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1. RESUMEN

Los colorantes azo utilizados en la industria textil son vertidos en el agua municipal
y provocan un problema ambiental. Dichos contaminantes en el agua residual pueden
ser degradados por bacterias mediante enzimas azo reductasas y generar metabolitos
secundarios carcinogénicos. La incidencia de bacterias patogenas de E. colien el agua
residual va en aumento y representan un riesgo a la salud por originar brotes
diarreicos, por lo que, el objetivo de este estudio fue detectar el gen azo reductasa en
cepas E. coli enteropatdgenas (EPEC) del agua residual debido a su alta incidencia
y determinar su posible impacto al ambiente. Para ello se tomaron cepas EPEC
aisladas e identificadas del agua residual del rio Alseseca en el 2018 y a través de la
biologia molecular se detectd el gen azo reductasa utilizando a la cepa F. coli K12
como control positivo. Se usaron herramientas de bioinforméatica para disenar primers
especificos del gen azo reductasa para FE. coli, mediante la técnica de PCR se
amplificé el fragmento de DNA y posteriormente se realiz6 un corrimiento
electroforético para ser visualizado con bromuro de etidio en un transiluminador de
UV. El 75% (24/32) de las cepas EPEC aisladas del agua residual amplificaron el
gen azo reductasa de 432pb, que concuerda con el amplicén positivo. Los resultados
del estudio demuestran que las cepas EPEC recuperadas del agua residual contienen
el gen azo reductasa, sugiriendo su capacidad para degradar colorantes azo y
contribuir posiblemente a la contaminacion quimica del agua residual, generando

metabolitos secundarios carcinogénicos como las aminas aromaticas.

Palabras clave: colorantes, agua residual, azo reductasa, EPEC.

-



1.1 ABSTRACT

The azo dyes used in textile industries are discharged in the municipal water causing
serious environmental problems. These wastewater contaminants can be degraded by
bacteria through azoreductase enzymes generating carcinogenic secondary
metabolites. The incidence of pathogenic E. coli bacteria in wastewater is increasing,
which represents a health risk due to diarrhea outbreaks. The objective of this study
was to detect the azoreductase gene in enteropathogenic E. coli (EPEC) strains from
the wastewater, due to its high incidence and determine the possible environmental
impact. To this end, were used EPEC strains isolated and identified from the
wastewaters of the Alseseca river in 2018, and through molecular biology the
azoreductase gene was detected using the E. coli K12 strain as a positive control. By
bioinformatics tools specific azoreductase primers were designed, employing the PCR
technique, the DNA was amplified then an electrophoresis running and bromide
staining was done to visualized the band in the UV transilluminator. The 75%
(24/32) of the isolated EPEC strains from the wastewater amplified the azoreductase
gene with 432bp band size that matches with the positive control. The results of
these study show that the recovered EPEC strains from the wastewater have the
azoreductase gene, this suggests that this bacteria have the ability to degrade the
azo dyes and contribute in generate possible chemist pollution in the wastewater,

generating secondary carcinogenic metabolites like aromatic amines.

Keywords: dyes, wastewater, azoreductase, EPEC.
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2. INTRODUCCION

La contaminacion de cuerpos hidricos se traduce en problemas de salud publica que
afectan no solo las poblaciones humanas y animales, sino también al ecosistema. Se
estima que 1 800 millones de personas en el mundo consumen agua contaminada con
heces fecales provocando enfermedades infecciosas como las gastrointestinales. Las
tasas elevadas de morbimortalidad infantil por enfermedad diarreica aguda es un
claro ejemplo de los resultados de la contaminacién del agua. Los contaminantes
incluyen, por un lado, microorganismos bacterianos, virales, fingicos y parasitarios
y, por el otro, sustancias quimicas simples o complejas, como colorantes o detergentes

entre otros. !

En paises en vias de desarrollo, sus aguas residuales se descargan en un 90% sin
tratamiento a diferentes cuerpos de agua y aproximadamente dos millones de
toneladas de residuos industriales, domésticos y agricolas, son desechados de igual
forma en rios o canales. Dentro de las industrias, la textil genera una gran cantidad
de agua contaminada con colorantes al medio ambiente ya que estos son utilizados
en los procesos de teniido. La industria textil es la de mayor consumo y empleo de
diferentes tintes y colorantes sintéticos. La produccién anual de estos se calcula en
700,000 toneladas. Se estima que hasta un 50% de los colorantes utilizados en la
industria textil termina en las aguas municipales debido a su bajo grado de fijacion

en las telas. 2

Actualmente existe una gran cantidad de colorantes comerciales disponibles en el
mercado global. El1 70% de los colorantes organicos del mercado corresponden a los
de tipo azo, siendo este grupo de colorantes el mas importante de la industria textil.

2 Se caracterizan por ser recalcitrantes, toxicos, mutagénicos y carcinogénicos; ya sea
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directamente o por productos de descomposicién como sus compuestos aromaticos y

aminas. ° Este contaminante quimico presente en el agua residual puede ser
degradado de forma biolégica por bacterias mediante enzimas azo reductasas las
cuales catalizan la lisis reductiva del grupo azo (-N=N-). * Esta degradaciéon puede
generar metabolitos secundarios como aminas aromaticas las cuales son

carcinogénicas provocando un aumento en la contaminaciéon quimica del agua.

La formacion de aminas aromaticas durante la degradacion biolégica de los colorantes
azo en aguas residuales textiles, sigue siendo motivo de preocupacién. Durante la
ultima década algunos estudios han puesto en evidencia que las aminas aromaticas

presentan dificultades para degradarse.

3. JUSTIFICACION

En la Ciudad de Puebla se desarrollaron yacimientos poblacionales en los margenes
de sus rios, como el San Francisco, el Atoyac y el Alseseca, facilitando el desarrollo
econdémico y social del municipio, pero aumentando los problemas de contaminacion.
El modo de vida moderno ha hecho a la poblaciéon méas consumista propiciando la
generacion de desechos convirtiendo a los rios y las lagunas en los principales

vertederos.

El rio Alseseca es receptor de desechos sélidos y de descargas de aguas residuales
municipales e industriales a lo largo de su recorrido, provocando su degradacion y
contaminacién. ° Puebla es conocida por sus industrias textiles, lo cual es un factor
que influye en las descargas de colorantes al rio, dentro de los principales colorantes

utilizados se encuentran los colorantes azo. Por otro lado, los contaminantes

&



biolégicos existentes en el rio son alarmantes, este rio se ha convertido es un

reservorio de bacterias patogenas.

En México se ha aislado el patdgeno E. coli aproximadamente en un 63.9% como
agente principal productor de diarrea después de un desbordamiento de aguas
residuales. Segin estudios hechos al rio Alseseca, el porcentaje de cepas encontradas
pertenecientes al grupo de E. coli enteropatogénica (EPEC) es alto, con un 62.26 %
de cepas identificadas como EPEC podemos decir que es el patogrupo mas comun en

el rio Alseseca. ¢

Este estudio se dedica a la deteccién del gen que codifica la enzima que se encarga
de la degradaciéon de los colorantes azo en bacterias EPEC aisladas de muestras del
rio Alseseca, debido a los altos casos de incidencia que se presentan y a la preocupante
contaminacién quimica que esta degradacion podria traer consigo debido a los

metabolitos secundarios que se generan.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Detectar la existencia del gen Azo Reductasa en el agua residual y en cepas silvestres

de E. coli patogenas del rio Alseseca.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
e Disenar primer de AzoR para cepas FE. coli patégenas mediante el uso de
herramientas de bioinformatica.
o Amplificacién del gen AzoR en bacterias tipo y en agua residual mediante la

técnica de PCR.
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e Detecciéon molecular del gen AzoR en cepas silvestres de E. coli patogenas

recuperadas del agua residual del rio Alseseca.

5. HIPOTESIS

5.1 H1
Las cepas silvestres de F. coli patogenas pertenecientes al agua residual de rio
Alseseca contienen el gen que codifica a la enzima Azo Reductasa por lo que son

capaces de degradar los colorantes Azo en el rio.

5.2 HO
Las cepas silvestres de FE. coli patogenas pertenecientes al agua residual de rio
Alseseca no contienen el gen que codifica a la enzima Azo Reductasa por lo que no

son capaces de degradar los colorantes Azo en el rio.

6. MARCO TEORICO

6.1 ANTECEDENTES DEL RIO ALSESECA

El rio Alseseca se encuentra ubicado en el municipio de Puebla en la zona oriente,
haciendo un recorrido de norte a sur dentro de la mancha urbana. Iniciando en las
faldas de la montana Malintzi (19° 05’ 59” N y 98° 05’ 24” O) y desembocando en
la localidad de San Francisco Teotimehuacan, en la prese Manuel Avila Camacho
(18° 57 21”7 N y 98° 11’ 13” longitud O), con una longitud de cauce principal de

30.491 km. ®
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El crecimiento poblacional y la mala planeacion en el desarrollo urbano han
propiciado la contaminacién del rio Alseseca convirtiéndolo en un cuerpo hidrico
receptor de aguas residuales y de desechos tanto industriales como domésticos como
lo es la materia fecal o los restos alimenticios. Las implicaciones que esto puede tener
en la salud de las poblaciones aledanas a lo largo de toda su cuenca son evidentes,
debido a que los agentes involucrados en la transmision hidrica son bacterias, virus
y protozoos, que pueden causar enfermedades con diferentes niveles de gravedad,
desde gastroenteritis simple hasta casos fatales de diarrea, disenteria, hepatitis o

fiebre tifoidea. ”

En un estudio hecho al rio Alseseca y al rio Atoyac se encontraron 13 descargas que
vierten aguas residuales a estos rios y solo cuatro de ellas cumplen con lo establecido
en la NOM-001 y ain pese a cumplir las normas los resultados del analisis fueron

desfavorables evidenciando la contaminacion sufrida por los cuerpos hidricos. ®

Otro problema relacionado con la contaminacion del rio Alseseca se refiere a la
posibilidad de utilizar el agua de este efluente para el riego, lo cual debe descartarse
por completo ya que, al recibir importantes descargas de zonas habitacionales sin
previo tratamiento, se puede incrementar la contaminacion por su contenido de

coliformes, reportando a E. coli como el microorganismo més representativo. °

6.2 CONTAMINACION DEL AGUA

El agua es un elemento esencial para la vida de todos los seres vivientes del planeta,
ademas es un derecho humano fundamental. El agua potable estd amenazada por la
continua contaminacion que genera la actividad humana y por la disminucion de los

recursos hidricos como consecuencia del calentamiento global. Segtin la Organizacion
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Mundial de la Salud, desde el ano 2015 solo el 89% de la poblaciéon mundial tiene
acceso a agua apta para consumo y se anticipa que este porcentaje continuara
disminuyendo, aunque se estima que la situacion ya es critica para 260 millones de

personas que carecen de agua apta para el consumo. !

