.
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ABSTRACT

The Burkholderia sensu lato group comprises more than 122 species, which can be
isolated from various ecological niches. Recently, the division of the genus into six genera
has been proposed: Burkholderia sensu stricto (s.s.), Caballeronia, Paraburkholderia,
Trinickia, Mycetohabitants y Robbsia by means of phylogenetic analyzes of the 16S rRNA
gene and maintenance genes, genome and protein sequences.

In this study, was investigated the taxonomic status of seven rhizospheric bacterial
strains belonging to the Burkholderia sensu lato group, the strains were isolated in the
municipality of Chignahuapan of the state of Puebla from timber trees such as pine, and
wild plants such as fern and bromeliads using a polyphasic taxonomic approach. The
genetic analyses based on the 16S rRNA genes, atpD y recA genes confirmed that all
strains are Paraburkholderia and that GB45, GB51, GB53, GB62, GB152 and GB203
form a cluster with Paraburkholderia sediminicola and Paraburkholderia aspalathi, except
for GB190 strain , which could represent a new species by separating from this group as
demonstrated by phylogenetic trees and phenotypic characterization. The seven strains of
Paraburkholderia grew at a temperature of 35°C, at pH 6 and are sensitive in 1%, 2% and
3% NaCl. The growth in heavy metals (Co, Pb, Mo, Ni, Zn and V) was diverse, as well as
in antibiotic tests. Noteworthy than GB51 strain grew in zinc until 200 ppm and in
vanadium up to 50 ppm, while the GB190 strain did not grow at 39°C at pH 4 but was the
only strain that grew in gentamicin (1 pg/mL) and kanamycin (2.5 pug /mL).
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. INTRODUCCION

El mundo microbiano es vasto, variado y dindmico. Hay aproximadamente un
millon y medio de especies descritas y este nimero representa ~4% con las que
actualmente compartimos el planeta. Con los avances cientificos en la taxonomia se
ha logrado comprender la evolucién y con ello la construccion de un arbol universal
de la vida que pone de manifiesto claramente tres dominios filogenéticos: Bacteria,
Eukarya y Archaea los cuales se encuentran formados por organismos muy diferentes
(Madigan et al., 2015).

La taxonomia bacteriana se ha centrado principalmente en aspectos practicos
de identificacion y descripcion, actividades que estan basadas en gran medida en la
comparacion de propiedades visibles mediante la caracterizacion fenotipica, como
morfologia, fisiologia, metabolismo y pruebas quimicas de la célula. Por otra parte,
tiene en cuenta las caracteristicas genotipicas como el andlisis del genoma o
secuencias multilocus que han permitiendo la organizacion de estos microorganismos
en grupos cada vez mas inclusivos segln sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas,
reconociendo el amplio grupo de sistemas de vida que han colonizado las bacterias
practicamente todos los ambientes: terrestres y marinos; incluidas las ubicaciones
geogréficas consideradas extremas u hostiles para la vida, tales como hébitats con alta
salinidad, alcalinidad, acidez, altas y bajas temperaturas, alta presion y alta radiacion,
el cuerpo humano, plantas y esencialmente el suelo (Bise et al., 2012).

El suelo es uno de los reservorios de mayor biodiversidad en la Tierra, Lavelle
y Espafia (2001) mencionan que es un habitat favorable para las bacterias, ya que
tanto la temperatura como la humedad son relativamente favorables. La estructura de
la comunidad bacteriana estara determinada por muchas variables, incluida la
ubicacion geografica y la estructura del suelo (Gelsomino et al., 1999; Doornbos, Van
Loon y Bakker, 2012), el tamafio de particula (Ranjard et al., 2000; Sessitsch et al.,
2001; Doornbos et al., 2012), composicion mineral (Carson et al., 2009; Doornbos et
al., 2012) y précticas agricolas (Doornbos et al., 2012). Uno de los lugares mas
fascinantes de la actividad y la diversidad bacteriana en los suelos es la rizosfera. La
rizosfera es la capa delgada de suelo influenciada por el sistema radicular (Dobbelaere
y Okon, 2003), es un entorno dinamico y versatil de interacciones intensivas planta-
microorganismo. Las raices de las plantas exudan una gran diversidad de nutrientes
organicos (acidos organicos, carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, nucleésidos,
mucilago, etc.) y sefiales quimicas que atraen a las poblaciones microbianas,
especialmente aquellas capaces de metabolizar compuestos exudados de plantas y
proliferar en este habitat (White et al., 2017). Es un lugar en el que quedan por
descubrir y cultivar cientos de miles de especies, lo que representa un deposito
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sustancial de diversidad genética y un gran potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas.

Desafortunadamente, se describian nuevas especies basadas en el andlisis de
un conjunto muy limitado de aislados (Rossell6 y Amann, 2001) esto debido a las
deficiencias que propiciaban los estudios usados que estaban basados en caracteres
morfoldgicos, fisioldgicos (necesidad de nutrientes) y estructurales (diferencias entre
lipidos de membranas) que no permitian conocer los microorganismos existentes
hasta ahora.

Esto era cierto para muchas especies bacterianas, incluidas varias que
pertenecen al grupo de Burkholderia sensu lato (Caballero et al., 2007; Estrada-de los
Santos et al., 2018). Sin embargo, la taxonomia bacteriana cambi6 al adoptar una
combinacion de métodos para la identificacién y descripcion de nuevas especies
basada en un enfoque polifasico de la taxonomia utilizando tres clases de métodos:
fenotipico, genotipico y filogenético para complementar los problemas de la
agrupacion y caracterizacion. Este enfoque ha permitido la division del género
Burkholderia ahora Burkholderia sensu lato (s.1.) en seis géneros: Burkholderia sensu
stricto (s.s.), Caballeronia, Paraburkholderia, Trinickia, Mycetohabitants y Robbsia
mediante andlisis filogenéticos de los genes ARNr 16S y de mantenimiento,
secuencias de genomas Yy proteinas (Estrada-de los Santos et al., 2018).
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1. MARCO TEORICO
2.1 Taxonomia de las Proteobacterias

El grupo de las proteobacterias constituyen uno de los 25 filotipos del dominio
Bacteria, es el grupo taxonomico mas numeroso y representan la gran mayoria de las
bacterias Gram-negativas conocidas. Abarcan un conjunto muy complejo de atributos
fenotipicos y fisiologicos que incluyen muchos fotétrofos (responsables de las
caracteristicas de color purpura), heterétrofos y quimiolitétrofos (Gupta, 2000;
Rodriguez-R et al., 2018). Este grupo es de gran importancia bioldgica, ya que
incluye una gran cantidad de patégenos humanos, animales y vegetales. Asi como
bacterias de interés médico, industrial y agricola (Madigan et al., 2015).

La principal base para definir el grupo de las proteobacterias hasta el momento
ha sido la elaboracion de arboles filogenéticos basados en secuencias del gen
ribosomal 16S (Gupta, 2000; Rodriguez-R et al., 2018). Separandolas en seis clases
designadas por letras griegas: a, B, v, 9, € y { (Figura 1).

La clase de interés de este proyecto es B-proteobacteria con cerca de 500
especies descritas, siendo la tercera clase més grande del grupo (Madigan et al.,
2015). En total son seis los Ordenes con especies descritas en la clase
Betaproteobacteria: Burkholderiales, Hydrogenophilales, Methylophilales,
Neisseriales, Nitrosomonadales y Rhodocyclales (Madigan et al., 2015).

La familia Burkholderiaceae pertenece al orden Burkholderiales que también ha
sido descrita sobre la base del andlisis filogenético de las secuencias ARNr 16S; la
familia contiene los géneros Burkholderia (género tipo), Chitinimonas Cupriavidus,
Lautropia, Limnobacter, Pandoraea, Paucimonas, Polynucleobacter, Ralstonia y
Thermothrix. La familia es fenotipica, metabdlica y ecoldégicamente diversa; incluyen
quimioorgandtrofos estrictamente aerobicos, facultativamente aerobicos y, por lo
general, anaerdbicos, fototrofos anoxigénicos, quimiolitotrofos obligatorios vy
facultativos, fijadores de nitrogeno de vida libre y patégenos de plantas, animales y
humanos, asi como de interés biotecnoldgico (Madigan et al., 2015).
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Clase de

Arbol de Proteobacterias con el gen ARNr 163
protechacterias

— Bacillus

Nitr: cus
_| : Thermochromatium

T Gamma
Pseudomonas
Vibrio
_(——:Escherichia
Methylobacter

Nitrosomonas
Methylophilus
Derxia

Ralstonia Beta

Spirillum

Rhodocyclus

Thiobacillus

Neisseria

Methylobacterium
Nitrobacter

8 Rhodopseudomonas

Beijerinckia Alpha

Paracoccus

Azotobacter
' Rickettsia
Acetobacter
———— Mariprotundus i e
Campylobacter
— ——— suiturimonas Epsilon
Thiovulum

Wolinella
Desulfosarcina
‘Desulfovibrio Delta
Myxococcus
Nitrospina

Ivletabo lismo Cmimiolitotrofa

Fotdtrofos axozxiginic os Compuestos de amfre (H,S, S°, etc.)
Metilotrofiz M Hiene fenoso (Fe ™™
Reduccifm de sulfato Amondaco (NH;) o ratnto (NO,")
Fijacion de nirdgena Hidrdgeno (H;)

Figura 1. Arbol filogenético y relaciones metabélicas de algunos géneros del filo
Proteobacteria (Madigan et al., 2015).

El género tipo, Burkholderia (s. 1.), se encuentra constituida por mas de 122
especies que habitan diferentes ambientes, como el agua y el suelo. Asimismo,
pueden establecer simbiosis con plantas, ya sea como endofito o desarrollando
nodulos en leguminosas. También se han descrito especies que pueden comportarse
como patdgenas de humanos (algunas con caracter de oportunistas), de plantas y de
animales. Entre sus caracteristicas generales podemos mencionar que son bacilos
rectos, catalasa positivos y gram negativos; oxidasa variables, por lo general
positivos. Son bacterias méviles con un flagelo polar Unico o bien lofétricas; excepto
Burkholderia mallei. Como reserva utilizan el polihidroxibutirato segun las especies.
Tambien son meséfilos y no esporulados. Su metabolismo es aerobio. La proporcion
de G+C varia entre género.



Lic. en Biotecnologia, BUAP Guevara Gonzdlez Itzia Citlali

Para clasificar a este género se ha hecho uso de la taxonomia poliféasica a través
de técnicas moleculares (filogenias moleculares); como contenido de guanina/
citosina, hibridaciones genoma-genoma, andlisis de proteinas, la secuenciacion del
ADN ribosomal (Vandamme et al., 1996), o bien, el anélisis de secuencias multilocus
que incluye genes de mantenimiento como atpD, gyrB, recA, rpoB, trpB, entre otros,
ya que se ha demostrado que se distribuyen universalmente entre especies bacterianas
y estdn en copias Unicas en el cromosoma bacteriano resolviendo relaciones
filogenéticas en diversos grupos (Yamamotot y Harayama, 1998; Maeda et al., 2006;
Harayama et al., 2015). Incluyendo la disponibilidad de las secuencias en la base de
datos para el estudio del grupo Burkholderia sensu lato.

2.2 Taxonomia del género Burkholderia sensu lato - Paraburkholderia

En 1942 el fitopatdlogo estadounidense Walter H. Burkholder describié las
primeras dos especies de "Burkholderia”, las cuales recibieron el nombre de
Phytomonas caryophylli y Phytomonas alliicola; y posteriormente nombradas
Pseudomonas caryophylli y Pseudomonas alliicola, siendo patégenos de clavel y
cebolla, respectivamente (Burkholder, 1942). En 1950, Burkholder describe a;
Pseudomonas cepacia agente causal de la enfermedad de la “piel agria” de la cebolla
(Burkholder, 1950), fue considerada como un importante patégeno, ya que también
afectaba a personas con fibrosis quistica, la cual se convertiria en la especie tipo del
género actual. Por largo tiempo, estas bacterias fueron reconocidas como un grupo de
Pseudomonas no fluorescentes debido al estudio de una caracterizacion de taxonomia
clésica.