La contaminacion del agua es un elemento importante que incide en la calidad de la
produccién agricola y en la salud de la poblacién. Al agua contaminada, en general,
se le califica como residual. Por las fuentes de generacién, se define como la
combinacién de los residuos liquidos procedentes de residencias, instituciones

publicas, establecimientos industriales y comerciales. °

El mayor impacto lo sufren aquellos paises en vias de desarrollo, que descargan cerca
del 90% de sus aguas residuales sin ningtin tratamiento a los rios, lagos y zonas
costeras, contaminando asi sus fuentes de abasto. En México, son escasos los estudios
sistematicos realizados a la fecha e incluso, se enfrenta el problema de que las
autoridades federales, estatales y municipales no cuentan con datos actualizados de

la calidad del agua de los rios urbanos.

6.2.1 CONTAMINACION POR MICROORGANISMOS

Las enfermedades infecciosas representan un gran riesgo y son la principal causa de
muerte en nifios y adultos jévenes. Segin informacion facilitada por la Organizacion
Mundial de la Salud, considerando unicamente las enfermedades diarreicas
frecuentemente asociadas al consumo de agua o alimentos contaminados,
aproximadamente 2 millones de personas mueren cada ano, mayoritariamente nifios

de menos de 5 anos.

En nuestro pais las enfermedades infecciosas gastrointestinales ocupan el tercer lugar

dentro de las principales veinte causas de mortalidad preescolar y el quinto lugar en

o |



mortalidad infantil, hecho que resalta la importancia de este padecimiento. '!' Las
enfermedades  gastrointestinales infecciosas son causadas por bacterias
(principalmente FEscherichia coli, Salmonella y Shigella), parasitos (Giardia lamblia
y amibas), y virus (Rotavirus y virus Norwalk) al consumir alimentos y agua

contaminados con materia fecal. 2

Las aguas residuales municipales son la principal fuente de microorganismos
patogenos que se transmiten a través del ambiente y que llegan a la poblacién
especialmente a través de la contaminacion del agua usada para beber, agua utilizada
en cultivos de vegetales, en la preparacion de comida, para lavar, en el bano o en los

diversos usos recreativos. *

6.2.1.1 E. COLI

Entre los microorganismos que con mayor frecuencia causan la diarrea del viajero
estan las originadas por E. coli diarrogénicas, presenténdose en mas de 50% de los
casos. Se ha establecido que cepas resistentes de E. coli pueden persistir por muchos

meses o anos en el ambiente. *

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, usualmente movil
por flagelos peritricos, cuyo habitat es el intestino de animales de sangre caliente.
Esta bacteria es utilizada como indicador de posible contaminacion fecal y presencia
de patégenos en agua y alimentos debido a que se encuentra abundantemente en
heces de humanos y animales. * Aunque FEscherichia coli puede ser un residente
inocuo del tracto gastrointestinal, agrupa diversas cepas que causan padecimientos
extraintestinales, y otras que destacan entre los principales agentes etiologicos del

sindrome diarreico.

Hay descritos seis grupos de E. coli productora de diarrea: enterotoxigénica (ETEC),

enterohemorrdgica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC),
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enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC); cada uno de ellos con

sintomas clinicos, epidemiologia y factores de patogenicidad caracteristicos descritos

en la Figura 1. ¢

Grupo  Sintomas clinicos Epideminlogia Serogrupos y serotipos mds comunes Factores de patogenicidad
ETEC Diarrea aguda acuosa Nifios menores de dos afios O8:HS3, STylLT
y diarrea del viajera OI5HI1, O20H-, O25:H-027:H7,O78:HI2, CFA
O148:H28, O15%:H20
EHEC 5UH, CH, diarrea sin Nifios y adultos que la adquieren  OI157:H7 O26:H11, O103:H2, O113:H2I STX
sangre, dolor abdominal, por comer carne cruda o mal O119,0128, 0145 AlE
fiebre, vomito cocida Intimina
pOIS7
EIEC  Diarrea con moco y sangre Nifios menores de seis meses 028H, Ol 12ac:H-, Ol44:H-, O152:H-, Invasividad
o diarrea acuasa, también se 164:H-O167:H- Plasmide de
presenta cuadro disentérico 140MDa
EPEC  Diarrea aguda, dolor abdominal,  Nifios menores de seis meses 055, O86, 0142, Ol 1:H- O127, AJE, BFP
vomite, fiebre baja hasta dos afios Plasmido EAF
de 50-70MDa
EAEC  Diarrea liquida, verde con moco, Recién nacidos y nifios menores  O44:HI8 Fimbria AAFl y Il
sin sangre, diarrea persistente de dos anos EASTI
hasta 20 dias Proteinas Pet y Pic
OMP
Plismido de 60 MDa
Citotoxina
DAEC Diarrea acuosa sin sangre Nifios de | a 5 afios Ol126:H27 Fimbria F| 845
OMP

EAF= factor de adherencia de EPEC

OMP= proteina de membrana externa
STX= toxina shiga

EAST= toxina ST de cepas enteroagregativas

LT= toxina termolbil

ST= toxina termo estable

CFA= factor de colonizacion antigénico
BFP= pili con forma rizada

Figura 1. Caracteristicas de los grupos de escherichia coli causantes de diarrea. '°

6.2.1.2 EPEC

EPEC fue reconocida como una causa importante de muerte en brotes epidémicos en
guarderias de paises como Estados Unidos e Inglaterra a mediados del siglo pasado,
desde 1998, se sabe que la infeccién tiene una tasa alta de morbilidad y mortalidad
entre la poblacion infantil de paises en vias de desarrollo. ! Dentro de la vigilancia
epidemioloégica que llevan a cabo las autoridades de salud de México, se ha reportado

que el EPEC se presenta de manera endémica hasta en 6% de la poblacién. '?

EPEC fue el primer grupo que se identificé serolégicamente y se asocidé con casos de

diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad. El




periodo de incubacion de la infeccién varia entre las 3 a 24 horas después que el
individuo ingiere un inéculo grande de bacterias (10° a 10'°) en condiciones
experimentales, se cree que el inoculo que infecta de manera natural a los ninos es
mucho menor. De manera notable, se ha reportado que en algunos paises sobre todo
en vias de desarrollo los rangos de mortalidad en la poblacién infantil afectada que
van desde el 20 al 50%, lo que hace a la infeccion por EPEC una entidad clinica de

inmediata respuesta. !

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a ninos menores de seis meses y a los de dos anos. También puede
aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor
predisponente como diabetes. La forma de transmisién de la enfermedad es fecal-oral
por manos contaminadas de manipuladores de alimentos. Los reservorios de EPEC
pueden ser ninos y adultos con o sin sintomas. El cuadro clinico que produce EPEC
se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser leve o grave, con vémito, fiebre

baja y mala absorcion. '

6.2.2 CONTAMINACION POR COLORANTES

Uno de los mayores problemas a nivel ambiental es la contaminacion de las aguas
por vertimiento de contaminantes de diferente indole. La industria textil industria
utiliza una gran variedad de sustancias quimicas que contaminan el agua de proceso,
generando agua residual donde los contaminantes son extremadamente diversos y
varian de acuerdo con el tipo de fibra, hilo o tela, proceso o productos quimicos

7" Los efluentes liquidos que son generados al final de los diversos procesos

usados.
contienen contaminantes de muy diversa naturaleza, entre ellos sales inorganicas,

almidoén, perdxidos, EDTA, tensoactivos, enzimas, surfactantes, colorantes, metales

y otros compuestos organicos de variada estructura.




En la actualidad se utilizan diferentes tipos de tintes en las industrias, clasificados
en dos grandes grupos: los colorantes y los pigmentos. Los colorantes son solubles en
agua y son definidos como compuestos capaces de impartir color a una fibra, sin ser

afectados por factores como la luz, temperatura y jabon. 2

Esta industria representa a uno de los sectores que méas consumo de agua presenta,
consume alrededor del 15% del total del agua empleada para labores industriales en
el mundo, debido a que una gran parte del proceso es realizado en fase himeda;
limpieza de materias primas y productos, llenado, carbonizado, desmenuzado,
blanqueado, mercerizado y tenido. ® Las empresas textiles y de tenido utilizan
grandes cantidades de colorantes. El proceso de tinturado no es completamente
eficiente, porque un porcentaje de los colorantes es vertido en las aguas residuales de
estas empresas. Bajas concentraciones de colorantes alteran notablemente la estética

de los cuerpos de agua. *

Actualmente existe una gran cantidad de colorantes comerciales disponibles en el
mercado global, se estima que hay mas de 100.000 colorantes comercialmente
disponibles, muchos de ellos son toxicos para la vida acuatica, mutagénicos a los

seres humanos y recalcitrantes a la biodegradacion. '®

6.2.2.1 COLORANTES AZO

Los colorantes azo representan entre 60 y 75 % de los colorantes producidos
actualmente. Se utilizan ampliamente en la industria cosmética, del papel,
optoelectronica, textil, etc. Desafortunadamente una vez utilizados, debido a su alta
resistencia a tratamientos convencionales de aguas residuales, contaminan los cuerpos
de agua donde son descargados. ' Aproximadamente entre el 10 y 15% de la
produccion total de colorantes tipo azo son descargados al medio ambiente a través

del agua residual. '




Los colorantes azoicos poseen en su estructura quimica uno o méas grupos cromoforos
azo (-N=N-) conjugado con anillos arométicos en ambos extremos y son los més

2 Se entiende

usados en la industria como podemos observar en la Figura 2.
convencionalmente que se refieren a moléculas organicas disueltas, como cromoéforos
moleculares, en el medio de aplicaciéon. Las moléculas de colorantes organicos tienen
como componente principal al cromdégeno, un compuesto quimico que podria ser de
color o coloreado por la unién de un sustituyente adecuado. Estd compuesto por el
cromoéforo y auxocromo. El croméforo es un grupo quimico responsable de la
aparicién del color en los compuestos donde se encuentra, sin embargo, el propio
grupo cromoforo no es capaz de determinar un color o matiz; para ello necesita del
auxocromo (auxiliar del color), un grupo sustituyente que influye en el
desplazamiento del color en el espectro y se utiliza con mayor influencia en la

solubilidad del colorante; por ejemplo: acidos carboxilicos, dcido sulfénico, amino, e

hidroxilo. 2!

503Na

ez e Q=3O

Figura 2. Estructura quimica de un colorante azoico.

6.3 DEGRADACION DE COLORANTES
En particular, la capacidad de las células bacterianas de metabolizar colorantes
azoicos ha sido ampliamente investigada. En condiciones anaerobias muchas

bacterias son capaces de romper el enlace azo altamente electrofilico en la molécula




de colorante produciendo aminas aromaticas incoloras toxicas y mutagénicas para
animales. '* En los ultimos anos se ha descrito que los microorganismos que degradan
colorantes azoicos producen una variedad de enzimas incluyendo azoreductasa,
lacasa, peroxidasas, tirosinasa, NADH-DCIP reductasa, MG reductasa y aminopirina,
Ndesmetilasa (Figura 3). Entre estas, las azoreductasas, lacasas y peroxidasas son

las principales enzimas responsables de la degradacion de los colorantes azoicos. !

COOH
ol 2-Aminobenzoic acid
NH,
~-N P +
N® NAD{P)T TD( ) +
Azoreductase NH
2
N ] .
N_N-Dimethyl-p-phenylenediamine
HC CH, P
/N\
H,C CH,

Figura 3. Degradacion de colorantes azo a través de azoreductasa.

6.4 AZO REDUCTASA

De acuerdo con el mecanismo de la reduccién biologica la transferencia de
equivalentes reductores originado a partir de la oxidacién de sustratos organicos de
los colorantes azo, las enzimas especializadas catalizan la reducciéon de los enlaces,
aunque existen otras enzimas que son no especializadas que catalizan la reducciéon de
un amplio rango de compuestos incluyendo los tipos azo. La enzima responsable es
llamada azoreductasa (Figura 4) que es encontrada en bacterias tanto aerobias como

facultativas que tomaron al colorante azo como 1inica fuente de carbono y de energia.
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Las azoreductasas son flavoproteinas en estructuras muy diversas, de naturaleza
citoplasmaticas y extracelulares y funcion. En su mayoria se expresan
constitutivamente; sin embargo, a veces también se han encontrado inducidas en
presencia de colorante. Estas enzimas catalizan el clivaje reductor de enlaces azo (-
N = N-), produciendo aminas aromaticas incoloras. El principal mecanismo de accién
descrito para las azoreductasas es mediante la reducciéon de colorantes azo por
transferencia de electrones a un mediador redox (NADH, NADPH, FAD, etc.) en la
superficie celular que sirve como transportador de electrones ubicado en la membrana
externa (en el caso de bacterias Gram negativas) y la molécula de colorante. Los
mediadores redox dentro de la célula, aceptan electrones de la cadena respiratoria,

transfiriéndolo a la molécula de colorante azo para romper el enlace. %

Figura 4. Estructura general de AzoR de E. coli. *

6.4.1 GEN AZOR

La combinacion de tripletas de nucledtidos conforma el coédigo genético, en el que
cada aminoacido esta codificado por una, al menos, de esas tripletas, a saber: dGTP,
dCTP, dATP y dTTP. Mediante los procesos de transcripcién y de traduccion,

fragmentos especificos de DNA (genes) se traducen en cadenas lineales de secuencias




definidas de aminoacidos, llamadas polipéptidos. La mayor parte de estos
polipéptidos formaran enzimas, las cuales catalizan reacciones bioquimicas especificas

en diferentes vias metabdlicas de los organismos. *

El gen AzoR se identific6 mediante secuenciacién N-terminal en una preparacion de

fosfodiesterasa de proteina portadora de acilo y se confundié con el gen acpS. *

6.5 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

La biologia molecular es un area de la biologia referida al proceso de la transcripcion
del gen para rendir el ARN, la traslacién del ARN en las proteinas y el papel juego
de esas proteinas en la funcién celular. Desde hacia 1960, los bidlogos moleculares
han desarrollado métodos para determinar, para aislar, y para manipular
componentes moleculares en células incluyendo la DNA, el ARN, y las proteinas. Un
gran nimero de estas técnicas de identificacion rapida se han desarrollado con base
en la amplificacion enzimatica de secuencias especificas de acidos nucleicos, estas
técnicas incluyen: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el RFLP
(Restriction Fragment lenght Polymorphism), ribotyping (ribotipificacién), PFGE
(Pulse Field Gel Electrophoresis), RAPD (Random Amplified Polymorphic ADN)

Ampliacién al azar del ADN y el Spoligotyping. *

6.5.1 PCR

La PCR es una técnica para la sintesis "in vitro" de secuencias especificas de ADN.
Es una forma simple y muy rapida de multiplicar el ADN presente en diferentes
muestras biologica, obteniéndose millones de copias de una determinada secuencia

de ADN. En poco tiempo esta técnica ha conseguido ser ampliamente utilizada no




s6lo en el campo de la genética molecular, sino en otras muchas ciencias. Las siglas

PCR significan "Polimerase Chain Reaction", Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

El inventor de esta interesante técnica fue Kary Mullis por la cual se le adjudicé el
Premio Nobel de Quimica en 1993. Mullis se bas6 en la replicacion del ADN en los
organismos eucariotas realizada por la DNA polimerasa. Estas enzimas realizan la
sintesis de una cadena complementaria de DNA en el sentido 5°-> 3" usando un
molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de doble cadena. Para crear
esta regién doble cadena se usan los denominados cebadores (primers). Son una
pareja de oligonucledtidos sintetizados de manera que sean complementarios a cada

uno de los extremos 3” del fragmento de DNA que se desea amplificar. %

Los elementos importantes en la reacciéon son el templado o molde (ADN o ADNc),
la enzima, actualmente la polimerasa que se utiliza es la Taq polimerasa, es una
enzima termoestable aislada de Termus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta,
altas temperaturas, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos
trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg +),
una solucién amortiguadora o buffer y H20. Todos estos elementos interactiian en

tres etapas principales de las que se compone la PCR:

1. Desnaturalizacion del ADN doble cadena.

2. Hibridacién de los cebadores a la zona 3 especifica de cada una de las hebras.
3. Extension del cebador por actuacion de la DNA polimerasa.

En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras. Para ello se realiza una incubacién de la muestra a altas temperaturas (93-

97°C). La renaturalizaciéon se producira cuando la temperatura disminuya.




En el segundo paso (hibridacién) los cebadores se unen a las zonas 37
complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se realiza

gracias a la bajada de la temperatura (50-65°C).

En la tercera etapa (elongacién) se produce la sintesis de una cadena sencilla
(produciéndose un fragmento de doble cadena por la complementariedad) en la
direccion 5°-> 37 mediante la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los

deoxinucleétidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena molde.

Los equipos en donde se realiza la reaccién son llamados termocicladores, los cuales
estan disenados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de

temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos .

6.5.2 ELECTROFORESIS

La detecciéon del producto de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, también
llamado amplicon, se realiza normalmente mediante corrido electroforético.
Dependiendo del tamano de la amplificacion y de la resolucién que deseemos
usaremos diferentes geles (agarosa, poliacrilamida) a distintas concentraciones. La
posterior visualizacién se puede realizar con bromuro de etidio (Iampara de luz UV),

tincién de plata, fluorescencia, radiactividad (radiografia). %

La electroforesis en gel de agarosa es de las mas utilizadas para analizar y caracterizar
acidos nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan como un tamiz
molecular y permiten separar moléculas cargadas en funcién de su tamafno y forma.
Asi, moléculas de DNA de diferente tamafio van a emigrar de forma distinta en una
electroforesis en gel de agarosa. Ademads, si en dicha electroforesis se aplican
marcadores de peso molecular (fragmentos de DNA de tamano conocido) se puede

calcular el tamaifio aproximado del DNA en estudio. *




La agarosa es un polimero lineal compuesto de residuos alternantes de D-galactosa y
3,6-anhidro-L-galactosa unidos por enlaces glucosidicos a(1—3) y B(1—4). Las
cadenas del polimero de agarosa forman fibras helicoidales, que al solidificar forma,
una malla tridimensional de canales con diametros entre 50 y >200 nm. Existen
diferentes tipos de agarosa que se clasifican en funcién de la temperatura a la que se
disuelven y solidifican. Las agarosas estandar se disuelven en el buffer a una

temperatura de 90-95°C y solidifican a 35-45°C.

En el caso de los geles de agarosa, se le anade bromuro de etidio, sustancia que se
intercala entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta. Tras la electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y
se veran las bandas correspondientes a las muestras de DNA aplicado y los

marcadores de peso molecular. %

6.6 HERRAMIENTAS DE BIOINFORMATICA

6.6.1 NCBI (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION)

El Centro Nacional de Informacion Biotecnolbégica promueve la ciencia y la salud al
proporcionar acceso a informacion biomédica y genémica Es un recurso nacional para
obtener informacién sobre biologia molecular, NCBI se encarga de desarrollar nuevas
tecnologias de la informacién para ayudar a comprender los procesos moleculares y
genéticos fundamentales que controlan la salud y la enfermedad. Mas
especificamente, NCBI se ha encargado de crear sistemas automatizados para
almacenar y analizar el conocimiento sobre biologia molecular, bioquimica y genética;
facilitar el uso de tales bases de datos y software por parte de la comunidad médica
y de investigacion; coordinar esfuerzos para recopilar informacion sobre biotecnologia,

a nivel nacional e internacional; y realizar investigaciones sobre métodos avanzados




de procesamiento de informaciéon por computadora para analizar la estructura y

funcién de moléculas biologicamente importantes. **

6.6.2 CLUSTAL OMEGA

Clustal Omega es un nuevo programa de alineaciéon de secuencias miltiples de
propésito general para ADN o proteinas. Intenta calcular la mejor coincidencia para
las secuencias seleccionadas y las alinea para que se puedan ver las identidades,
similitudes y diferencias. Utiliza arboles de guia sembrados y técnicas de perfil de

perfil HMM para generar alineaciones entre tres o mas secuencias. *

6.6.3 BOX SHADE

Es un programa para crear impresiones de buena apariencia a partir de secuencias
de ADN o proteinas alineadas en forma mltiple. El programa no realiza ninguna
alineacién por si mismo, tiene que tomar como entrada un archivo preprocesado por
un programa de alineacion multiple o un editor de multiples archivos. En la salida
estandar de BOXSHADE, los residuos idénticos y similares en el grafico de alineacion

multiple se representan mediante diferentes colores o sombreados.

6.6.4 PRIMER 3

Este programa nos permite conocer la viabilidad de un primer. Esta programado
para calcular temperatura de alineamiento, tamano del fragmento que se amplificara,
porcentaje de guaninas y citosinas, entre otros parametros que se deben tomar en

cuenta para el disenio de los cebadores y su éptimo funcionamiento. *>

6.6.5 ASAP
Es una base de datos relacional y una interfaz web desarrollada para almacenar,

actualizar y distribuir datos de secuencias gendémicas y datos de expresion génica




recopilados por o en colaboracién con investigadores de la Universidad de Wisconsin

- Madison.