No obstante, en 1973, con los avances en la biologia molecular un grupo de
investigadores llevo a cabo un andlisis de hibridacion ARN- ADN entre las especies
de Pseudomonas (Palleroni et al., 1973) reconociendo la heterogeneidad taxonomica
de este género, lo cual condujo a la subdivisién en cinco grupos de homologia RNA
ribosomal, cada uno con una denominacién independiente. Mas tarde, Yabuuchi et al.
(1992) proponen mover siete especies del grupo Il de homologia RNA ribosomal
de Pseudomonas (P. cepacia, P. caryophylli, P. gladioli, P. mallei, P. pseudomallei,
P. pickettii y P. solanacearum) al nuevo género Burkholderia, con base en los analisis
de taxonomia polifasica, incluidos la secuenciacion de ARN ribosomal, la hibridacion
ADN-ADN, el analisis de acidos grasos y analisis bioquimicos, con lo que ademas,
expusieron la estrecha relacion gendmica entre un grupo de especies que fue llamado
Complejo Burkholderia cepacia (Yabuuchi et al., 1992). Sin embargo, un analisis
subsecuente basado en un estudio taxonémico més detallado reportd que algunas
especies del género Burkholderia correspondia a otro género bacteriano y fueron
reclasificadas como el género, Ralstonia: R. picketti y R. solanacearum (Gillis et al.,
1995; Yabuuchi et al., 1995).
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En los afios siguientes se identificaron numerosas bacterias que fueron
clasificadas dentro del género Burkholderia, muchas de ellas fueron aislados de
diferentes cultivos de interés humano, como arroz, maiz, flores como gladiolas y
muchas mas, incluso se identificaron especies patdégenas para animales incluidos el
humano. Hasta el 2012, las especies reconocidas eran 62 y la construccion de los
arboles filogenéticos estaba basada en el analisis de la secuencia de genes
ribosdmicos y genes codificadores de proteinas esenciales implicados en procesos
como la multiplicacion y el metabolismo celular (ARNr 16S, recA, gyrB, rpoB)
(Suérez-Moreno et al., 2012). Tomando en cuenta este conjunto de analisis que
producen filogenias altamente resueltas y conllevan a una mejor delineacion de las
especies, se establecieron dos grupo principales que pudieron distinguir dentro del
género Burkholderia: el grupo de las patdgenos en el que se incluye al BCC vy el
denominado grupo “Pseudomallei”; y el segundo grupo de las “bacterias ambientales
benéficas para las plantas” o PBE por sus siglas en inglés (plant-beneficial-
environmental) (Suarez-Moreno et al., 2012). Esta ultima incluye bacterias con
actividades que promueven el crecimiento de las plantas, los diaz6trofos simbidticos y
de vida libre, con actividades antibi6ticas y de biorremediacion.

Sin embargo, un afio antes Gyaneshwar et al. (2011) proponen por primera vez
que las cepas de Burkholderia asociadas a plantas pero no patdgenas se dividieran con
el nombre de Caballeronia en honor al microbiélogo mexicano fallecido Caballero
Mellado, pionero en muchos de los estudios sobre cepas asociadas a plantas.

De la misma forma Estrada-de los Santos et al. (2013) con base en los datos de
secuenciacion del gen ARNr 16S vy el anélisis de secuencias Multilocus (MLSA) de
un total de 77 especies de Burkholderia, detectan dos grupos (denominados A y B), el
grupo A con secuencias del género Caballeronia propuesto por Gyaneshwar et al.
(2011) y con secuencias del grupo PBE de Suarez-Moreno et al. (2012) consistente de
cepas ambientales, mientras el grupo B se compone de patdgenos de plantas, animales
y humanos.

Mas tarde Sawana et al. (2014) realizaron dos estudios; uno a partir de
secuencias del gen ARNr 16S y un analisis de gendémica comparativa de 45
secuencias de especies del género Burkholderia y determinaron las relaciones
filogenéticas considerando las secuencias concatenadas de 21 proteinas conservadas,
los resultados del trabajo fueron muy similares a los que describié Estrada-de los
Santos et al. (2013), el Clado I, se compone de especies patdgenas, conservaria el
nombre del genero, y éste se subdivide a su vez en tres, el segundo grupo Clado Il
integraria un nuevo género que denomina Paraburkholderia similar al Grupo A, PBE
0 Caballeronia. Otro andlisis filogenético fue realizado por Zuleta et al. (2014) con
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base en el uso de genes de mantenimiento de 15 especies de Burkholderia, sus
resultados también respaldan la existencia de dos diferentes grupos.

En general, la taxonomia del género Burkholderia permanece en un flujo
significativo (Estrada de los Santos et al., 2016). Con su revision del grupo, Estrada-
de los Santos et al. (2016) reconocieron dos grupos monofiléticos: Grupos Ay B; A
consiste en Caballeronia y Paraburkholderia segun lo circunscrito por Gyaneshwar et
al. (2011) y Sawana et al. (2014), respectivamente, mientras que el Grupo B incluye
la mayoria de los patdgenos de humanos, animales y vegetales, asi como el Ilamado
"Complejo B. cepacia”. Ademas de que mostraron que B. andropogonis (ahora
Robbsia andropogonis) se separa en su propio grupo.

Para resolver las relaciones dentro del género, en particular las relacionadas con
Paraburkholderia y Caballeronia, Beukes et al. (2017) hicieron uso de datos
completos de las secuencias del genoma de 78 cepas tipo disponibles en el dominio
publico. Y para aumentar la representacion de las llamadas especies ambientales,
incluyeron la especie rizobial P. aspalathi (Mavengere et al.,, 2014) y P.
diazotrophica (Sheu et al., 2013), y bacterias del suelo P. hospita (Goris et al., 2002),
P. phenazinium (Viallard et al., 1998), P. sartisoli (Vanlaere et al., 2008), P. terricola
(Goris et al.,, 2002), asi como especies diazotréficas asociadas a plantas P.
caballeronis (Martinez Aguilar et al., 2013) y P. tropica (Reis et al., 2004).
Exponiendo una divisién formal entre las especies patdgenas y las especies
ambientales beneficiosas para las plantas (PBE) sobre la base de sus genomas
centrales (Beukes et al., 2017) ademas de que seria considerando a partir de aqui
como el grupo Burkholderia sensu lato.

Actualmente, la division de este grupo fue respaldada por el analisis del
genoma, sin embargo, Estrada-de los Santos (2018) mencionaba que ninguno de estos
géneros podia acomodar dos grupos importantes de especies. Una de ellas incluye
Paraburkholderia rhizoxinica y Paraburkholderia endofungorum que se encuentran
estrechamente relacionadas, ambos simbiontes del fitopatdgeno fangico Rhizopus
microsporus. El segundo grupo comprende a Paraburkholderia symbiotica,
Paraburkholderia caryophylli, Burkholderia dabaoshanensis y Paraburkholderia
soli. Para aclarar estas posiciones dentro de Burkholderia sensu lato, se llevé a cabo
un enfoque filogenomico basado en un analisis de méxima verosimilitud de genes
conservados de mas de 100 especies de Burkholderia sensu lato. Ademas, se
calcularon la identidad de nucledtidos promedio (ANI) y la identidad de aminoacidos
(AAI). Los datos apoyaron fuertemente la existencia de dos clados distintos y nicos,
que de hecho sustentan la descripcion de dos géneros novedosos, Mycetohabitans gen.
nov. y Trinickia gen. nov.
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Por lo cual, el grupo de Burkholderia sensu lato (s.l.) ahora se encuentra
formado por seis géneros: Burkholderia sensu stricto (s.s.), Caballeronia,
Paraburkholderia, Trinickia, Mycetohabitants y Robbsia (Estrada-de los Santos et al.,
2018).

2.3 Generalidades del género Paraburkholderia

Paraburkholderia es un género de B-proteobacterias que son gram-negativas,
rectas o ligeramente curvadas, con uno o mas flagelos polares, que aparecen por
separado, en pares 0 en grupos. Las caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas son
similares a las del género Caballeronia. Actualmente, esta compuesta por 74 especies
reconocidas de los mas variados ambientes, incluidos suelos agricolas, suelos
volcanicos, agua y plantas (Weber y King 2017; LPSN 2019).

A diferencia de las especies de Burkholderia sensu stricto, los miembros de
Paraburkholderia no se asocian comunmente con la infeccion humana. Ademas de
que forman un clado monofilético dentro de la familia Burkholderiaceae, que es lo
que les llevd a distinguirse como un género independiente de las especies de los
géneros de Caballeronia y Burkholderia sensu stricto, en combinacion con el hallazgo
de secuencias conservadas indels (CSI) que son exclusivos de las especies de
Paraburkholderia (Sawana et al., 2014). Los CSI en las secuencias de aminoacidos de
la proteina de tipo transposasa A, la glicosiltransferasa del grupo 1, la undecaprenil-
fosfato glucosa fosfotransferasa y la monooxigenasa 4-hidroxiacetofenona que
distinguen este género fueron descritas por Sawana et al. (2014). Asimismo el
contenido de C+G es de 58.9 a 65% con respecto a los otros dos géeneros como se
muestra en la Figura 2., donde las especies con el contenido méas bajo son miembros
del clado asociado a las plantas (barras blancas) y se utilizan para el control bioldgico,
la biorremediacion o bacterias que promueven la fijacion de nitrégeno en plantas. Las
especies con el mayor contenido de G + C son los fitopatdgenos o patdgenos
oportunistas de los mamiferos (barras negras).
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Figura 2. El contenido de G+C de los genomas de varias especies de
Burkholderia (s.l.) se muestra en forma de grafico (Gyaneshwar et al., 2011)

2.4 Paraburkholderia en la rizosfera

En las dltimas décadas han surgido numerosos estudios en torno al género
Paraburkholderia ya que han sido aislados en todos los continentes. De hecho, las
cepas de la misma especie se han recuperado de lugares distantes y de muy diferentes
nichos. Muchos de ellos se han identificado en asociacion con plantas, con las cuales
pueden tener interacciones epifiticas, endofiticas o endosimbidticas, las especies de
este grupo también pueden encontrarse asociadas con hongos e insectos o libres en el
suelo. Uno de los lugares mas fascinantes de la actividad y la diversidad en el suelo es
la rizosfera.

La rizésfera es una zona biologicamente activa en la interfaz raiz-suelo,
controlada por la raiz de la planta y los metabolitos liberados, donde una gran
cantidad de procesos fisicos, quimicos y biolégicos que interactian entre si y operan
dentro de esta zona. Fue descrita por primera vez en 1904 por el agronomo aleman
Lorentz Hiltner, y ha sido el centro de investigacion intensiva durante muchos afos
debido a su importancia en la aportacion de nutrientes y en la patogénesis de las
plantas. La razon principal de la abundancia de comunidades microbianas
cercanas a las raices de las plantas, se debe a la presencia de exudados radiculares,
los cuales proporcionan una fuente de carbono, aminoécidos, acidos organicos,
enzimas y vitaminas a la microbiota; favoreciendo su supervivencia en los suelos
(Dennis et al.,2010).
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Numerosas investigaciones a lo largo de los Ultimos cien afios ayudaron a
dividir la rizosfera en tres zonas segln su proximidad relativa a la raiz y su influencia
resultante. La endorizdsfera es la capa interna que incluye la corteza y la endodermis,
donde los microbios y los cationes (metales pesados) pueden ocupar el espacio entre
las células. El rizoplano o la capa intermedia consisten en la epidermis de la raiz y
mucilago, que se encuentra adyacente a la raiz. La ectorizosfera es la capa mas
externa; es decir, el suelo que se encuentra inmediatamente adyacente a la raiz (figura
3). Los sistemas de raices de las plantas son intrinsecamente complejos y diversos y,
por lo tanto, la rizosfera no es una regién de tamarfio o forma definibles.

Endonizdsfera

Ertorizosfera

Rizoplatio

Rizdsfera

Suelo

Figura 3. Seccion de la rizdsfera con sus tres regiones: ectorizosfera,
rizoplano y endorizésfera (Seshadri et al., 2015).

La rizosfera es el habitat mas frecuente de Paraburkholderia (Tabla 1). Se ha
especulado que tal preferencia puede estar asociada con su versatilidad catabdlica que
les permite degradar los exudados y otros compuestos derivados de la raiz, y asi
persistir en la superficie de ésta (Suarez et al., 2012).

Un namero considerable de cepas se han recuperado de esta zona como P.
unamae, P. xenovorans, P. tropica y P. silvatlantica, lo que sugiere que este podria
ser su nicho principal (Caballero et al., 2004; Caballero et al., 2007; Suarez et al.,
2012). P. heleia, P. bannensis, P. acidipaludis, P. oxyphila y P. ginsengisoli también
se han recuperado de la rizésfera, pero sus descripciones de las especies se basan solo
en algunos aislamientos, por lo que las conclusiones sobre su aparicién y diversidad
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requieren investigacion adicional (Aizawa et al., 2010; Aizawa et al., 2010; Lim et
al., 2008).

Es posible que las plantas tengan preferencias por determinadas especies de
Paraburkholderia rizosféricas, y que la ubicacion geografica también pueda ser un
factor en esta preferencia. Por ejemplo, se ha encontrado P. unamae en la rizosfera
del maiz, café, tomate y cafia de azUcar, sin embargo prevalece en la rizosfera de la
cafia de azucar en México, pero no en Brasil (Caballero et al., 2004; Caballero et al.,
2007).

Algunas especies pueden no solo aparecer en la rizésfera sino también en otros
nichos, como el suelo. Por ejemplo, P. xenovorans LB400T se recuperd de un suelo
contaminado con policlorobifenilo (PCB), pero varias otras cepas de B. xenovorans
también se han aislado de la rizésfera de café y tomate (Caballero et al., 2007; Goris
et al., 2004). De manera similar, Paraburkholderia sartisoli, originalmente aislada de
suelos contaminados con hidrocarburos aromaticos (HAP), se recuperé recientemente
de la riz6sfera del maiz y de las pilas de composta (Vanlaere et al., 2008).

11
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Tabla 1. Caracteristicas principales de aislados del grupo Paraburkholderia

Especie Aislamiento Hospedero Caracteristicas Referencia
P. acidipaludis Endofito y rizésfera Eleocharis dulcis Genes nifH (Aizawa et al., 2010)
P. bannensis Rizdsfera Panicum repens Genes nitH (Aizawa et al., 2010)
Zea mays, L. deliciosus, | Gen acds, tolerancia a la
- - i ini i ' Barri I, 2

P. graminis Rizdsfera P. pinea, S. sal!mdaq y re5|ste.n0|a ( E.lrI’IUSO et al., 2005)
lycopersicum sistémica inducida (Viallard et al., 1998)
P. caledonica Riz6sfera y suelo Vitis vinifera Gen acdS (Coenye et al., 2001)

P. ginsengisoli Rizosfera Panax ginseng Actividad p-Galactosidasa |  (Kim etal., 2006)
P. heleia Riz6sfera Eleocharis dulcis Genes nifH (Aizawa et al., 2010)

P. phytofirmans

Endofito y rizosfera

Allium cepa, Solanum
spp., Oryza sativa

Gen acdS, promotora de
crecimiento vegetal,
actividad antifungica

(Sessitsch et al., 2005)

Rizésfera y suelos con

Degradacion de

(Vanlaere et al., 2008)

P. sartisoli . . Zea mays L
polihidroxialcanoatos compuestos aromaticos

Zea mavs. S Genes nifH y acdS, . |

P. silvatlantica Rizosfera y endosfera - YS, > promotora de crecimiento (Perin et al., 2006)
officinarum, A. comosus
vegetal

L ) (Wong-Villarreal y

ycopersicum i
P. terrae Rizésfera y suelo esculentum Genes nifH Caballero-Mellado,

2010)
S. officinarum, L. .

Gen acdsS, promotora de (Reis eltlal., 2004)

P. tropica

Endofito y rizosfera

esculentum, Zea mays
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crecimiento vegetal, genes
nifH,

P. unamae

Raiz y rizésfera

Zea mays, S.
officinarum, Coffea
arabica

Gen acdsS, promotora de
crecimiento vegetal, genes
nifH, degradacion de fenol

(Coenye et al., 2001)

P. xenovorans

Rizo6sfera

S. lycopersicum, Coffea
arabica

Gen acdS, genes nifH

(Goris et al., 2004)
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2.5 Paraburkholderia en México

En nuestro pais también se han abordado investigaciones en torno al grupo
Burkholderia sensu lato. Incluido el género Paraburkholderia identificando especies
diazotréficas como P. unamae, P. xenovorans, P. tropica, y otras dos estrechamente
relacionadas filogenéticamente con P. kururiensis aisladas de rizosfera y rizoplano de
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) cultivadas en Morelos y en el Estado de
México; estas especies de Paraburkholderia fijadoras de N, exhibieron actividades
relacionadas a biorremediacion, promocion del crecimiento vegetal y control
bioldgico in vitro. Paraburkholderia tropica también ha sido aislada de rizosfera,
rizoplano y tejidos internos de maiz y de plantas de teocintle recolectadas de los
estados de Guerrero, Veracruz, Morelos, Chiapas, Puebla y Oaxaca (Reis et al.,
2004).

En 2004 se describio por primera vez la especie P. unamae que fue seleccionada
de un estudio taxonémico polifasico que incluia varias cepas aisladas de la rizésfera
del maiz cultivado en campos de Tlayacapan, Morelos (Caballero-Mellado et al.,
2004). En Oaxaca se logrd aislar a partir de suelo de un campo de maiz algunas
Burkholderia sp. endofitas fijadoras de N,, y, ademas, se obtuvieron aislamientos
identificados como P. tropica a partir de plantas de maiz en Tlayacapan, Morelos y
Coatepec, Veracruz (Perin et al., 2006).

También se han obtenidos aislamientos a partir de cuerpos de agua, como es el
caso de la cepa Burkholderia sp. IMP5GC, aislada a partir de aguas termales de Los
Azufres, Michoacan y que es capaz de crecer usando carbazol como fuente de
carbono y nitrogeno (Castorena et al., 2006).

En el Estado de Tamaulipas, Vacaseydel-Aceves (2012) realiz6 un estudio
enfocado en la busqueda del grupo Burkholderia (s.I) tomando en cuenta el tipo clima
que iban desde seco, semiseco hasta humedo y subhimedo. Un aspecto interesante de
resaltar en este trabajo fue la relacién entre el pH del suelo, donde las mayoria de las
muestras analizadas fue alcalino, obteniendo un total de 1461 aislados, de los cuales
solo cinco se confirmaron como Burkholderia aislados a partir de plantas de agave y
maiz e identificados como B. gladioli y miembros del BCC, ademas de otras especies
del género Cupriavidus siendo mayor el niumero de aislamientos de este ultimo. En
otro estudio realizado por Ormefio-Orrillo y sus colaboradores en el mismo afio,
aislaron la cepa P. tuberum. CCGE1002 a partir de un nodulo de Mimosa occidentalis
recolectado en Tepic, Nayarit.
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I1l. ANTECEDENTES
En nuestro grupo de investigacion, Antonio-Flores (2015) y Vega-Aguilar
(2016) realizaron su trabajo de tesis con el aislamiento e identificacion parcial de
cepas del grupo Burkholderia sensu lato en el Estado de Puebla.

Los muestreos se realizaron en las localidades de La Paz Tlaxcolpan, San José
del Rincon y San Miguel Atlapulco (24°48°59"N y 107°22°41°"0) con valores de pH
entre 5.2 a 7.3. En el municipio de Chignahuapan (19 ° 50°00°N y 98 ° 02°00"0) con
valores de pH de 5.1 a 5.8, con excepcion de las muestras de agua de la Presa la Luz y
la Laguna de Chignahuapan, los cuales mostraron valores alcalinos. En la Reserva de
la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, en los Municipios de Tenampulco, Tlatlauquitepec y
Cuetzélan y finalmente en San Miguel Zoapan, Municipio de Tlachichuca "Volcén
Citlaltepetl™.

Las regiones que se tomaron de acuerdo con el tipo de clima en conjunto de los
dos trabajos de tesis son: calido subhimedo, templado subhimedo, seco-semiseco,
templado himedo y célido himedo. La coleccion de muestras proviene de la rizésfera
de diferentes plantas de interés agricola como: maiz, papa, alfalfa, haba, maguey,
nopal, platano, café, blueberry, conocido como aréndano, ajo, chile canario, nuez,
naranja. Asimismo se obtuvieron muestras rizosféricas de plantas silvestres tales
como helechos, pastizales, bromelias, pinos, encinos y leguminosas, cabe aclarar que
en la totalidad de los aislamientos las plantas estaban sanas. Ademas de las muestras
de cuerpos de agua (Embalse de Valsequillo, laguna de Chignahuapan y presa La Luz
en el municipio de Chignahuapan).

A raiz de éste estudio, Antonio-Flores report6é 338 aislados obteniendo 86 cepas
con posibilidad de pertenecer al grupo Burkholderia sensu lato. Asi mismo, el trabajo
de tesis de Vega-Aguilar reportd 278 aislados, de los cuales finalmente 10 cepas
fueron identificadas como Burkholderia spp. Esto se logré mediante la comparacién
por morfologia con cepas tipo en medios de cultivos selectivos y produccién de
pigmentos y el uso de herramientas moleculares, como la amplificacion por PCR
utilizando oligonucle6tidos semi-especificos (Bergmark et al., 2012) que amplificaron
un fragmento del gen ribosomal 16S y mediante perfiles de andlisis ARDRA
(Amplified rDNA -Ribosomal DNA- Restriction Analysis).

Posteriormente, Cervantes-Alvarez (2016) realizo el estudio de los 96
aislamientos con potencial de pertenecer al género Burkholderia obtenidos por
Antonio-Flores (2015) y Vega-Aguilar (2016) para buscar especies con probable
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potencial de fijar nitr6geno, especies que pertenecieran al grupo “Burkholderias del
complejo cepacia” y un tercer grupo enfocado a tres especies patdogenas de plantas: B.
gladioli, B. plantarii y B. glumae. Esta busqueda fue realizada con un grupo o “set”
de oligonucledtidos dirigidos hacia diferentes genes de mantenimiento o metabolico.
Ademas de la secuenciacion y el analisis filogenético del gen ribosomal 16S
confirmando los valores de diversidad entre los tres grupos.

Como resultado se obtuvieron un total de 46 cepas pertenecientes al grupo
Burkholderia sensu lato, de las cuales GB45, GB51, GB53, GB62, GB152, GB190 y
GB203, que forman parte del trabajo de tesis de Antonio-Flores (2014), se
relacionaron con Paraburkholderia sediminicola y Paraburkholderia aspalathi,
aisladas de sedimento de agua dulce y de nddulos de raices de una leguminosa,
respectivamente (Mavengere et al., 2014; Lim et al., 2008). Incluso, estas siete cepas
fueron candidatas como posibles especies diazotroficas al obtener el amplificado de
1025 pb con los oligonucledtidos GB-F y GBN-2R (Perin y col., 2006)
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IV. JUSTIFICACION

El grupo Burkholderia sensu lato comprende un nimero extenso y creciente de
especies que han sido incorporadas y descritas a través de estudios de taxonomia
polifasica. Hasta ahora 122 especies han sido reportadas por su capacidad de
colonizar y establecerse en diferentes habitats permitiendo la identificacion de éstas
en diversos paises del mundo. Sin embargo se observa que son limitados los reportes
de aislados o especies identificadas como nuevas en los diferentes estados de México.