Gran parte del trabajo que realizan se centra en caracterizar y comprender la
diversidad de las enterobacterias, un grupo que incluye los patdégenos humanos y
animales muy estudiados, FEscherichia coli, Salmonella y Yersinia, asi como los
patégenos menos apreciados de las plantas, Frwinia, Pectobacterium, Dickeya y
Pantoea, ademés de miembros con varios otros estilos de vida simbioticos y de vida
libre. La seccién de genomas y datos proporciona enlaces a secuencias, anotaciones y
datos experimentales, ademads de informacién sobre proyectos de genoma en curso

con personal y colaboradores de GEL (Genome Evolution Laboratory). *

7. METODOLOGIA

7.1 DISENO DE PRIMER

7.1.1 BUSQUEDA DE SECUENCIAS DEL GEN AZOR EN ESCHERICHIA COLI

Para disenar un primer que logre amplificar el gen AzoR en cepas de Escherichia coli
patogenas silvestres primero fue necesario conocer secuencias del gen dentro de esta
familia. Chalansonnet presenta en un articulo publicado en 2017 un arbol filogenético
en donde se enlistan cepas de diferentes bacterias que poseen el gen AzoR (Figura

5), entre ellas se encuentra una perteneciente a la familia F. coli.
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Fig. 2 Phylogeny of axoreductase and nitroreductase proteins. Phylogensc tree was generated using a multiple alignment of proteins (Musde
akgnment) which have experimentally shown azoreductase and/or nitroreductase activity. Nitroreductases of £ faecals, studied here, are
ndicated in bold A specific colour i attributed to each reductases family. For azoreductases, families type 1 1o 3 are indicated. In dark blue, type
1 gathers FMN dependent NADH azoreductases. In orange, type 2 regroups FMN - dependent NADPH azoreductases. In turquoise, type 3 are
FMN-independent azoreduciases. For nilroreductases, in red, group A represents oxygen-insensitive NADPH dependent nitroreductase. In green,
group B gathers oxygen-insensitive NAD(PYH nitroreductase. The nomendature is the followang: first the protesn name and then the species.

The references of the protein sequences aligned are the following: Azo1 S aureusAAT29034.1; AzoA £ laecalkic AARIBES1.1; AzoA P kul
lae:AAO39146.1; Az0B_X acovorans AAM92125.2; AzoB_P. kullae ADDB0733 1; AzoR_R sphaeroides ABAB1336.1 JAZ0R_ ; AR G
stearothermophilus AAD24436.1 ; AzoR1_P. pulida AANGS474.1 ; AzoR1_P. aeruginosaANG174.1; AzoR1_B. subldsCAB \ZON *l' Geraging-
SaANGO5350.1; AzoR2_R subnfsCABI5359.1; AzoR3_P. aeruginosa AAGD6611.1; AR B subrilisCAB12762.1; EF0404 L Mrml
FFO6A8_F. faecalis AAOBDA73.1, EFO655_F foecalis AAOBOA7E 1, EF1181_F. faecalisAAOB09B0.1; Frasel V. fishenrlBAADAS95 2, FRP_V har-
veyrAAA21331.1; NIYA_S. aureus:ABD29532.1,; NifA1_B. subtiks CAB15837.1; NisA_K pneumoniaeABR76318.1; NIsA_E colt AAC73938.1; NisB P
AeruginosaANGOBS 751 ; NIsB_E colt AANCZ3679.1; NIsB_K. pneurnonioeABRZ6003.1; NIrA_S. aweusABD29959.1; PnbA_L plantarumCCCZ76181;
PrvA_P. putida AAMIS986.1,; PrrB_P. pulida AAMOS987.1, SarA_S. typhimunumr AADIB027.1; YonD_B. subtiis BAADSDIR 1, Ydgl B cereu-
SAAPO9971.1; Ydgl_B. subilisBAA19399.1; YIKO B cereus AAPDBS98.1,; YIKO_B icheniformisEWH23016.1; YYD _L lactis AAKDG011 1

NOO1_H saplensAABS0701.1

Figura 5. Arbol filogenético, Chalansonnet 2017.

El articulo provee una clave de identificacién que con la que se encontré la secuencia
completa del gen AzoR perteneciente a una Escherichia coli k12, esto gracias a NCBI
en donde se ingres6é dicha clave y nos remitié a las secuencias de nucledtidos y
aminodcidos en un formato especifico llamado fasta ademas de mostrar en qué
paginas y publicaciones se encuentran reportadas. Este gen se eligié como el de
referencia, es decir, el disefio de los primer se hara de acuerdo con su secuencia de

nucleétidos. Y con el fin de adecuar los primers a mas de un tipo de cepa que sea




candidata para codificar la enzima se necesité encontrar secuencias de otras bacterias

E. coli patogenas.

Dentro de la pagina de la NCBI y en la pagina de ASAP se puede usar una
herramienta bésica de busqueda de alineacién local (Figura 6), BLAST por sus siglas
en inglés (Basic Local Alignment Search Tool). Esta encuentra regiones de similitud
local entre secuencias. El programa compara secuencias de nucledtidos o proteinas
con secuencias de bases de datos y calcula la importancia estadistica de las
coincidencias. BLAST se puede usar para inferir relaciones funcionales y evolutivas
entre secuencias, asi como para ayudar a identificar miembros de familias de genes.
Con esta herramienta se logré encontrar secuencias homologas al gen de referencia.
De las secuencias halladas se eligieron algunas cepas identificadas como patogenas

ETEC, EPEC y EHEC.

m) US. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST ° Home Recent Results Saved Strategies  Help

Basic Local Alighment Search Tool
End of updates for BLAST+ version 4 databases (dbVa)

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more Fri, 27 Sep 2019 16:00-00 EST

Start moving to the new version 5 databases!

More BLAST news.

Web BLAST

Figura 6. BLAST en NCBI. 3




7.1.2 ALINEAMIENTOS Y PROPUESTAS DE PRIMER.
Los alineamientos de las secuencias, ya sea de nucledtidos o de aminoacidos, tienen
la funcion de encontrar homologia entre ellas. Esto se realizé con ayuda de distintos

programas con el propoésito de tener una mejor visualizacién de regiones homologas.

Para el uso de CLUSTAL OMEGA se compilaron las fastas de las secuencias a
alinear ordenadas en un archivo de texto, facilitando asi su ingreso al cuadro
correspondiente dentro del programa como se muestra en la figura 7. Este se encargd
de alinear los nucleétidos o aminoacidos de las secuencias de forma que colocé cada
elemento de la secuencia a la par de los pertenecientes a las otras en orden de
aparicion, proporcionando como resultado un archivo 1til en la edicién de colores en

el siguiente programa.

Input form  [EAUE RIS Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ | * Feedback | =<eShare

Toels > Multiple Sequence Alignment > Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments between three
or more sequences. For the alignment of ftwo sequences please instead use our pairwise sequence alignment fools.

Important note: This tool can align up to 4000 sequences or a maximum file size of 4 MB.
STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of

DNA

sequences in any supported format:

=ASAP MG1695_v3_ABE-0004712 -
ATGAGCAAGGTATTAGTTCTTAAATCCAGCATCCTGGCAGGGTACTCTCAGTCTAATCAGTTGTCCGATTATTTTGTTGA
ACAATGGCGCGAAAAGCACTCCGCTGATGAAATCACCGTTCGCGACCTGGCTGCAAATCCGATTCCGGTACTGGATGGCG
AACTGGTTGGCGCTCTGCGTCCGAGCGATGCGCCGCTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCACTTTGCGATGAGTTG
ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAACATCTCGACTCAGTTGAAAAA

CTA GACCTGGTTGCCCGCGCAGGCGTTACTTTCCGCTATACCGAGAACGGTCCGGAAGGTCTGGTAACGGGTAAAA
AAGCCATCGTTATTACCAGCCGCGGCGGGATCCACAAAGATGGACCAACGGACCTGGTGACGCCGTATCTGTCCACGTTC

Figura 7. Secuencias en formato fasta ingresadas a CLUSTAL OMEGA. *

BOX SHADE ofrecié una mejor visualizacion de similitudes a través de colores. Estos
colores facilitaron la comparacion entre las secuencias; el color negro representa una

igualdad de componentes, el gris diferentes componentes con funciones parecidas y




el blanco indic6 completa diferencia en componentes y funciéon. Este programa arrojé
un archivo de texto con el alineamiento finalizado. En la figura 8 se muestra la
interfaz de BOXSHADE y en la figura 9 el archivo Word con una parte de los

resultados de los alineamientos con este programa.

ﬁ[‘“ Sy BoxShade e e

Pretty Printing and Shading of Multiple-Alignment files

This server uses version 3.21 of BOXSHADE, written by K. Hofmann and M. Baron. BOXSHADE is in
the public domain and available from Source Forge htip://sourceforge.net/projects/boxshade/

This server takes a multiple-alignment file in either GCG's MSF-format or Clustal ALN-format.
Output can be created in the following formats:

- Postscript/EPS (using shaded background)
« RTF old (using colors)

- RTF new (using shaded background)

* XFIGfiles (using shaded background)

« ASCIl (showing similarities)

- ASCIl (showing differences)

« HPGL (using colors)

- PICT {for later editing on MACs and PCs)

Ifyou have problems using this server (like getting no result), read this and see the FAQ list.

Output format [Postscripl_portrait
Font Size

Fraction of
sequences: (that must agree for shading)

Enter sequence [ | oniy if ‘consensus o a single Sequence’ s required
number:

Figura 8. Interfaz de BOXSHADE. *

32t S RcE Ao 1 L I N BN B G CACCTGGCTRCARATCCGATTCCGGTMCT GGATGGCGAACT GETTGGT GCACTGCE!
EHEC1 EC4042 DR 121 [seserlesicelouyeisrv.v:Vdes . LUnjelseleivXejelerUeeaevXmleel el

ASAP IR C CCCACCT GGCTGCARATCCGATTCCGETACTGGATGGCGAACTGETTGH

I3 esc g SRRV =R VIR BN B G CGACCTGGCTGCARATCCGATTCCGETACT GGATGGCGAACTGGTTGG
IS b b v -V U VS B C CC CACCTGGCTGCARATCCGATTCCGGTACTGGATGGCGAACTGETTGGT GCACTGC!
oyl oles =D V)TV R BN I G C GACCTGGCTGCARATCCGATTCCGGTACT GGATGGCGAACTGGTTGGT GCACTGCG!
M e i iR c WD S A S G C GACCTGGCTGCARATCCGATTCCGGTACT GGATGGCGAACTGGTTGGT GCACTGCG!
i tes = W NV IR R CCCACCT GGCTGCAAATCCGATTCCGGTACT GGATGEGCGAACT GETTGETGCACTGCE!