Por un lado, considerando la diversidad climatica de México, y en especifico
con la que cuenta el Estado de Puebla, y por el otro, la existencia de pocos estudios
que evidencien la presencia del grupo asociado a un mayor numero de plantas de
interés agrondmico, impulsan este trabajo de tesis a ampliar el conocimiento, con la
finalidad de elucidar que ciertas especies no solo son propias de cuerpos de agua o
asociadas a gramineas. Por lo anterior, se plantea reforzar y aportar en el
conocimiento de su presencia e identificacion a través de una taxonomia preliminar de
estas siete cepas miembros del grupo Burkholderia sensu lato del Estado de Puebla,
en especial la del género Paraburkholderia al comprender un grupo diverso de
bacterias de importancia biotecnologica en el campo de la agrobiotecnologia,
biotecnologia ambiental y control biol6gico, impulsando a nuevos estudiantes de nivel
superior y colaboradores a integrarse a este proyecto.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipica y genotipicamente siete cepas del grupo Burkholderia
sensu lato a traves de un estudio taxondmico polifasico preliminar.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el crecimiento de las cepas rizosféricas de acuerdo con algunos
pardmetros fisicoquimicos.

2. Conocer parcialmente el metabolismo de las cepas rizosféricas mediante una
bateria de pruebas bioquimicas.

3. Determinar el grado de tolerancia a metales pesados de las cepas rizosféricas.
4. Evaluar la resistencia antibiotica de las cepas rizosféricas.

5. Identificar a las cepas a partir del analisis filogenético del gen 16S y de los
genes housekeeping: recA y atpD.
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VI. METODOLOGIA
6.1 Esquema del trabajo

ST ‘ Sxtraccion de ADN
Crecimiento con ciertas Extraccion de ADN

sustancias

Amplificacion por PCR:
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Pruebas bioquimicas
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6.2 Reactivacion de cepas y revision de la pureza

A cada una de las siete cepas aisladas de rizosfera de arboles maderables como
el pino, y plantas silvestres como helecho y bromelias, se les asignd la nomenclatura
para su mejor identificacion (Tabla 2).

Tabla 2. Aislamiento y codigo de identificacion de las siete cepas
reactivadas

Cepa geozgcl)rg?ica Origen Clima pH (suelo) Altitud
Rizosfera de Templado 551 2990
GB45 Chignahuapan helecho subhumedo '
(Filicopsida)
Rizosfera de Templado 551 2290
GB51 Chignahuapan helecho subhtimedo '
(Filicopsida)
Rizosfera de Templado 551 9990
GB53 Chignahuapan helecho subhimedo '
(Filicopsida)
Rizosfera de Templado 551 9200
GB62 Chignahuapan helecho subhimedo '
(Filicopsida)
Chignahuapan | Hizosferade | Templado 5.77 2290
GB152 bromelia subhumedo
(Bromelia sp.)
R!zosfer.a de Templado 521 9990
GB190 Chignahuapan pino (Pinus subhumedo
spp.)
Rizosfera de Templado 521 2990
GB203 Chignahuapan pino (Pinus subhimedo '
spp.)
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Para la reactivacion se prepararon dos tipos de medios de cultivo; un medio
bésico, Luria Bertani (LB), y un medio selectivo para el género Burkholderia,
Pseudomonas cepacia acido azelaico triptamina (PCAT). Se sembrd por duplicado
cada una de las cepas en medio LB y PCAT y se dejé crecer por 48 horas a una
temperatura de 30°C. Para conocer la pureza de las cepas se realizé una descripcion
macroscopica a través del estereoscopio de la morfologia de la colonia, tamafio, y
color acompariada de registros fotogréaficos.

Para cada una de las pruebas fue necesario realizar “preindculos” de las siete
cepas en estudio a partir de una colonia de las cepas puras obtenidas, dejando crecer
de 24-48 horas en 3 mL de medio caldo nutritivo (NB) o en placas de NB de acuerdo
al tipo de ensayo.

6.3 Caracterizacion fenotipica
6.3.1 Requisitos de crecimiento
6.3.1.1 Prueba de temperatura

Se colocd una muestra del preindculo en los tubos que contenian 3
mL de medio NB y se sembré en placas con 20 mL de NB con agar (15
g/L) por triplicado y todo previamente esterilizado. Las temperaturas a las
cuales se llevé acabo el ensayo fueron de 35 y 39°C incubadas por 5 dias,
aquellos que presentaban turbidez o formacién de colonias que
caracterizan al género eran reportados como positivos.

6.3.1.2 Prueba de pH
Para el crecimiento a diferentes tipos de pH se inocul6 en 3 mL de
medio NB y sembradas en placas con 10 mL de medio NB con agar a un
pH 4, 6 y 7 a 32°C. El pH fue ajustado antes de la esterilizacion usando
NaOH y HCI al 10%.

Cada cepa se sembro por triplicado en tubo y en placa en cada una
de las tres condiciones de pH establecido, para obtener resultados seguros
se contd con un control sin ajuste de pH. Se llevo acabo por 72 h y
aquellos que presentaban turbidez o formacién de colonias que
caracterizan al género eran reportados como positivos.
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6.3.1.3 Prueba de salinidad
La prueba se realizd a concentraciones de 1%, 2% y 3% de NaCl en
tubos con 3 mL de NB. Esto se realiz6 por triplicado para cada cepa en
cada una de las concentraciones de NaCl establecidas y el control
comprendia solo el medio NB sin NaCl. El ensayo se llevo acabo por 3
dias en el cual se observé turbidez, reportandose como positivo.

6.3.2 Pruebas bioquimicas
6.3.2.1 Catalasa
Se tomd el centro de una colonia pura de un cultivo de 48 h y se
colocO sobre un portaobjetos de vidrio limpio utilizando un palillo de
madera estéril, con ayuda de una micropipeta se colocé una gota de H,0,
al 3% en las bacterias colocadas.

6.3.2.2 Oxidasa
Se llevd acabd por tiras Bactident Oxidase preparadas para la
deteccion de la citocromo-oxidasa. Se tomd una colonia aislada y sobre la
zona cuadrada de la tira con un palillo de madera estéril se colocé.

Se esperd 30 segundos y después se observé el color de la zona
inoculada.

6.3.2.3 Prueba Lisina Hierro Agar (LIA)

Se llenaron tubos con medio de cultivo LIA estéril, todavia liquidos
se colocaron en una posicion inclinada, de tal forma que se formara una
capa de aproximadamente 3 cm. y una superficie inclinada, técnica
conocida como llenado en pico de flauta. EI medio de cultivo se dejo
solidificar en la posicion lograda.

A partir de un cultivo puro de las cepas en estudio se tomé una
colonia y mediante el uso de aguja de inoculacion, se inoculd el medio de
cultivo; picando el fondo y extendiendo sobre la superficie del mismo,
dejando como control tubos con medio LIA sin inocular, y se incubaron a
32°C con revision de 18-24 h.
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6.3.2.4 Prueba Agar Hierro-Triple azucar (TSI)

Se esterilizaron tubos de vidrio los cuales se llenaron con medio de
cultivo TSI, todavia liquidos se colocaron en una posicion inclinada, de tal
forma que se formara una capa de aproximadamente 3 cm. y una superficie
inclinada, técnica conocida como llenado en pico de flauta. EI medio de
cultivo se dejo solidificar en la posicion lograda.

A partir de un cultivo puro de las cepas en estudio se tomd una
colonia y mediante el uso de aguja de inoculacion, se inocul6 el medio de
cultivo; picando el fondo y extendiendo sobre la superficie del mismo,
dejando como control tres tubos con medio TSI sin inocular, y se
incubaron a 32°C con revision de 18-24 h.

6.3.2.5 Oxidacion de D-gluconato
Se prepard medio caldo gluconato peptona y se calentd por 2 min
para disolver el medio completamente. Posteriormente, se colocaron 3 mL
en tubos de vidrio con tapdn de rosca y se esterilizd en autoclave a 15 Ibs
de presion (121°C) durante 15 minutos.

Se inocul6 el medio con el crecimiento de un cultivo puro dejando
incubar a 32°C durante 48 horas. Posteriormente, se agregd 1 mL de
reactivo Benedict, colocando el tubo en un bafio de agua hirviendo durante
10 minutos y se observd la produccion de un precipitado coloreado de
oxido cuproso.

6.3.2.6 Asimilacion de carbohidratos
El medio de cultivo utilizado fue rojo fenol (como indicador de pH)
suplementado con el carbohidrato mediante la técnica de llenado en pico
de flauta. Las fuentes de carbono utilizadas fueron D-manosa y D-sorbitol.

La asimilacion de carbohidratos se determind por el cambio de color
en una o ambas regiones del tubo, lo cual indica acidificacion (color
amarillo) o alcalinizacion (color rojo) en la correspondiente region del
tubo dejando incubar durante 2 dias.

Para la prueba de citrato se utilizé el medio de citrato de Simmons el
cual se distribuy6 en 40 tubos con 2.5 mL en cada tubo y posteriormente
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se esteriliz6 a 121°C, 15Ib, durante 15 min., dejando solidificar de manera
que el pico de flauta fuera mas largo y el extremo inferior corto. Se tomo
un indculo liviano a partir de un cultivo puro de 24 h a 48 h en agar NB y
se estrid solo en el pico de flauta de manera serpentina incubando por 24 h
a 32°C.

6.3.2.7 Actividad hemolitica
Para evaluar la actividad hemolitica de las seis cepas se sembraron
en Base de Agar Sangre suplementado con sangre humana; y se incubaron
a 32°C durante 24 a 72 horas.

6.3.3 Pruebas basadas en el crecimiento a ciertas sustancias
6.3.3.1 Crecimiento a metales

Se ensay0 el crecimiento a los siguientes metales: Co (CoCl,), Mo
(NazMo0Qy), V (NasVOy), Ni (NiCl,), Pb (Pb(CH3COO),;-3H,0) y Zn
(ZnCly). Las concentraciones fueron para Co, Zn y V de 25, 50, 100, 200
ppm; para Pb, Ni y Mo de 25, 50, 100, 200, 250 y 300 ppm. Los ensayos
se realizaron en agar NB suplementado con el metal. Se coloc6 una gota de
5 ul de cada uno los siete in6culos en placas que contenian cada una de los
metales por duplicado dejando incubar durante 4 dias a 35°C.

6.3.3.2 Crecimiento a antibidticos

Se prepar6 un volumen de 950 mL de medio nutritivo con agar (15
g/L) y se colocé en la parrilla para que se homogenizara (dejando hervir
por un minuto), y se esterilizé a 121°C/15 min, junto con tubos conicos de
50 mL. Una vez esterilizados los tubos, se colocé un volumen de 35 mL
del medio y se dej6 enfriar a temperatura ambiente para poder colocar el
antibidtico, después se agito con vortex durante 15 s para homogenizar el
antibidtico y se vertio en las dos placas previamente etiquetadas con el
antibidtico indicado. Se dej6 solidificar y se someti6 a prueba de
esterilidad (30°C).

Los inéculos (5 mL) se ajustaron a 108UFC/mL a una D.O. g0 nm
junto con la cepa control: P. putida KT2440. Para ello se tom6 un 1 mL
del inéculo y se colocd en microtubos, se centrifugd y se lavé con
MgSOQO,.7H,0 [10 Mm]. Los botones celulares quedaron resuspendidos en
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MgS0,.7H,0 [10 Mm] posteriormente se coloco una gota de 5 pl de cada
cepa. Las siete cepas + control se encontraban en una placa, y se realizo
por duplicado. Dejando Incubar a 30°C y durante 5 dias.

Se ensayo la resistencia a los siguientes antibioticos:
i. Ampicilina
10, 20, 50, 100 y 150 pg/mL
ii. Cloranfenicol
1,2.5,5,7.5y 10 pg/mL
iii. Gentamicina
1,255y 7.5 ug/mL
iv. Tetraciclina
2.5, 5, 10, 15, 20 pg/mL
v. Kanamicina
1,25,5,75,10,15y 20 pg/mL

6.4 Caracterizacion genotipica

6.4.1 Extraccion del DNA gendmico de las cepas
El ADN genomico se extrajo utilizando el kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Una vez
extraido y purificado el ADNg de cada aislado se revelo en gel de electroforesis al
1.0% de agarosa usando RedGel con ayuda de un Transiluminador UV.
Posteriormente, se determind la concentracion y pureza del DNA con el equipo
NanoDrop.

6.4.2 Amplificacion de los genes recA y atpD

Para amplificar los genes de mantenimiento recA y atpD se utilizaron los
primers descritos en la Tabla 3. La reaccion consistié en 1 pul de ADN molde (26 ng) y
una alicuota de 9 pl de la mezcla de PCR, que contenia buffer 1x, dNTP’s 2 mM, 1 pl
de cada cebador, y 1.25U de DreamTaq DNA Polymerasa (Thermo Scientific™). Las
condiciones del ciclo térmico para la PCR fueron las siguientes: 95°C por 6 min; 29
ciclos de 94°C por 40 seg, seguido por la temperatura de alineamiento por 50 s y una
extension de 72°C por 1 min, y una extension final de 75°C por 9 min. Finalmente se
verific la amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa tefiido con
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bromuro, y luego, se procedi6 a cortar la banda correspondiente al tamafio del
amplicon.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos y temperaturas de alineamiento
(Tm) para la amplificacion de los genes recA y atpD para especies que pertenecen
al grupo de Burkholderia sensu lato

Tamarfio Temperatura
Gen Secuencia 5'- 3' de.l , . de. Referencia
amplicén | alineamiento
(bp) (°C)
AGGACGATTCATGGAAGA
recAF WAGC )
~704 58 (Spilker y
recAR GACGCACYGAYGMRTAGA col., 2009)
ACTT
atpDF ATGAGTACTRCTGCTTTGGTAG
AAGG 756 56 (Spilker y
atpDR CGTGAAACGGTAGATGTT col., 2009)
GTCG

6.4.3 Purificacion del producto de PCR a partir de un gel de agarosa

Se colocd el fragmento en un microtubo de 1.5 mL que fue previamente pesado

para saber el peso del gel que contiene el producto de nuestro interés. Luego, se

agregaron tres volumenes de Nal 6 M con respecto al peso del gel, los cuales se

incubaron a 65°C por 10 minutos (hasta que el gel se fundid). Se agregaron 10 uL de

suspension de silica, esta preparacion se dejo reposar a temperatura ambiente durante
5 minutos con agitaciones esporadicas para la resuspension de las particulas de silica.

Después se centrifugd la preparacién para descartar posteriormente el
sobrenadante y conservar la pastilla, ésta se sometio a tres lavados con solucion “New
Wash” 1X con tiempo de centrifugacion de 1 minuto entre cada ciclo de lavado.
Finalmente la pastilla se sometio a proceso de secado retirando la mayor parte posible
de liquido y posteriormente colocado a una temperatura de 37°C durante una hora
aproximadamente o hasta que la pastilla se desprendiera del fondo del tubo. Una vez
seca la pastilla se resuspendié con 30 pL de agua libre de DNAsas y RNAsas, se
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centrifugd por Gltima vez durante 3 minutos para separar el sobrenadante colocandolo
en un tubo nuevo y limpio para la posterior medicion de la concentracion de DNA en
NanoDrop y se verifico mediante una electroforesis en gel de agarosa tefiido con
Bromuro.

6.4.4 Secuenciacion de productos purificados
La secuenciacion se llevd a cabo en la empresa Macrogen Korean
(https://dna.macrogen.com/esp/). Por lo cual, cada reaccién para la secuenciacion
contenia 50 ng/ul en un volumen final de 30 ul por muestra de ADN, y por separado
10 pmoles del oligonucleétido. Mientras las secuencias del gen ARNr 16S fueron
obtenidas a partir de los estudios realizados por Cervantes-Alvarez (2016).

6.4.5 Anadlisis y Construccion de los arboles filogenéticos

Una vez obtenido los cromatogramas de las secuencias en sentido Forward y
Reverse de cada cepa se analizaron en el programa BioEdit ver. 7.2.5. obteniendo la
secuencia consenso. Posteriormente las secuencias consenso fueron comparadas
mediante un analisis BLASTn con las secuencias contenidas en la libreria de
nucléotidos del GenBank. Las secuencias generadas por las cepas de estudio, asi
como las de las cepas tipo se alinearon y editaron utilizando el programa BioEdit ver.
7.2.5., ClustalX 2.0 (Larkin et al., 2007) y GenDoc 2.7.

Las alineaciones individuales se concatenaron utilizando DnaSP v5 (Librado &
Rozas, 2009) con los parametros establecidos. Los arboles filogenéticos fueron
construidos mediante el método Neighbor-Joining con base en distancias Maximum
Composite Likelihood y por el método de Mé&xima Verosimilitud mediante el modelo
de Tamura-Nei usando 1,000 réplicas de arranque con el programa MEGA v7
(Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).
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VII. DISCUSION Y RESULTADOS

Las colonias cultivadas en medio solido PCAT y LB para la reactivacion, y
NB durante las pruebas, presentaron una morfologia colonial blanca, cremosa y
puntiforme (Figura 4). Estas caracteristicas reportadas por Lim et al. (2008) y
Mavengere et al. (2014) son similares para el caso de Paraburkholderia sediminicola
y Paraburkholderia aspalathi, respectivamente. En el caso de GB190 ademaés de
presentar estas tres caracteristicas, se observo un halo transparente alrededor de la
colonia.

Figura 4. Colonias de color blanco cremoso y mucoide en medio PCAT (A) y medio LB (B)

A continuacién se muestran los resultados de las pruebas realizadas de las siete
cepas en estudio. En el caso de P. aspalathi y P. sediminicola son los reportados de
articulos (Anexo I).

Para el ensayo de temperatura se observd que después de cuatro dias s6lo seis
cepas presentaron ligero crecimiento a 39°C menos la cepa GB190. Por lo cual, la
temperatura para un crecimiento 6ptimo en todas las cepas fue a 35°C el cual se
observo después de 48 horas. Comparado estos resultados con P. sediminicola el
rango de temperatura para el crecimiento es de 15-30°C; no presenta crecimiento a
42°C (Lim et al., 2008). Mientras que la temperatura para un crecimiento éptimo en
P. aspalathi es de 20-30°C, sin embargo se reporta un crecimiento moderado a 37°C y
sin crecimiento a 45°C (Mavengere et al., 2014). Como resultado de esto es posible
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que las cepas crezcan mejor a una temperatura de 35°C considerando el lugar de
donde fueron aislados que oscila entre los 23-24°C un ambiente ideal para bacterias
mesofilas en el suelo. Ademas, se observd que entre mas alta la temperatura, la
bacteria tarda mas en crecer, se interfiere que las bacterias pueden sobrevivir, pero por
un tiempo no hay division, después de un tiempo de adaptacion hay una recuperacion
y comenzaria de nuevo la division. Como en el caso de B. pseudomallei las
temperaturas altas inducen cambios en las enzimas metabolicas, chaperonas, proteinas
de movilidad celular, antioxidantes y proteinas estructurales ocasionando cambios en
las fases de crecimiento (Paksanont et al., 2018). Razones por las cuales, la
temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes que influyen en la
proliferacion y mantenimiento de la vitalidad de los microorganismos. Dicho lo
anterior, cada microorganismo tendra su propia temperatura minima por debajo de la
cual no podra proliferar, una temperatura Optima para su crecimiento, casi siempre
relacionada con la temperatura de su habitat y temperatura maxima por encima de la
cual no podra multiplicarse (Marchand, 2002; Madigan et al., 2015).

En cuanto al ensayo de NaCl al 1% solo se observd crecimiento moderado de
las cepas GB45, GB53, GB62, GB152 y GB203 después de las 48 horas, pero no en
GB51 y GB190. A una concentracion al 2% se tiene que sélo GB62 y GB203
presentaron un ligero crecimiento, a partir de una concentracion al 3% ya no hay
proliferacion celular de ninguna de las siete cepas. Por lo tanto, el mejor crecimiento
se obtiene sin NaCl en todas las cepas. Comparando con otras especies, se reporta que
en P. sediminicola es posible el crecimiento en presencia de NaCl al 1.5% incubada a
28°C (Lim et al., 2008), para P. aspalathi en una concentracion del 1% al 10%
(Mavengere et al., 2014), para P. sartisoli a una concentracion de 0.5% (Vanlaere et
al., 2008) sin embargo el crecimiento 6ptimo es en ausencia de NaCl para estas tres
especies asi como para las siete cepas estudiadas. Hasta ahora la relacion que existe
entre las diferentes concentraciones de sal y el crecimiento de los microorganismos,
tiene que ver con el funcionamiento de las enzimas, ya que son las principales
afectadas o beneficiadas. Las condiciones que permiten a una enzima funcionar
vigorosamente pueden también conferirle una importante via de inactivacion; algunas
enzimas son estables bajo ciertas condiciones; sin embargo, otras se inhiben
severamente afectando el crecimiento celular. Asi, la isocitrato deshidrogenasa de un
haldfilo es muy estable, pero se inhibe fuertemente por 4 0 5 M de NaCl (Gonzalez-
Hernandez y Pefia, 2002)
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Otra caracteristica importante para estudiar el crecimiento de bacterias en
presencia de NaCl es la busqueda de genotipos bacterianos tolerantes a la salinidad
para solucionar los problemas que ocurren con la fijacion bioldgica de nitrogeno
(Pereira et al., 2012). Pereira et al. (2012) demostraron que altas concentraciones de
NaCl, por encima de 10g/L, influencian negativamente el crecimiento bacteriano de
Burkholderia gladioli y Paraburkholderia heleia asociadas a plantas de cafia de
azucar cultivadas en Pernambuco, a pesar de que B. gladioli presentd mas tolerancia a
la salinidad que P. heleia. También observaron que influye negativamente en la
produccion del acido indol acético in vitro y que a concentraciones de NaCl por
encima de 25 g/L inhibe la capacidad de fijar nitrégeno in vitro tanto para B. gladioli
y de P. heleia.

El pH es también un factor muy importante en el metabolismo y la reproduccion
de las bacterias, ya que la variacion en éste puede llegar a inactivar el sistema
metabolico y destruir a la bacteria. En el ensayo de pH 4 s6lo no se observd
crecimiento de dos cepas: GB53 y GB190. En pH 8 crecen todas las cepas pero el
crecimiento 6ptimo se registré en un pH 6 (Figura 5). Con respecto a P. sediminicola
se ha publicado que las células crecen en un rango de pH 6.0-8.0 y en el caso de P.
aspalathi se reporta crecimiento en un rango de pH 4-8 a 28°C. Pero en ambos casos
se obtiene un crecimiento 6ptimo a pH 6 y 7. El pH 6ptimo para el crecimiento de un
organismo se refiere Unicamente al ambiente extracelular; ya que el pH intracelular
debe permanecer cerca de la neutralidad para impedir la destruccion de las
macromoléculas como el DNA, que es labil frente al acido, de manera que la célula
tiene que mantener esta macromolécula fundamental en un estado estable (Madigan et
al., 2015). Existen reportes de aislamientos de Paraburkholderia a partir de
rizosfera con pH &cido, tales como P. tropica, especie aislada en el rango de pH 4.5
a 6.5 (Reis et al., 2004) y P. unamae, la cual fue aislada de la riz6sfera en un rango de
pH de 4.5 -7 (Caballero et al., 2004). Recientemente, P. acidipaludis y P. heleia
fueron aisladas a partir de la planta Eleocharis dulcis, la cual crece en pantanos
altamente &cidos (pH 2-4) (Aizawa et al., 2010). Por ende, es posible que un
determinado rango de pH favorezca el establecimiento de ciertas especies
pertenecientes al género.
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Figura 5. Crecimiento dptimo bacteriano en medio nutritivo ajustado a pH 6 de las cepas GB152, GB62 y
GB203.