EPEC4_ 234869 _1 181
EHEC1_EC4042_DR 181
ASAP 181
EPEC2_E110019 D 181
EPEC3 E22 DRAFT 181
EPEC1 B171 DRAF 181
ETEC2 E24377a v 181
ETEC1 B7A w1l AD 181

CCGAGCGATGCGCCGUTGACTCCACGTCAGCAGGAAGCTCTGGCGCTTT CCGATGAGCTH
CCGAGCGATGCGCCGCTGACTﬁCGCGTCAGCAGGBAGCTCTGGCBCTTTCCGATGAGCTE
CCGAGCGATGCGCCGUTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCACTTT CCGATGAGINT
CCGAGCGATGCGCCGUTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCGCTTTCCGATGAGCTH
CCGAGCGATGCGCCGUTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCGCTTTCCGATGAGCT
CCGAGCGATGCGCCGCTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGEGCGCTTTCCGATGAGCTH
CCGAGCGATGCGCCGCTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCGCTTTCCGATGAGCTH
CCGAGCGATGCCGCCGUTGACTCCGCGTCAGCAGGAAGCTCTGGCGCTTTCCGATCAGCTG

ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAAI

EPEC4_234865_1 241
EHEC1 EC4042 DR 241
ASAP 241
EPEC2_E110019 D 241
EPEC3 E22 DRAFT 241
EPEC1 B171 DRAF 241
ETEC2 E24377& v 241
ETEC1 BTA vl 2D 241

‘TTGCCGAECTGBAAGCCCAEGBCGTTBTCGTTAITGCGGCACCGATGTATBACTTCAA.
ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGECACCGATGTATAACTTCAAC
ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAAC
ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACT T CAMCY
ATTGCCGAGCTGRAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAAC
ATTGCCGAGCTGRAAAGCCCACGACCGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAAC
ATTGCCGAGCTGAAAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAAC

Figura 9. Alineamientos hechos con BOXSHADE.3!




Una vez hechos lo alineamientos se tuvo una mejor visualizacién de las regiones con
mayor homologia entre las secuencias, esto sirvi6 en la toma de decisiones acerca de
la region en donde se buscé amplificar. Las regiones méas parecidas entre si fueron

mas viables debido a que aumenta la probabilidad de efectividad del primer.

Otros parametros que se tomaron en cuenta para aumentar la eficacia en los primer
son porcentajes altos de guanina y citosina, bajas probabilidades de auto
complementariedad y temperaturas de alineamiento que se encuentren dentro de
rangos viables; estos calculos se pudieron hacer a través de programas como PRIMER

3 INPUT o PRIMER 3 PLUS (Figura 10).

Para el uso de estos programas se propusieron 20 nucledtidos pertenecientes a la
secuencia de referencia, sirviendo como el primer iniciador, y otros 20 como el primer

bl

que finaliza, ambos en direcciéon de 5" a 3’. Para el primer iniciador no hay mayor
complicacion, por el contrario, se tuvo que buscar el reverso complementario del

primer finalizador para que este se encontrara en la direcciéon correcta.

Estos pasos se siguieron hasta que se hall6 un par de primers con los parametros lo
mas cercano a los ideales. Dentro de los parametros deseados se buscé una
temperatura de alineamiento de 60°C, un porcentaje de guanina y citosina mayor a
50%, un porcentaje de auto complementariedad menor a tres y un tamafio de

amplicon de 500pb.

Debido a que esto no se cumple con exactitud se hicieron varias propuestas que se
evaluaron en comparacién con los parametros ideales y entre ellas, logrando
asegurarnos de hacer la mejor eleccion. Una vez que se hizo la elecciéon de primer se

mandaron a sintetizar en laboratorios especializados.




a disclaimer code
Primer3web vesion4.10 - Pick primers from a DNA sequence. ’El
Select the Task for primer selection

Template masking before primer design (available species)
Select species [Example: Mus muscull] | Nucleotides to mask in §' direction[T |
Bt o < | Nucleotides to mask in 3 direction[0 ]

Paste source sequence below (53, string of ACGTNacgtn - other lefters treated as N - numibers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINE, etc.) or
usea M Library (repeat Library) [NONE >

[ Pick left primer. or use left primer below][[] Pick hybridization probe (internal oligo). or use oligo below][[Z] Pick right primer_ or use right primer below (5' to 3 on opposite strand)|

[ Pick Primers || Download Settings || Reset Form |

Sequence Id A string to 1dentify your output.

[ ]Fe 50.2 cquires primes to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or marks the soutce sequence with [and ] c.g .. ATCTICCCCITCAT.. mcans that

primers must flank the central CCCC.

[ ] 27 rcquires one primorto overlap the junction befrveen positions 27 and 2. Or mark the soutce sequence with - g ATCTAC-TGTCAT.. means that
primers must overlap the junction between the C and T.

Targets

Overlap Junction List

Excluded Regions ’—‘ E g 4017 683 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with <and > e.g_
= _ATCT<CCCC>TCALT.. forbids primers in the central CCCC.

Figura 10. Interfaz de Primer3 input.

7.2 PRUEBA DE PRIMERS EN CEPAS TIPO DE E. coLI

Para corroborar que los primers seleccionados cumplian con la finalidad de amplificar
el gen AzoR se llevo a cabo una serie de pruebas en cepas puras de laboratorio. Las
pruebas consistieron en realizar ensayos de PCR (reaccién en cadena de la

polimerasa) y corrimientos electroforéticos a los productos de PCR.

7.2.1 ACTIVACION DE CEPAS PURAS DE LABORATORIO

Las cepas utilizadas para la prueba de los primer se muestran en la Tabla 1, estas se
sembraron en estria cruzada en agar Lb a pH de 7.4 y en agar MacConkey debido a
que es un medio selectivo y diferencial. Se observdé que no hubiera méas de una
morfologia en el agar selectivo, asegurando asi que la cepa no esté contaminada. Una,
vez hecho esto se procedié a sembrar de forma masiva para obtener una buena

cantidad de cepa bacteriana.




CEPA TTPO PATOGRUPO

1. coli K12 No patogena
. coli E2348 /69 EPEC
F. coli E90341A ETEC

. coli DHS o No patégena

IJ. coli ATCCOCRT39 No patégena

Tabla 1. Cepas tipo de E. coli empleadas para la prueba de los primers.

7.2.2 EXTRACCION DE DNA

Las cepas tipo se sembraron de forma masiva en placas Lb y se incubaron de 20 a 22
horas. La extraccion de DNA en este caso se hizo a través del método de choque
térmico, esto se llevd a cabo en eppendorf de 2ml con agua salina al 0.8%, en donde
se coloco una alicuota grande de las cepas sembradas, esto se homogenizé con ayuda
de un vortex. Una vez homogenizadas las muestras se colocaron en un flotador dentro
de un vaso de precipitado con agua hirviendo durante aproximadamente 8 minutos
como se muestra en la figura 11. El DNA se extrajo tnicamente de la superficie del

volumen liquido contenido en los eppendorf.

Figura 11. Extraccion de DNA por choque térmico.




7.2.3 PCR

Las muestras se prepararon en tubos eppendorf especiales para PCR de 200pL
nuevos, estériles y bien rotulados, usando una campana de seguridad II, con guantes
nuevos y material estéril (Figura 12). Antes de comenzar a trabajar colocamos el
material 15 minutos expuesto a luz UV, asegurando esterilidad. Las muestras
contenian 10puL de TAQ, 12uL de agua inyectable, 1.5 nL de cada primer y 1nL del

DNA extraido.

Los tiempos y temperaturas requeridos para los ensayos de PCR se estandarizaron
con base en la literatura. Con los tiempos y temperaturas establecidas creamos un
programa nombrado 0804 en el termociclador el cual quedd de la forma establecida
en la Tabla 2, consta de 30 ciclos y una fase de elongacion final de 72°C durante 5
minutos. En la figura 13 se muestra el termociclador utilizado y en la figura 14 se
pone en evidencia como se introducen las muestras para proceder con la amplificacion

en las cepas tipo de E. coli.

PROGRAMA 0804 (30 CICLOS)

FASE TENMPERATURA| TIEMPO
DESNATURALIZACION oR°C! 1Os
ALINEANIENTO 60°C 30s
ELONGACION 72°C! 30s

Tabla 2. Programa 0804 para termociclador.

Figura 12. Preparacion de las muestras para PCR.




oy

i 1
1

Figura 13. Termociclador. Figura 14. Termociclador con muestras.

7.2.4 CORRIMIENTO DE ELECTROFORESIS

Al producto de que obtuvimos de la PCR se le hizo un corrimiento electroforético,
este se realizd en gel de agarosa al 1% y usando como buffer TBE 1X previamente
preparado. El gel de agarosa al 1% se hizo con 30 ml de TBE y 0.3 g de agarosa, esto
se calentd en un horno convencional de microondas con la finalidad de ayudar a la
disolucion, se vertié y se colocé un peine para hacer los pozos en donde iran las

muestras.

Una vez que la mezcla de agarosa y TBE gelifico se introdujo en la camara de
electroforesis, en donde se verti6 TBE de forma que cubriera el gel por completo.
Cada pozo del gel representa un carril; en el carril 1 se colocé el peso molecular (2pL
de marcador de PM y 6pL de marcador azul), en el segundo carril una muestra que
no contenia DNA (Figura 15) y en los siguientes 5 carriles las muestras de las cepas

tipo (E. Coli K12, E. Coli DHb5a, E. Coli ATCC8739, E. Coli E2348 y ETEC




E9034A). Las condiciones de electroforesis que se manejaron son voltaje de 90V y

tiempo de 65 minutos.

Los geles fueron tenidos con bromuro de etidio durante 15 minutos y tuvieron un
enjuague de 5 minutos en agua destilada. Finalmente se observé el gel a través de

un transiluminador UV y se tomaron fotos como evidencia de los resultados.

Figura 15. Cargando muestras en gel de agarosa.

7.3 DETECCION DEL GEN AzoR EN CEPAS SILVESTRES
RECUPERADAS DEL RiO ALSESECA

La deteccién del gen AzoR se llevé a cabo en 32 cepas identificadas como FEscherichia coli

pertenecientes al patogrupo EPEC aisladas de muestras de agua del rio Alseseca enlistadas

en la Tabla 3. Estas muestras pasaron por los mismos procedimientos que las cepas tipo, se

hizo activacién de las cepas silvestres, se extrajo DNA de estas muestras por choque térmico,

se hicieron ensayos de PCR con el programa 0804, se realizé corrimiento electroforético con

las mismos condiciones de voltaje y tiempo, se tifieron los geles con bromuro de etidio y




después de ser enjuagados con agua destilada se observaron en el transiluminador UV

tomando fotos para evidenciar los resultados.

Tabla 3. Cepas silvestres recuperadas del rio Alseseca.

hE G1 ARE 3E! VT 52.¢ G120
V (EPEC)
(EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) (EPEC) A) (EPEC) (EPEC)
L)
(M) (3] (A) (A) (A) (L) ()
ol G278 as I8CA GL26 TDIC Sdh
I8 (EPEC)
(EPEC) (EPEC (EPEC) (EPEC) (EPEC) A (EPEC) (EPEC)
(A
(B (A (B (N [N o (A (B
Ad 2341 GC13 2uT BC 127D TR
CEPAS iz ofsl : :
AL{ETEC) RIOETE | RIOETE | RIO(ETE | RIO(ETE | RIO(ETE | RIO(ETE | RIO(ETE
B I C) C) €) C) €) c)
(A) (A) (M) (A) iA) (M) (M)
111G ANOV |3FER SDIC 1G 13 SRE 428
RIO(ETE | RIETE | RIOETE | RIO(ETE | RIETE | RIOETE | RIGIETE | RIO(ETE
o] @] [ ) (@] ) @] )
(A) (A (A) (N (A) (A) (M) (A

7.4 DETECCION DEL GEN AzoR EN AGUA RESIDUAL.
En trabajos previos se hizo un muestreo mensual durante un aflo de agua residual en el rio
Alseseca con el objetivo de monitorear los genes de virulenciade FE. coli en el rio, a estas

muestras de agua se les hizo extraccion de DNA ocupando un kit (Power Viral

Environmental RNA/DNA Isolation Kit Sample).

En este trabajo se llevé a cabo la deteccién del gen AzoR en el DNA que se extrajo. Las
muestras de DNA utilizadas pertenecen a las fechas de muestreo de agua residual establecidas
en la Tabla 4, esto con la finalidad de probar la sensibilidad de primer al amplificar el gen

AzoR en el DNA de todos los microorganismos contenidos en el agua residual.




Tabla 4. Muestras de DNA del total de microorganismos en el agua residual.

Muestras Fecha de muestreo

M2Ra. 19/09/2018
M3 Ra, 10/10/2018
M5 Ra 07/11/2018
M6 Ra. 21/11/2018
MSRa. 12/12/2018
MY Ra 09/01/2019
M14Ra 15/03/2019
M16Ra 19/04/2019
MI18Ra 31/05/2019
M19Ra 14/06/2019
M20Ra 28/06/2019
M23Ra 07/08/2019

8. RESULTADOS

8.1 DISENO DE PRIMER

8.1.1 SECUENCIA DE GEN AzoR PERTENECIENTE A E. coLL
Se obtuvo la informacion de la cepa referenciada en el articulo de Chalansonnet,
asi como los articulos y bases de datos en donde se ha hablado del gen AzoR.
(Figuras 14 y 15). Asimismo, se encontraron las secuencias de aminoacidos y de
nucledtidos del gen AzoR para Escherichia coli K12 de la base de datos ASAP.

(Figuras 16 y 17).




Nucleotide [Nucieotde V|||
Advanced

GenBank ~ Sendto: v

‘—Eschorlchla coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome
NCBI Reference Sequence: NC_000913.3

EASTA Graphics
i Goto.®
Informacion Locus W_000913 606 bp DNA  linear CON 11-0CT-2018

— DEFINITION Escherichia coli str. K-12 substr. MG165S, complete genome.
de la cepa ACCESSION  NC 900913 REGION: complement(1482255..1482860)
VERSION NC_000913.3
DBLINK BioProject: PRINAS7779
BioSample: SAMO2604091
Assembly: GCF_000005845.2
KEYWORDS  RefSeq

SOURCE Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655
ORGANTSM cich . K- r.
e Bacteria; ia; Gammapr ia; Enterobacterales;
—~ Enterobacteriacese; Escherichia.

—
REFERENCE 1 (bases 1 to 606)
. AUTHORS  Riley,M., Abe,T., Arnaud,M.8., Berlyn,M.K., Blattner,F.R.,
Citas de la Chaudhuri,R.R., Glasner,).0., Horluchi,T., Keseler,I.M., Kosuge,T.,
Mori, M., Perna,N.T., Plunkett,G. III, Rudd,K.E., Serres,M.M.,
— Thomas,G.H., Thomson,N.R., Wishart,D. and Kanner,B.L.
Cepa TITLE Escherichia coli K-12: a cooperatively developed annotation
snapshot - <2005
JOURNAL  Mucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006)
PUBMED 16397293
. REMARK Publication Status: Online-Only

Figura 16. Informacion del gen AzoR en Escherichia coli k12 obtenida de NCBIL

Information (NCBI).
COMPLETENESS: full length.
FEATURES Location/Qualifiers
~  source 1..606
Jorganism="Escherichia colf str. K-12 substr. MG1655"
/mol_type="gencmic ONA™
/straine"K-12"
/3ub_straine"n1655"
/db_xrefs"taxon:511145%
gene 1..606
/gene="azoR"
Céd_ /locus_tag«"b1412"
3 par /gene_synonym="acpD; ECK1405"
lgOb a /db_xref="ASAP: ABE - 0004712°
. /@b _xref="ECOCYC:66731"
encontrar secuencias /8 _xref~"Ecobene: £612695"
/8b_xref="GenelD: 947569"
de la cepa, el gen y s e
., —_— /l«u_n.-‘n:n' .
su reglon de /gene_synonym="acp0; ECK140S'
JEC_number="1.6.5.-"
. . JEC_number="1.7.1.17"
codificacién en otras Jcodon,_started
/trans]_table~il
=" 't NADH: oxi tase™
bases de datos. Jrstocs N S Mo et el
Jdb_xref="UniProtk8/Swiss-Prot:Pajeg7™
/db_xref="ASAP:ABE -0004712"
/db_xref="ECOCYC: 66731
/db_xref="EcoGene: EG12695
/db_xref="GenelD: 947569"
/translation="MSKVLVLKSSILAGYSQSNQLSOYFVEQRREXHSADE ITVRDLA

TQUENYFOL TFRYTENGPEGL T TOLVIPYLSTF
e LOFIGITOVKFV) IVSA™
ORIGIN
1 atgegcasgg agttct agc atcctggeag ggtectctcs gtctastcag

Figura 17. Referencias con clave que otorga NCBI para encontrar las secuencias en otras bases de datos.




>ASAP MG1655 v3 ABE-0004712
MSEVLVLESSILAGY SQSNQLSDY FVEQWRERKHSADETITVREDLAANPT PVLDGELVGALEPSDAFPLTERD
QEATAT.SDEL

IARTLFAHDVIVIAAPMYNFNISTOLENY FDLVARAGVIFRYTENGPEGLVTGEREAIVITSRGGIHEDGET
DLVTPYLSTFE

LGFIGITDVEFVFAEGIAYGPEMAAKAQSDAKAATDSIVSA™*

Figura 18. Secuencia de aminodcidos del gen AzoR en Escherichia coli K12 en formato fasta.

>ASAP MG1655 v3 ABE-0004712
ATGAGCAAGGTATTAGTTCTTARATCCAGCATCCTGGCAGEGTACTCTCAGTCTAATCAGTTGTCCGATT
ATTTTGTTGA
ACAATGGCGCGAARAGCACTCCGCTGATGAAATCACCGTTCGCGACCTGGCTGCAAATCCGATTCCGGTA
CTGGATGGCG
AACTGGTTGECGCTCTECETCCGAGCEATGCGCCGCTEACTCCGCETCAGCAGGAAGCTCTGECACTTTC
CGATGAGTTG
ATTGCCGAGCTGARAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAACATCTCGACTC
AGTTGARARA
CTATTTTGACCTGGTTGCCCECECAGGCETTACTTTCCGCTATACCGAGAACGETCCGGAAGETCTGGTA
ACGGGTAARR
ARGCCATCGTTATTACCAGCCGCGGCGGGATCCACAARGATGGACCARCGGACCTGGTGACGCCGTATCT
GTCCACGTTC
CTCGECTTTATCGGCATTACCGATGTGAAATTTGTCTTCGCCEAAGGEATCGCATACGGTCCEGARATGE
CAGCGARAGC

ACAGTCTGACGCARAAGCAGCCATCGACAGCATTGTTTCTGCATARA

Figura 19. Secuencia de nucledtidos del gen AzoR en Escherichia coli K12 en formato fasta con longitud de

606pb.

8.1.2 SECUENCIAS HOMOLOGAS DEL GEN AzoR EN DIFERENTES
CEPAS DE E. coLI
A partir del BLAST que se hizo en la base de datos de ASAP se encontraron
secuencias homologas al gen de referencia correspondientes al gen AzoR en
diferentes cepas de Escherichia coli, en la figura 20 se muestra la informacién de
ASAP acerca de nuestro gen de referencia, en la figura 21 las cepas que enlista el
BLAST y las siete secuencias que se eligieron para trabajar la creacién de los

primer se encontraran senaladas en color rojo y enlistadas en la Tabla 5.
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Figura 20. Informacion del gen AzoR en Escherichia coli K12 obtenida de la base de datos ASAP, asi como el

inicio del BLAST.