La prueba de oxidasa (Figura 6) y catalasa resultaron positivo en las siete cepas
al igual que P. sediminicola y P. aspalathi, por lo cual existe la enzima citocromo ¢
oxidasa capaz de catalizar la transferencia de electrones desde el citocromo c al
oxigeno terminal para formar agua. Y por medio de la enzima catalasa se lleva a cabo
la descomposicion del perdxido de hidrogeno (H20) en oxigeno y agua. La catalasa es
una enzima que caracteriza a la mayoria de las bacterias aerobias la cual presentan las
siete cepas.

30



Lic. en Biotecnologia, BUAP Guevara Gonzdlez Itzia Citlali

BCEBE BE BB 0

& co/i
L rotica
cB853
e862
¢80
¢Bs1
6B 1S
6BIS2
c¢B190

Figura 6. Prueba de oxidasa positiva; E.coli (control negativo) y P. putida (control positivo)

Por otra parte, en la prueba bioguimica de agar lisina hierro resultaron negativas
para la descaboxilacion y desaminacién de la lisina. No obstante, las descarboxilasas
han adquirido un significado especial gracias a sus propiedades fisiologicas. Este tipo
de enzimas se clasifican en dos grupos independientes: enzimas constitutivas o
inducibles (L6pez Revelles, 2005). Por lo cual, algunos microorganismos son capaces
de provocar la descarboxilacion de los aminodcidos, el resultado de esta
descarboxilacion es la produccion de una amina (o diamina) y diéxido de carbono. Tal
es el caso de la produccion de la enzima lisina descarboxilasa la cual al actuar sobre la
lisina produce la diamina cadaverina. En el medio LIA se va a detectar la produccién
de la lisina descarboxilasa ya que se produce una reaccion coloreada por un cambio en
el pH del medio, que contiene como indicador purpura de bromocresol. Un cambio
del color original del medio (morado) hacia amarillo en el fondo indica una reaccion
acida por la fermentacion de una pequefia cantidad de glucosa en el medio. Si el
microorganismo posee la lisina descarboxilasa, la accion de esta enzima sobre la
lisina dard lugar a la cadaverina, la cual provocara un cambio de pH hacia la
alcalinidad dando un color morado que sobrepasa la acidez debida a la glucosa lo que
se consideraria como enzimas inducibles. A pesar de que las cepas no fermentaron la
glucosa, no se puede asegurar que realmente no hubo descarboxilacién de la lisina ya
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que dentro de este grupo de organismos existe una gran variabilidad de rutas para el
catabolismo de lisina, teniendo incluso que distinguir entre aerobiosis y anaerobiosis.
Como es el caso de Pseudomas putida que puede suceder mediante enzimas
constitutivas (que estan presentes en un bajo nivel de expresion) (Lopez Revelles,
2005).

En cuanto a la prueba TSI no se observé fermentacion de glucosa, lactosa y/o
sacarosa por parte de algunas de las cepas, en el caso de P. aspalathi lleva acabo la
oxidacion de glucosa de manera aerébicamente pero no anaerébicamente en medio
oxidativo-fermentativo. Esta prueba es usada principalmente para la identificacion de
bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y observar la fermentacion
de los carbohidratos descartando la posibilidad de que alguna de estas cepas
perteneciera a esta familia (Mahon et al., 2007). Mientras que la asimilacion de d-
manosa, d-sorbitol tampoco se llevo acabo ni la oxidacion de d-gluconato. Solo
fueron capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono para su metabolismo,
provocando alcalinidad, considerando que su metabolismo prefiera mas &cidos
organicos y aminodacidos que azUcares.

La Base de Agar Sangre es adecuada para aislar y cultivar diversos
microorganismos de dificil crecimiento y posibles bacterias dafiinas a la salud
humana. Al afiadir sangre, puede usarse para mostrar la actividad hemolitica debido a
que los microorganismos hemoliticos liberan enzimas (hemolisinas) al medio que
destruyen los glébulos rojos apareciendo halos de hemodlisis. Sin embargo, se observé
ausencia de lisis de los glébulos rojos ya que el medio no presenté modificaciones de
color y aspecto alrededor de la colonia en estudio.

Por otra parte, en la prueba de mentales se observé que en niquel, cobalto,
molibdeno y plomo hay crecimiento de las siete cepas hasta una concentracion de
250, 50, 300 y 300 ppm, respectivamente (Anexo I; Tabla 6). Mientras tanto, en zinc
y en vanadio s6lo GB51 fue capaz de crecer después de dos dias en una concentracion
de 200 y 50 ppm, correspondientemente. Existe diversos reportes sobre Burkholderia
(s.I) capaces de crecer en metales pesados, como Burkholderia sp. J62 la cual fue la
mejor solubilizando el plomo y el cadmio en cultivo en disolucién (Jiang et al., 2008).

Otras especies que son capaces de inmovilizar metales pesados y reducir su
translocacion en las plantas mediante precipitacion, formacién de complejos y
adsorcion promoviendo el crecimiento en plantas. Por ejemplo, Burkholderia gladioli
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en la mitigacion del estrés por Cd en Lycopersicon esculentum (Khanna et al., 2019)
y Burkholderia cepacia CS2-1 que mejord el crecimiento en Brassica rapa al
disminuir la absorcion de Zn" indicando que es adecuada para la biorremediacion
(Kang et al., 2017).

Existen diversos mecanismos en las bacterias a través de los cuales un sistema
puede conferir resistencia a metales pesados; algunos estan codificados en plasmidos
y tienden a ser especificos para un metal en particular. También se han encontrado la
produccion de sustancias poliméricas extracelulares que se unen fuertemente a los
metales. Los exopolimeros microbianos son particularmente eficientes en la union de
metales pesados, como plomo, cadmio y uranio, como es el caso de Burkholderia
cepacia GYP1 que tiene una gran capacidad de acumulacién para que el cadmio
alcanzando 116 mg/g de biomasa (peso seco) al producir estas sustancias poliméricas
extracelulares (Zhang, 2019).

Ciertos metales de transicibn como cobalto, cobre, niquel y zinc, a
concentraciones traza (10-1 mmol/L), son esenciales para algunos procesos celulares,
ya que ejercen funciones cataliticas en determinadas reacciones bioquimicas o en
conversiones metabdlicas, actian como micronutrientes o cofactores enzimaticos, o
pueden estabilizar estructuras proteicas (Nies, 2003) Sin embargo, a concentraciones
superiores ejercen un marcado efecto citotoxico. Asi mismo, las cepas GB45, GB53,
GB152, GB190 y GB203 crecieron en Ampicilina a una concentracién de 150 pg/mL,
estas cepas presentaron resistencia a ampicilina y cloranfenicol, y solo GB190 fue
capaz de crecer en kanamicina y gentamicina (Anexo I; Tabla 7). Hasta el momento
se cree que la primera linea de defensa contra los antimicrobianos en las especies de
Burkholderia es la barrera de penetracion de la membrana externa impermeable y por
las proteinas efluentes eficientes (Quintilliani y Courvalin 1995).

Por otra parte, la identificacion genotipica de las siete cepas se verificd
mediante la amplificacion de los genes de mantenimiento: recA y atpD junto con la
cepa control Paraburkholderia unamae, y la secuenciacion. Cuando en la muestra se
observaron bandas de 704 pb para recA y 756 pb para atpD se identific6 como
Burkholderia spp. que coincide con los resultados obtenidos por Spilker et al. (2009)
(Figura 7).
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Figura 7. Amplicén obtenido utilizando cebadores atpDF y atpDR (izquierda) y recAF- recAR
(derecha).

Al comparar por BLAST las secuencias del ARNr 16S de las siete cepas con la
base de datos de nucle6tidos de NCBI mostraron que eran similares a las especies del
género Paraburkholderia. Por ejemplo, las secuencias del ARNr 16S de las cepas
GB45, GB53, GB62, GB152 y GB203 compartieron entre el 100 y el 99.78% de
identidad con P. sediminicol, y en menor porcentaje con otras especies descritas del
género como es P. aspalathi. En cuanto a GB51 mostré identidad del 99.75% con
otros aislados de la plataforma y con P. caledonica el 99.35%, asi mismo, la cepa
GB190 se alined con otros aislados reportados como es la cepa RL18-085-BID-A con
un porcentaje de identidad del 99.42%. Para determinar la relacion general de las siete
cepas de Paraburkholderia con otros miembros del género, se generd una filogenia
del gen ARNr 16S (1120 pb), que incluia algunas de las especies del género
validamente nombradas (Fig. 8). Esto mostré que GB45, GB53, GB62, GB152 y
GB203 forman un cluster estrechamente relacionado con P. sediminicola y P.
aspalathi. Ahora bien, las cepas GB190 y GB51 formaron un linaje filético
claramente distinto de las especies de Paraburkholderia estrechamente relacionadas
dentro del género (Fig. 8). Se han observado altos valores con respecto a la identidad
de nuclettidos del ARNr 16S en Paraburkholderia debido a la alta conservacion de
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este gen en el género (Lv et al. 2016; Bournaud et al. 2017; Huo et al.2018). Sin

embargo, a pesar de conservarse, fue posible observar que dos cepas formaron un
grupo distinto en relacidn con las otras especies de Paraburkholderia.
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Figura 8. Filogenia por el método Mé&xima Verosimilitud basado en el gen ARNr 16S que
muestran las relaciones de las cepas y otros miembros del género. Con Bootstrap de 1000 repeticiones.
Enraizado con Burkholderia stabilis, Trinickia caryophylli, Caballeronia sordidicola, Robbsia
andropogonis y Cupriavidus necator.
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Considerando el menor poder de discriminacién del gen ARNr 16S en el
género Paraburkholderia, debido a que los organismos estan tan cercanos
genéticamente hablando unos de otros que solo, éste gen, no es suficiente para poder
tener una resolucién suficiente entre ellos. Procedimos con el analisis de los genes
recA y atpD, que ha sido ampliamente adoptados en estudios filogenéticos y
taxondmicos dentro de este género, incluida la reclasificacion reciente de las especies
ambientales de Paraburkholderia (Sawana et al. 2014; Dobritsa y Samadpour 2016).
Al construir el &rbol filogenético con las secuencias concatenadas parciales de los tres
genes de mantenimiento; ARNr 16S, recA y atpD (2135 pb), las cepas GB45, GB53,
GB62, GB152 y GB203, incluso GB51, se relacionaron estrechamente con P.
aspalathi VG1C y P. sediminicola HU2-65W (Fig. 6). En cuanto a la cepa GB190 se
observo fuera de este clster ain, con un bootstrap del 98% (Fig. 9).
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Figura 9. Filogenia por el método Maxima Verosimilitud basado en las secuencias de 36

genes concatenados (16S rRNA + recA + atpD) (2135 pb) que muestran las relaciones de las
cepas y otros miembros del género. Con Bootstrap de 1000 repeticiones. Enraizado con
Burkholderia stabilis, Trinickia caryophylli, Caballeronia sordidicola, Robbsia andropogonis
y Cupriavidus necator.
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Para especificar solo las relaciones entre los taxones y GB190 se construyé un arbol
mediante Neighbor- Joining sin enraizar, observando que esta cepa se mantiene exclusiva
de las dos especies de Paraburkholderia (Fig. 10). La cepa GB190 presentd ciertas
diferencias con las demas cepas, por ejemplo; a pesar de ser aislada de pino como GB203
no crecid a una temperatura de 39°C y a un pH 4, pero fue la Unica cepa que crecid en
gentamicina y kanamicina, ademas, en su morfologia se observa un halo transparente
alrededor de la colonia durante su crecimiento.