———— e O B A N, . I

#ll & [ view Escherichia coli 536 (UPEC) AEF-0001429 cos
® . | view Escherichia coli 53638 (EIEC) ADP-0009995 azoR CODS
®l . [ 3 view Escherichia coli APEC O1 (APEC) AEG-0005284 cos
®ll & (3 view Escherichia coli ATCC 11775 [T] AMC-0002928 cos
®l 7 [ view Escherichia coli ATCC 8739 AEM-0008012 cos
®il . [ 3 view Escherichia coli B171 (EPEC) ADN-0005305 azoR COS
®l .. 3 view Escherichia coli B7A (ETEC) ADK-0005150 cos
& 3 view Escherichia coli CFT073 (UPEC) ABR-0077956 azoR COS
i 1. [§ view Escherichia coli E110019 (EPEC) ADM-0005333 azoR CDS
® . [ view Escherichia coli E22 (EPEC) ADL-0006263 azoR CODS
®l ' (3 view Escherichia coli E2348/69 (EPEC) BCI1-0001655 azoR COS
®l |5 view Escherichia coli E24377A (ETEC) ADO-0006033 azoR COS
®l i, [3 view Escherichia coll EC4024 (EHEC) £61-0001009 cos
®i ., (3 view Escherichia coli EC4042 (EHEC) BBA0005394 gz0R COS
®l . g view Escherichia coli EC4045 (EHEC) BBB-0009759 azoR CDS
®i . 3 view Escherichia coli EC4076 (EHEC) BAZ-0009423 azoR COS
mll 1. [ view Escherichia coli EC4113 (EHEC) BAY-0007125 azoR COS
®l g view Escherichia coli EC4115 (EHEC) BAS-0006855 azoR COS
., |8 view Escherichia coli EC4196 (EHEC) BAX-0009767 azoR COS
® . | view Escherichia coli EC4206 (EHEC) BAW-0011330 azoR COS
®l . 3 view Escherichia coli EC4401 (EHEC) BAV-0008000 azoR CDS
®i .. [ view Escherichia coli EC4486 (EHEC) BAU-0008884 azoR CDS
®l . [3 view Escherichia coli EC4501 (EHEC) BAT-0008673 azoR CDS
®l . [ g view Escherichia coli EC508 (EHEC) B68.)-0007407 azoR COS
®i .. [ 3 view Escherichia coli EC869 (EHEC) BBC-0008616 azoR CDS
& ' | view Escherichia coli EDL933 (EHEC) ABH-0026086 azoR CDS
®l 1, § view Escherichia coli F11 (UPEC) ADRQ-0006035 azoR COS
L LS dew Eschadchia coll MS, ADR-OONAITY _azoR COS._ |

Figura 21. Listado de cepas y sus genes homdlogos al gen de referencia obtenidos al realizar un BLAST.




SECUENCIAS HOMOLOGAS

PATOGRUPO

Fscherichia coli B171 EPEC
Fscherichia coli BTA ETEC
Fscherichia coli 2110019 EPEC
Fscherichia coli 1122 EPEC
Fscherichia coli 12348 /69 EPEC
Fscherichia coli F24377A ETEC
Fscherichia coli HEC4042 EHEC

Tabla 5. Lista de secuencias homologas a la secuencia de referencia elegidas.

8.1.3 ALINEAMIENTOS DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS
DEL GEN AzoR EN DIFERENTES CEPAS DE E. coLl.
Se hallaron los formatos fasta de las secuencias del gen AzoR de cada una de las
cepas seleccionadas del BLAST para trabajar el diseno de los primer, podemos
ver en la Figura 22 la secuencia de nucledtidos en formato fasta perteneciente a
E. coli B171 EPEC. A partir de esto y del uso de CLUSTAL OMEGA obtuvimos
los alineamientos de las secuencias presentados en la Figura 23. Una vez que se
le dio formato a color a los alineamientos con BOX SHADE se pueden ver como

en la Figura 24.

>EPEC1_E171 DEAFTvZ ADN-0005305
ATGAGCAAGGTATTAGTTCTTARATCCAGCATCCTGGCAGGGTACTCTCAGT CTAATCAGTTGTCCGATT
ATTTIGTTGA

ACAATGGCGCGARARGCACTCCGCTGATGARATCACCGTTCGCGACCTGGCT GCAAATCCGATTICCGGTA
CTGGATGGCG

AACTGGTTGGTIGCACTGCGICCGAGCGATGCGCCGCTGACTCCGOGT CAGCAGGAAGCTCTGGCGCTITIC
CGATGAGCTG
ATTGCCGAGCTGAARAGCCCACGACGTTATCGTTATTGCGGCACCGATGTATAACTTCAACATCTCAACTC
AGTTGAAARR

CTATTTTGACCIGGTTGCACGCGCAGGCGTITACTITCCGCTATACCGAGAACGGT CCGGAAGGICIGGTA
ACGGGETAARD

AAGCCATCGTTATTACCAGCCGCGGT GGGATCCACARAAGAT GGACCARCGGACCTGGT GACGCCGTATCT
GTCCACGTTC

CICGGCTTTATCGGCATTACCGATGIGARATTTGICTTCGCCGAAGGGATCGCATACGGT CCGGARAMAT GG
CAGCGARAAGC

GCAGICTGACGCGAAAGCGGCCATCGACAGCATTGITGCTGCATAR

Figura 22. Formato fasta de una secuencia de nucledtidos.




Clustal Omega
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Figura 23. Alineamiento de secuencias de nucledtidos a través de CLUSTAL OMEGA.
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Figura 24. Archivo Word que arroja BOX SHADE como entrega de los alineamientos con formato a color.

8.1.4 PRIMERS AzoR PARA E. cori SILVESTRE PATOGENA.
Después de varias propuestas de primers se eligieron dos pares de estos de acuerdo

con los parametros calculados con PRIMER 3 PLUS principalmente. Las




propuestas elegidas se muestran con el formato que nos arroja PRIMER 3 INPUT
en las figuras 25 y 26. Los primers se encuentran en la tabla 6 junto con sus

temperaturas de alineamiento y el tamano del amplicon.

PRIMER PICEING RESULTS FOR ASAP MG1653_w3 ABE-0004712

No mispriming likrary specified

Using l-based sequence pocsitions

OLIGC start len tm gch any 3' seq
LEFT PRIMER 148 20 €0.00 55.00 4.00 2.00
GTACTGGATGGCGARCTGET

RIGHT PRIMER 578 20 el.20 50.00 5.00 3.00
IGCTTITIGCGICAGACTGIG

SEQUENCE SIZE: &06
INCLUDED REGICN SIZE: &0

PRODUCT SIZE: 432, PRIR ANY COMPL: 2.00, PARIR 3' COMPL: 0.00

Figura 25. Propuesta de primers AzoR1 vista desde PRIMER 3 INPUT.

PRIMER PICEKING RESULTS FCR ASRF MG1655_w3_ABE-0004712

No mispriming library specified
Using l-based geguence positions
WARNING: Left primer is unacceptable: Tm too high

COLIGC start len tm gch any 3' se8gq
LEFT PRIMER 150 20 £3.39 55.00 4.00 2.00
RIGHT PRIMER 578 20 £1.20 50.00 5.00 3.00

SEQUENCE SIZE: &06
INCLUDED REGICN SIZE: &0&

FRODUCT SIZE: 430, PRIR ANY COMPL: 2.00, PRIR 3' COMPL: 1.00

Figura 26. Propuesta de primers AzoR2 vista desde PRIMER 3 INPUT.

Tabla 6. Primer sintetizados para amplificacion de AzoR en cepas de E. coli silvestres patdgenas

Primers AzoR

Tamano de
Nombre SECUENCIA Tm
amplificacion
LEFT PRIMER GTACTGGATGGCGAACTGGT 60" )
AzoR1 ) 432ph
RIGHT PRIMER TGOTTTTGCGTCAGACTGTG 61.2°
LEFT PRIMER ACTGGATGGCGAACTGGTTG 63.39° L3001
450ph
RIGHT PRIMER TGOTTTTGCGTCAGACTGTG 61.2° :




8.2 PRUEBA DE PRIMER AzoR

8.2.1 AMPLIFICACION DEL GEN EN CEPAS TIPO DE E. coLI
Se logré amplificar el gen AzoR en las bacterias tipo que se usaron: F. coli K12,
E. coli E2348/69, E. coli E9034A, E. coli DH5a Y E. coli ATCC8739. En la
figura 27 se pueden observar que las bandas que se lograron amplificar en cada
cepa coinciden con la banda del marcador de peso molecular que amplifica entre
400 y 500 pares de bases, verificando asi que el tamano de nuestro amplicon
esperado de 432 pb esta dentro del rango, logrando asi la deteccién del gen AzoR

en las cepas tipo.

Figura 27. Gel de agarosa con los amplicones del gen AzoR vistos a través de un transiluminador UV.

500 pb
432 pb

1-Marcador de peso molecular
2-E. coli E2348/69

3- E. coli ES034A

4-E. coli K12

5- E. coli DH5a
6- E. coli ATCC8739




8.2.2 AMPLIFICACION DEL GEN AzoR EN CEPAS SILVESTRES E.
coLt PATOGENAS DEL AGUA RESIDUAL DEL RIO ALSESECA.
En total 32 cepas silvestres de E. coli identificadas como enteropatdgenas (EPEC)
recuperadas del rio Alseseca fueron sometidas a ensayos de PCR para la
amplificacion y deteccion del gen AzoR. De este total de muestras 24 dieron un
resultado positivo, es decir, se hizo la amplificaciéon del gen AzoR con éxito en un
75% de las muestras, en el resto de las cepas, es decir, en el otro 25% no se logré
llevar a cabo la amplificaciéon. En la Tabla 7 y 8 se encuentran registradas las
cepas que dieron positivo o negativo ante la deteccion del gen y en la Grafica 1
se ponen en evidencia los porcentajes de la amplificacion del total de las cepas

empleadas.

Tabla 7. Registro de amplificacién del gen AzoR en las muestras.

S5E' Gl 4RE 3E'
(EPEC) Positivo | (EPEC) Negativo| (EPEC) Negativo| (EPEC) Negativo
(M) (B) (A) (A)

51.c G278 G8 18CA
(EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo
(B) (A) (B) (M)

11VT 52.c G120

V (EPEC)

(EPEC) Positivo A) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo
(A) (B) (B)

GL26 7DIC 54.b

. |8 (EPEC) _ iy S

(EPEC) Negativo A) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Negativo
(M) (4) (B)




4FEB AL A4 RIO 2341 RIO GC13 RIO
(EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Negativo
(A) (A) (A) (M)
13FEB
11G RIO 4NOV RIO 210 8DIC RIO
(EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo
(8 (8 N )
2UT RIO BC RIO G279 RIO 7RD RIO
(EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo
(A) (A) (M) (M)
1G RIO 13 RIO 8RE RIO 428 RIO
(EPEC) Negativo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Positivo | (EPEC) Negativo
(4) (4) (M) (M)

Tabla 8. Continuacion del registro de amplificacion del gen AzoR en las muestras.

M Presencia de gen

Grdfica 1. Porcentajes de amplificacion del gen AzoR evidenciando la presencia o ausencia del gen en las cepas.

8.2.3 AMPLIFICACION DEL GEN AzoR EN LAS CEPAS DE E. coLI

SILVESTRES DE ACUERDO CON SUS PORCENTAJES DE

REMOCION.
Las cepas utilizadas fueron empleadas en la remocion de colorantes en trabajos

previos, estas se clasificaron de acuerdo con sus porcentajes de remocién en bajo,




medio y alto. En la tabla 9 podemos observar los rangos de porcentajes de remocion

que presentaron las cepas de acuerdo con su clasificacion en pruebas a 200 y 300

Tabla 9. Clasificacion de las cepas en relacion con sus porcentajes de remocion.

% de remocion % de remocion
Clasificacion a 200 pprn a 300 pprm
BAID 27-41% 5-23%
(B]
MEDIO 42-56% 24-42%;
{na)
ALTO S7-T0% 43-50%
(a)

Del total de las cepas que amplificaron el gen AzoR se sacaron los porcentajes que

correspondian a las cepas pertenecientes a las clasificaciones de bajo, medio y alto.

m BAJO
= MEDIO
ALTO

Grdfica 2. Amplificacion del gen AzoR correspondientes a clasificaciones de acuerdo con la clasificacion por

remocion.

En la Grafica 3 presentamos los porcentajes de amplificacién del gen AzoR de acuerdo con

la cantidad de cepas analizadas de cada una de las clasificaciones de remocién.
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Grdfica 3. Porcentajes de amplificacion del gen AzoR de acuerdo con las cepas utilizadas de cada clasificacion

de remocion.

8.2.4 AMPLIFICACION DEL GEN AzoR EN DNA TOTAL DE AGUA
RESIDUAL.

De las muestras de DNA del total de los microorganismos del agua residual del rio Alseseca
se logré amplificar el gen AzoR exitosamente en 8 muestras de 12, la figura 28 ofrece una

visualizacién de las amplificaciones.

2 3 45 6 78 9 101112 13

500 pb

Figura 28. Amplificacion del gen AzoR en DNA total de muestras de agua residual.




1-Marcador de peso molecular
2- M2Ra (19-09-2018)
3- M3Ra (10-10-2018)
4- M5Ra (07-11-2018)
5- M6Ra (21-11-2018)
6- M8Ra (12-12-2018)
7- M9Ra (09-01-2019)
8- M14Ra }15-03-2019

9- M16Ra (19-04-2019
10- M18Ra (31-05-2019)

11- M19Ra (14-06-2019)

12- M20Ra (28-06-2019)
13- M23Ra (07-08-2019)

9. DISCUSION DE RESULTADOS.

La estimacion de la calidad del agua de los rios urbanos es una actividad que ha
tomado relevancia a nivel mundial en las ultimas décadas. En México, son escasos
los estudios sistematicos realizados a la fecha e incluso, se enfrenta el problema de
que las autoridades pertinentes no cuentan con datos actualizados de la calidad
microbiologica del agua de rios urbanos. ¥ De igual forma las normas que rigen los
limites maximos permisibles de contaminantes en el agua como lo son las NOM-001-
SEMARNAT-1996, NOM-002-SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997
s6lo toman en cuenta los parametros de coliformes totales y coliformes fecales, si bien
estos pueden albergar organismos patogenos, no hay una ley que exija pruebas para
identificar estos organismos ni su grado de patogenicidad, por lo que la existencia de
coliformes totales y fecales atin dentro de los limites maximos permisibles representa
un riesgo para la salud publica.** Aunado a esto se presenta la problematica que

representa el uso de aguas contaminadas para el riego de cultivos; los altos grados




de contaminantes y la cantidad de patégenos encontrados en agua, productos
agricolas y suelo, en parcelas continuamente regadas por aguas residuales, han

provocado problemas de salud a los campesinos. °

En diferentes partes del mundo, las industrias producen aguas residuales
altamente coloreadas, contaminando el medio ambiente descargando efluentes,
con color fuerte y persistente los cuales son estética y ambientalmente
inaceptables. En todo el mundo, se producen anualmente 10°t de colorantes
sintéticos, de los cuales 1-1.5 x 10 ° t se liberan al medio ambiente en aguas
residuales.?” Se estima que cada afo se descargan 280000 t de colorantes textiles
en efluentes industriales textiles.”® Los tintes azoicos tienen diversidad en la
estructura, pero su caracteristica estructural mas importante es la presencia de
enlaces azoicos, es decir, N = N-. Este enlace puede estar presente mas de una
vez y estos grupos azo estan conectados en ambos lados con aromaticos como
el benceno y el resto naftaleno. A veces también estdn presentes unidades
heterociclicas aromaticas conectadas con grupos azo. Los diferentes tonos del
mismo tinte que tienen varias intensidades de color se deben a estos grupos

laterales aromaticos.*’

La mayoria de los colorantes azoicos son solubles en agua y se absorben
facilmente a través de la piel y la ingesta puede conducir al riesgo de cancer y
reacciones alérgicas, un irritante para los ojos y extremadamente peligroso, si
se inhala o consume.” Por ejemplo, la para-fenilendiamina (PPD) también
llamada 1,4-diamino benezene o 1,4-fenilendiamina, es una amina aromatica,
que es un componente principal de los colorantes azoicos. Los colorantes

azoicos que contienen PPD son téxicos y causan irritacion de la piel, dermatitis




de contacto, quemosis, lagrimeo, exoftalmosis y ceguera permanente. La
ingestion de productos PPD conduce al rapido desarrollo de edema en la cara,
cuello, faringe, lengua y laringe junto con dificultad respiratoria. En algunos
casos, puede causar rabdomiodlisis, sobrevenir necrosis tubular aguda, vémitos,
gastritis, hipertension y vértigo *°,*. Algunos colorantes azoicos son
cancerigenos y mutagénicos. El verde de malaquita causa serios riesgos para la
salud publica y problemas ambientales. Hasta ahora, a través de varias
observaciones experimentales, se revela que el verde de malaquita es una toxina
multiorganica; disminuye la ingesta de alimentos , el crecimiento, las tasas de
fertilidad y causa dafio al higado, bazo, rinén y corazéon. En ratones
alimentados con verde de malaquita, se observdo apoptosis en el epitelio de

transiciéon de la vejiga urinaria y los foliculos tiroideos *2.

Los colorantes reactivos causan asma, rinitis y dermatitis, dermatitis alérgica
de contacto (mutagenicidad *°, genotoxicidad *}, carcinogenicidad). Los
colorantes tienen una tasa muy baja de relacion de eliminaciéon de DBO a DQO
(menos de 0.1). Por lo tanto, los efluentes industriales que contienen colorantes
deben procesarse antes de su descarga al medio ambiente 3¥. Existen
regulaciones con respecto a los limites de color en los efluentes, que varian
segin los paises. La remediacion de las aguas residuales del tinte textil se basa
no solo en la eliminaciéon del color (decoloracién), sino también en la
degradacién y mineralizacién de las moléculas de tinte **. De hecho, la
decoloracién ocurre cuando las moléculas se eliminan de la soluciéon o cuando

se rompe el enlace cromoéforo, pero la molécula en el primer caso y los

fragmentos principales en el segundo permanecen intactos. La absorcion de luz
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por las moléculas asociadas cambia de la regién visible a la ultravioleta o
infrarroja del espectro electromagnético. Se ha desarrollado una amplia gama
de tecnologias para la eliminacion de tintes sintéticos de las aguas y aguas
residuales para disminuir su impacto ambiental. Estos incluyen métodos fisicos,

quimicos y biol6gicos ( Tabla 3 ).

Tabla 3 METODOS DE TRATAMIENTO DE EFLUENTES

Physical

Chemical

Biological

Sedimentation
Filtration
Floatation

Foam fractionation
Coagulation
Reverse osmasis
Solvent extraction

Neutralization
Reduction
Onidation
Catalysis

lon exchange
Electrolysis

Subilisation
Aerated lagoons
Trickling filters
Activated sludge
Anaerobic digestion
Fungal treatment
Focculation

lonisation radiation
Adsorption
Incineration
Distillation
Membrane treatment

Las bacterias degradan los tintes azo reductivamente en condiciones
anaerdbicas para dar aminas aromaticas incoloras. Estos a su vez deben
degradarse atin mas debido a su posible cardcter téxico, mutagénico y / o
cancerigeno en humanos y animales. Las enzimas bacterianas involucradas en
la escisiéon reductora unida azo son generalmente azoreductasas, cuyas acciones
pueden depender de la presencia de otras sustancias como cofactores,
cosustratos o mediadores. * Para evitar la formacién de aminas cancerigenas,
las condiciones aerdobicas son preferibles en la degradaciéon de aminas

4

aroméaticas *°, pero también debe tenerse en cuenta que algunos de ellos pueden

autooxidarse a estructuras poliméricas en presencia de oxigeno *°.

En mamiferos, se sabe que el citocromo P450 y NAD (P) H:quinona oxidorreductasa

actian como azorreductasas *. Azorreductasas producidos por las bacterias
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intestinales son también involucrados en la reduccién azo en los seres humanos.
Debido a azoreductasas intestinales convierten muchos colorantes azo a los productos
de degradacion potencialmente genotoxicas en el intestino, azoreductasas son de
interés incluso en toxicologia (Chen y col., 2006; **). Colorantes azoicos se producen
industrialmente como colorantes y se liberan en entornos, por lo azorreductasas
bacterianas se han estudiado como una enzima clave para degradar contaminantes
azoicos. Ademas, hay varios estudios sobre las aplicaciones méas diversas y tnicas de
azoreductasas. Los comentarios anteriores han resumido azorreductasa actividades
distribuidas en las bacterias y los aspectos generales de las enzimas (Chen y col.,
2006; *. En la presente revisién, secuencias, clasificacion, estructuras, sustratos y
papeles fisioldgicos primarios de azorreductasas bacterianas se destacan porque estos
son aspectos notables debido a su notable diversificacién. azorreductasa aplicaciones

también se revisan para enfatizar su potencial biotecnolégico.

10. CONCLUSIONES

Los primers disenados y fabricados para este trabajo de investigacion lograron
amplificar el gen AzoR en cepas tipo de Escherichia coli, en las cepas silvestres de
esta misma bacteria aisladas e identificadas del rio Alseseca asi mismo lograron
amplificar en muestras de DNA del total de los microorganismos contenidos en
muestras de agua residual recuperadas del mismo rio, esto evidencié la gran
sensibilidad de los primers asi como su capacidad para amplificar en distintas cepas

de la misma bacteria.




La amplificacion del gen AzoR en las cepas silvestres y en las muestras de DNA del
agua residual nos permite decir que existe un riesgo de contaminaciéon quimica
generada por los metabolitos secundarios carcinogénicos, como las aminas
aromaticas, que son el subproducto de la degradacién enziméatica de los colorantes

azo.

El riesgo de contaminaciéon quimica mas la contaminaciéon generada por la existencia
de bacterias patogenas en las aguas residuales representan un problema de salud
publica para las comunidades aledanas al rio Alseseca asi como para los consumidores
de productos agricolas cuyos cultivos utilizan sus aguas como principal suministro de

agua de riego.
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