35 P. aspalathi
a P. sediminicola

GB190
P. bryophila

72 P. ginsengisoli

P terricola
g2 a P. aromaticivorans

68 P. xenovorans

99 [ P.caledonica
1wl—— P Kirstenboschensis

] P. phenazinium
84

P. sartisoli

ae

P. phenoliruptrix

P. megapolitana

P. sabiae
= P. diazotrophica
51| P. caribensis
] P. hospita
P.tropica
P. caballeronis
39
— P. unamae
58 ] ]
P. silvatlantica
63 )
= P. ferrarlae
ca P. sacchari
94 P. nodosa

oo

Figura 10. Filogenia por el método Neighbor- Joining basado en las secuencias de genes
concatenados (16S rRNA + recA + atpD) (2135 pb) que muestran la separacion de GB190 con respecto
de P. sediminicolay P. aspalathi. Con Bootstrap de 1000 repeticiones. Sin enraizar.
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Como se menciond anteriormente, en las ultimas décadas han surgido
numerosos estudios en torno al género Paraburkholderia ya que han sido aislados en
todos los continentes. De hecho, las cepas de la misma especie se han recuperado de
lugares distantes y de muy diferentes nichos. Tal como se presenta en este estudio, las
cepas GB45, GB51, GB53, GB62 y GB152 que fueron aisladas de rizosfera de
helecho, bromelia y pino, formaron un cluster mas cercano con P. sediminicola,
mientras que GB203 con P. aspalathi, las cuales fueron aisladas de sedimento de agua
dulce y de nodulos de raices de una leguminosa, respectivamente. Mientras que
GB190 se coloco fuera de este grupo como se observOo durante los analisis
filogenéticos y el uso basado en herramientas moleculares. Otro punto a delimitar son
los rasgos fisiologicos y bioquimicos, ya que los organismos estrechamente
relacionados y aislados de diferentes ubicaciones pueden tener fisiologias y procesos
metabolicos muy distintos, para elucidar algunas diferencias en esta parte de las cepas
GB190 y GB203 con P. sediminicola y P. aspalathi, fue posible mediante los ensayos
de NaCl donde se observd que GB190 es distintas de las especies tipo, asi mismo, en
la prueba de pH GB190 sigue mostrando diferencias al no crecer en pH 4 como lo
hacen GB45, GB51, GB62, GB152 y GB203 (Tabla 4). Cabe mencionar que GB203
presenta un patrén similar a P. aspalathi que incluye la prueba de pH y NaCl. Pero es
la prueba de manosa y d-gluconato que se emparejan con P. sediminicola al ser
negativas para ambas pruebas (Tabla 4).

Tabla 4. Aspectos comparativos de GB190 y GB203 con respecto a P. sediminicola 'y P.

aspalathi
Cédigo de Cepas y fuente P. GB190 p-asoalathi GB203
de aislamiento/ Pruebas | sediminicola | piqq P Pino

Salinidad 1% + = B .
Salinidad 2% ND = i w
Salinidad 3% ND = + -
Sin Nacl ++ ++ ++ ++
pH 4 (crecimiento) - - + +
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pH 6 (crecimiento) ++ ++ e e
pH 8 (crecimiento) + + + +
Asimilacién de
carbohidratos: - (K/K) + (K/K)
D-manosa
Oxidacién D-gluconato - - + -

La escasez de caracteristicas fenotipicas en el grupo bacteriano aln causa
problemas en la descripcion y diferenciacion de los taxones. Ademas de que la
principal desventaja con los métodos fenotipicos es el patron de expresion génica en
el que el mismo organismo podria mostrar diferentes caracteres fenotipicos en
diferentes condiciones ambientales. Por lo tanto, los resultados fenotipicos deben
compararse con un conjunto de datos similar de una cepa tipo de organismos
relacionados.

Al encontrar aislados de las mismas especies y posible nueva especie se debe a
la posibilidad de que las plantas tengan preferencias por determinadas especies de
Paraburkholderia, y que la ubicacion geogréafica también pueda ser un factor en esta
preferencia. Ademas, la comunidad microbiana de la rizosfera puede cambiar debido
a las caracteristicas intrinsecas de las plantas, incluido el genotipo de la planta, la
etapa de desarrollo y la sefializacién quimica involucrada en las interacciones entre
plantas y bacterias, como los compuestos de deteccion de quérum (QS) que juegan un
papel importante en el establecimiento de asociaciones de raices y microbios en las
plantas para regular algunos comportamientos bacterianos, como la tasa metabdlica, la
propagacion y la virulencia (Chagas, Pessotti, Caraballo-Rodriguez, & Pupo, 2018;
Finkel, Castrillo, Herrera Paredes, Salas Gonzalez, & Dangl, 2017; Reviews, 2009).

Incluido, la quimiotaxis para el establecimiento de asociaciones bacterianas con
las raices de las plantas mediante la deteccion de sefiales extracelulares a traves de
receptores especificos, por lo cual, la gran diversidad de exudados (acidos organicos,
carbohidratos, vitaminas, aminoacidos, nucleosidos, mucilago, etc.) permitiran atraer
a las poblaciones microbianas, especialmente aquellas capaces de metabolizar los
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compuestos y proliferar en este habitat (Chagas, Pessotti, Caraballo-Rodriguez, &
Pupo, 2018; Finkel, Castrillo, Herrera Paredes, Salas Gonzélez, & Dangl, 2017;
Reviews, 2009).
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VIIl. CONCLUSIONES

GB45, GB51, GB53, GB152 y GB203 presentaron colonias de color blanco y
cremoso como el género Paraburkholderia.

Unicamente GB190 mostrd en su fenotipo un halo transparente alrededor de
la colonia blanca y cremosa en medio PCAT.

Las cepas crecieron a 35°C y pH 6. Son sensibles en presencia de NaCl. Y no
presentaron actividad hemolitica.

De las cinco fuentes de carbono; solo el citrato fue utilizado por las siete
cepas.

GB51 tolerd concentraciones de 200 ppm de zinc y 50 ppm de vanadio.
Solo GB190 creci6 en kanamicina (2.5ug/mL) y gentamicina (1 ug/mL).

La amplificacion de los genes atpD y recA sirvieron como base para elucidar
las relaciones filogenéticas entre las cepas y las especies de Paraburkholderia.

Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas permitieron distinguir a GB190
como posible nueva especie perteneciente al género Paraburkholderia.

Las cepas GB45, GB51, GB53 y GB152 se identifican como
Paraburkholderia sediminicola, y GB203 como Parburkholderia aspalathi.
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X. ANEXOS
ANEXO |

Tabla 5. Resultados de las pruebas. ++, Condicidn 6ptima de crecimiento; +,
crecimiento; -, cepa negativa; ND, no determinado. *otro tipo de medio

Cddigo de
ﬂf:sf: Y. | GB45 | GBS1 | GB53 | GB62 | GBi52 | GBigo | GB203 |, . I
aislamiento,; | Helecho | Helecho | Helecho | Helecho | Bromelia Pino Pino sediminicola
Pruebas
Temperatura + + + + + — + ND ND
39°C
Temperatura ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ND ND
35°C
Salinidad 1% + - + + + - + + ND*
Salinidad 2% - = - + - - + + ND
. o -_ - -_ - -— -— - +
Salinidad 3% ND
Sin Nacl ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
P4 + + = + + - + + -
(crecimiento)
PH6 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
(crecimiento)
pH8 ++ ++ ++ + + + + + +
(crecimiento)
Prueba de + + + + + + + + +
Oxidasa
Prueba de + + + + + + + + +
Catalasa
Prueba agar
Lisina Hierro
(LIA): + + + + + + + ND ND
Decarboxilacién
de lalisina
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Prueba agar
Lisina Hierro
(LIA):
Desaminacion de la
lisinay Produccion
de 4cido sulfhidrico

ND

ND

Prueba triple
azucar hierro
agar (TSI)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

ND*

ND*

Asimilacion de
carbohidratos:
D-manosa

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

D-sorbitol

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

(K/K)

Prueba citrato

Oxidacion D-
gluconato

Actividad
hemolitica

Hemdlisis
gamma

Hemdlisis
gamma

Hemodlisis
gamma

Hemdlisis
gamma

Hemdlisis
gamma

Hemodlisis
gamma

Hemdlisis
gamma

ND

ND
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determinado.

Tabla 6. Resultados del ensayo a metales: +, crecimiento; -, no crecimiento; ND, no

Cédigo de
Cepasy
fuentede | GB190 GB51 GB203 GB62 GB45 | GB53 | GB152 | P.putida , B.
islami . . B.aspalathi diminicol
"/’5 %”;fzzo Helecho | Helecho | Helecho | Helecho | Bromelia | Pino | Pino | KT2440 sediminicola
metal
Niquel + + + + + + + + ND ND
25 ppm
Niquel + + + + + + + + ND ND
50 ppm
Niquel + + + + + + + + ND ND
100 ppm
Niquel + + + + + + + + ND ND
200 ppm
Niquel + + + + + + + + ND ND
250 ppm
Niquel - - - - - - - + ND ND
300 ppm
Cobalto + + + + + + + + ND ND
25 ppm
|
Cobalto + + + + + + + + ND ND
50 ppm
| - - - - - - -
Cobalto + ND ND
100 ppm
| = = = = = = = =
Cobalto ND ND
200 ppm
Molibdeno + + + + + + + +
25 ppm ND ND
Molibdeno + + + + + + + +
50 ppm ND ND
Molibdeno + + + + + + + +
100 ppm ND ND
Molibdeno + + + + + + + +
200 ppm ND ND
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Molibdeno
250 ppm + + + + + + ND ND
Molibdeno
s00ppm | ¥ + + + + + ND ND
Zinc
25 ppm + + + + + + ND ND
Zinc
50 ppm + + + + + + ND ND
Zinc
100 ppm = 7 = = = a ND ND
Zinc + +
200 ppm ND ND
Plomo + + + + + +
25 ppm ND ND
Plomo
50 ppm + + + + + + ND ND
Plomo + + + + + +
100 ppm ND ND
Plomo + + + + + +
200 ppm ND ND
Plomo + + + + + +
250 ppm ND ND
Plomo + + + + + +
300 ppm ND ND
Vanadio
25 ppm + + + + + + ND ND
Vanadio
Vanadio +
100 ppm E - - ~ - ND ND
Vanadio +
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Tabla 7. Resultados del ensayo de antibidticos: +, crecimiento; -, cepa negativa; ND,
no determinado.

Cédigo de Cepas y P. putid B.
fuente de GB190 6851 GB203 GB62 GB45 GBSB GB'152 K-pru2,420 B.aspalathi | sediminicola
aislamiento / Helecho | Helecho | Helecho | Helecho | Bromelia | Pino | Pino
Antibiético
Ampicilina + + + + + + + + + +
10 pug/mL
Ampicilina + + + + + + + + + +
20 pg/mL
Ampicilina + + + + + + + + + +
50 ug/mL
Ampicilina + + + + + + + + + +
100 pg/mL
Ampicilina + - + - + + + + + +
150 pg/mL
Cloranfenicol + + + + + + + + - +
1pg/mL
Cloranfenicol + + + + + + + + - +
2.5 ug/mL
Cloranfenicol + + + + + + + + - +
5 pg/mL
Cloranfenicol + + + - + - + + - -
7-5 ug/mL
Cloranfenicol + + + - + - + + - -
10 pg/mL
Cloranfenicol + + + - + - + + - -
15 ug/mL
Cloranfenicol - - - - - - - + - -
20 pug/mL
Gentamicina + - - - - - - + - -
1 pg/mL
Gentamicina - - - - - - - + - -
2.5 pg/mL
Gentamicina - - - - - - - - - -
5 pg/mL
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Gentamicina
7.5 pg/mL

Tetraciclina
2.5 pg/mL

Tetraciclina
5 pg/mL

Tetraciclina
10 pg/mL

Tetraciclina
15 pg/mL

Tetraciclina
20 pg/mL

Kanamicina
1pg/mL

Kanamicina
2.5 pg/mL

Kanamicina
5 pg/mL

Kanamicina
7.5 ug/mL

Kanamicina
10 pg/mL

Kanamicina
15 pg/mL

Kanamicina
20 pg/mL
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ANEXO I
Medios de cultivo

Luria Bertani o LB (g/L):

Peptona de caseina, 10.0
Extracto de levadura, 5.0
NacCl, 10.0
Agar, 15.0

Pseudomonas cepacia &cido azelaico triptamina o PCAT (g/L):

MgSQy, 0.1
Acido azelaico, 2.0
KoHPQy, 4.0
KH,POy,, 4.0
Extracto de levadura, 0.2
Agar, 15.0

Ajustar pH: 5.7 £0.2

Caldo Nutritivo o NB (g/L):

Pluripeptona, 5.0
Extracto de carne, 3.0
Agar, 15.0

Lisina Hierro Agar o LIA (g/L):

Peptona de Gelatina 5.0
Extracto de Levadura 3.0
Dextrosa, 1.0
L- Lisina, 10.0
Citrato de Amonio Férrico, 0.50
Tiosulfato de Sodio, 0.04
Pdrpura de Bromocresol, 0.02
Agar, 13.50
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Ajustar pH: 6.7 0.2

Caldo gluconato peptona (g/L):

Peptona de caseina, 1.5
Extracto de levadura, 1.0
K2HPQy, 1.0
Gluconato de potasio, 40.0

Ajustar pH: 7.0 0.2
El gluconato de potasio puede ser reemplazado por 37.25 g de gluconato de
sodio.

Caldo rojo fenol (g/L):

Peptona de caseina, 100
1.0

Extracto de levadura,

) 3.0
Cloruro de sodio,

i 0.018
Rojo fenol,
Ajustar pH: 7.4 £ 0.2
Citrato de Simmons (g/L):

Sulfato de magnesio, MgSQO, e 7H,0, 0.2
Fosfato monoamanico, NH4H,POy, 1.0
Fosfato dipotésico, K;HPOy, 1.0
Citrato de sodio, 2.0
Cloruro de sodio, NaCl, 3.0
Agar, 15.0

Ajustar pH: 6.9 £0.2

Interpretacion de Resultados

Catalasa
El desprendimiento de burbujas (en 5-10 segundos) procedentes del oxigeno
indicaba que la prueba era positiva.
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Oxidasa

La aparicion de un color morado-azul indicaba que la prueba era positiva y el
viraje de un color amarillo indicaba prueba negativa. Como control positivo se
tomo a Pseudomonas y como control negativo a Escherichia coli.

Prueba Lisina Hierro Agar (L1A)
Descarboxilacién de la lisina:

-Prueba Positiva: Pico violeta/ fondo violeta.
-Prueba Negativa: Pico violeta/ fondo amarillo.

Desaminacién de la lisina:
-Pico rojizo/ fondo amarillo. Esto sucede con cepas del género Proteus,
Providencia y algunas cepas de Morganella spp.

Produccion de acido sulfhidrico:
- Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio (especialmente en el limite del
pico y fondo).

Prueba Agar Hierro-Triple azucar (TSI)

La fermentacion de azlcares se determiné por el cambio de color; acidificacion
(color amarillo) o alcalinizacién (color rosa) en la correspondiente region del
tubo. Se considera positiva la fermentacion de glucosa (sin fermentacion de
lactosa ni de sacarosa) en el caso de observarse pico alcalino y fondo acido
(K/A). Se considera positiva la fermentacién de lactosa y/o sacarosa (ademas de
glucosa) en caso de observarse pico y fondo acidos (A/A). En los casos en que
se observa pico y fondo alcalinos la fermentacién de azlcares se considera
negativa (k/k). La produccion de H,S es positiva en caso de notarse un
ennegrecimiento en el fondo del tubo. La produccion de gas se evalu6 por la
presencia de burbujas en el agar o desprendimiento del mismo.

Oxidacion de D-gluconato
Positivo: precipitado de verde a naranja.
Negativo: el color azul del reactivo no cambia o verde azulado.

Asimilacion de carbohidratos
-Prueba Positiva: crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de
flauta.
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-Prueba Negativa: ausencia de crecimiento y ningin cambio de color (verde).

Actividad hemolitica
Hemodlisis alfa: es una hemdlisis parcial y la zona de crecimiento aparece
rodeada de un halo de color verdoso.
Hemodlisis beta: en este caso la hemolisis es total y el halo que rodea a las
colonias es totalmente transparente.
Hemolisis gamma (no hemdlisis): el microorganismo en cuestion no es capaz de
realizar la hemolisis y por tanto no existe halo alrededor de la colonia.
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ANEXO 11

» Secuencias atpD

>GB45

CGTGGAATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACTG
ACCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGACG
GTCTGCGCCGTGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCGA
CCCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACGT
GGTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGAA
ACCGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGTG
GCGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGTG
GTTACTCCGTGTTCGCCGGTGTTGGCGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGAA
GGACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACCG
TCTGCGCGTCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCACT

>GB51

GTGGAATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACTGA
CCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGACGG
TCTGCGCCGCGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCGAC
CCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACGTG
GTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGAAA
CTGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGTGG
CGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGTGG
TTATTCCGTGTTCGCTGGTGTTGGTGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGAAG
GACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACCGTC
TGCGCGTCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCA

>GB53

ACGTGGAATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACT
GACCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGAC
GGTCTGCGCCGCGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCG
ACCCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACG
TGGTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGA
AACTGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGT
GGCGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGT
GGTTATTCCGTGTTCGCTGGTGTTGGTGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGA
AGGACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACC
GTCTGCGCGTCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCAC

>GB62

ACGTGGAATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACT
GACCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGAC
GGTCTGCGCCGTGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCG
ACCCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACG
TGGTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGA
AACCGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGT
GGCGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGT
GGTTACTCCGTGTTCGCCGGTGTTGGCGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGA
AGGACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACC
GTCTGCGCGTCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCAC
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>GB152
ATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACTGACCCTC
GAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGACGGTCTGC
GCCGCGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCGACCCTCG
GCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACGTGGTTCG
CGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGAAACTGGC
ATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGTGGCGCCG
GTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGTGGTTATTC
CGTGTTCGCTGGTGTTGGTGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGAAGGACTCG
AACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACCGTCTGLCGCG
TCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCACT

>GB190

ACGTGGAATTTCCGCGTGAAACCATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGAAGGTTCGGAACT
GACCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTTGTCCGTACCATCTGTCTGGGTGCATCGGAC
GGACTGCGTCGCGGTACGGTCGTGAAGAACACGGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCG
ACCCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACG
TGGTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGA
AACCGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGT
GGCGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGT
GGTTACTCCGTGTTCGCCGGTGTTGGCGAGCGTACCCGCGAAGGTAACGACTTCTATCACGAAATGA
AGGACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACC
GTCTGCGCGTTGCGCTGACCGGCCTGACGATGGCTGAGCACT

>GB203

CGTGGAATTCCCGCGTGACCACATGCCGAAGATTTACGACGCGCTCATTCTCGACGGTTCGGAACTG
ACCCTCGAAGTCCAGCAACAGCTGGGCGACGGCGTCGTCCGCACCATCTGTCTGGGTGCCTCGGACG
GTCTGCGCCGCGGTACGACGGTGAAGAACACCGGTAAGCCGATCAGCGTGCCGGTTGGCAAGCCGA
CCCTCGGCCGGATCATGGACGTGCTGGGTCGCCCGATCGACGAAGCCGGCCCGATCAACTCGGACGT
GGTTCGCGGTATTCACCAGAAGGCTCCGGCGTTCGACGAACTGTCGCCGTCGACGGAACTGCTCGAG
ACCGGCATCAAGGTTATCGACCTGATCTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGTAAGGTTGGCCTGTTCGGTG
GCGCCGGTGTGGGCAAGACCGTGAACATGATGGAACTGATCAACAACATCGCTAAGGAACACGGTG
GTTACTCCGTGTTCGCCGGTGTTGGCGAGCGTACCCGCGAAGGGAACGACTTCTATCACGAAATGAA
GGACTCGAACGTTCTCGACAAGGTCGCGCTGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACCG
TCTGCGCGTCGCGCTGACCGGTCTGACGATGGCTGAGCAC

> Secuencias recA

>GB45

GCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCGGGT
GAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCGTCG
GCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTATGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCTGAC
GCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCACGC
GCTGGATATCCAGTATGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCGGAC
ACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCCGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCGTGA
TCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCCGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCCGG
GTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAACTG
CCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAGATCGG
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>GB51

ACTCGCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCA
GGTGAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCG
TCGGCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTATGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCT
GACGCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCA
CGCGCTGGATATCCAGTACGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCG
GACACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCTGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCG
TGATCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCTGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCC
GGGTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAAC
TGCCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAGATCGGTGT

>GB53

TCGCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCAGG
TGAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCGTC
GGCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTATGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCTGA
CGCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCACG
CGCTGGATATCCAGTACGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCGGA
CACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCTGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCGTG
ATCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCTGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCCG
GGTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAACT
GCCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAGATCGGT

>GB62

CTCGCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCGG
GTGAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCGT
CGGCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTATGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCTG
ACGCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCAC
GCGCTGGATATCCAGTATGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCGG
ACACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCCGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCGT
GATCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCCGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCC
GGGTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAAC
TGCCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAGATCGGTGT

>GB152

CGCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCAGGT
GAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCGTCG
GCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTATGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCTGAC
GCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCACGC
GCTGGATATCCAGTACGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCGGAC
ACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCTGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCGTGA
TCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCTGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCCGG
GTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAACTG
CCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAGATCGGTGTGA
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>GB190

CTCGCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCAG
GTGAGGCGGTCGAAGATATTCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTTGGCCTCGACATCGCGCTGGGCGT
CGGCGGTTTGCCGCGTGGCCGTGTGGTCGAAATTTACGGTCCGGAATCGTCCGGTAAAACCACGCTG
ACGCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTCGGCGGCACGGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCAC
GCGCTGGATATCCAGTACGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAATGACCTGCTGGTTTCGCAACCGG
ACACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCCGACGCACTGGTTCGCTCGGGTTCGATCGACATGATCGT
GATCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCCGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCC
GGGTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGCACGATCAAGCGCACCAAC
TGCCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGCATGAAGATCGGTGTG

>GB203

GCTGCCGCGCTTGCGCAGATCGAAAAGCAGTTCGGCAAAGGGTCGGTCATGCGGCTCGGCGCAGGT
GAGGCGGTCGAAGATATCCAGGTGGTCTCAACGGGATCACTCGGCCTCGATATCGCGCTGGGCGTCG
GCGGTTTGCCGCGTGGCCGGGTGGTCGAAATTTACGGTCCGGAGTCGTCCGGTAAAACCACGCTGAC
GCTGCAAGTCGTCGCCGAAATGCAGAAGCTTGGCGGCACAGCAGCGTTTATCGACGCGGAGCACGC
GCTGGATATCCAGTACGCGGGCAAGCTCGGCGTGAACGTCAACGACCTGCTGGTTTCGCAGCCGGAC
ACCGGTGAACAGGCGCTCGAAATCGCTGACGCACTCGTGCGCTCGGGCTCGATCGACATGATCGTGA
TCGACTCGGTCGCGGCACTCGTGCCGAAGGCCGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGACTCGCTGCCGG
GTCTGCAAGCGCGTCTGATGTCGCAAGCGCTGCGCAAGCTCACCGGTACGATCAAGCGCACCAACTG
CCTCGTGATCTTCATCAACCAGATCCGCTATGAAGATCGGTGTG
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