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. INTRODUCCION

El analisis de la diversidad bacteriana en diferentes ambientes ha conducido a la identificacion de

organismos importantes para la agricultura, industria, medicina y biotecnologia.

El género Burkholderia tiene una amplia distribucion en la naturaleza y recientemente ha sido de mayor
interés por que se han reportado especies con potencial agro-biotecnoldgico como por ejemplo, el
control biolégico, biorremediacion y promocion del crecimiento vegetal. Ademas, de participar en el
reciclaje de materia organica al metabolizar sustratos tales como: acidos grasos, azucares,
polialcoholes, compuestos aromaticos, aminoacido, entre otros. Y por otro lado, se ha estudiado su
papel como patégeno para el ser humano, con alta prevalencia en algunas patologias y también

como fitopatdgeno afectando seriamente a cultivos, generando pérdidas econémicas importantes.

Debido al creciente impacto e importancia que tiene el género Burkholderia, su capacidad de colonizar
distintos ambientes y el limitado conocimiento sobre su diversidad y distribucion en nuestro pais, se
propuso la busqueda de especies del género Burkholderia en diferentes ambientes y regiones

climaticas del estado de Puebla.

Mediante la aplicacién de técnicas microbioldgicas y complementando con técnicas de microbiologia
molecular se llevé a cabo la caracterizacion de especies pertenecientes al género Burkholderia, previo
a esto se realizd un muestreo en dos localidades del estado de Puebla. Obteniendo como resultado,
el aislamiento de cepas pertenecientes al género Burkholderia, ubicando a cada aislamiento en un
arbol de distancia. Dicho arbol de distancia nos ayudo6 a concluir que hubo una gran diferenciacion
entre el primer y segundo muestreo, resaltando la caracteristica en cuanto al valor de pH de cada uno

de los aislamientos obtenidos, identificados como especies pertenecientes al género Burkholderia.
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Il. MARCO TEORICO

> Generalidades: Dominio Bacteria

Desde el origen de la vida, las interacciones entre los microorganismos y el entorno ha moldeado el
ambiente actual de nuestro planeta. Algunos estudios han reportado que la biomasa de
microorganismos terrestres es muy grande y posiblemente sea el constituyente principal del planeta.
Las bacterias juegan un papel esencial en el sostenimiento de nuestra atmosfera, lo cual, se ha dado

por ejemplo, a través del desarrollo de los ciclos biogeoquimicos, (Escalante, 2007).

Las bacterias son organismos procariotas, unicelulares que pueden desarrollarse en distintos
ambientes y presentar diferente morfologia. Existen registros que evidencian a los microorganismos
unicelulares como los primeros organismos bi6ticos que se desarrollaron sobre la tierra desde hace 3
500 millones de afios (Schopf, 1993).

> Taxonomia de las Proteobacteria

Proteobacteria es uno de los principales grupos bacterianos predominantes en distintos ambientes
(Connon et al., 2007), (Musilova et al., 2015), (Grindger et al., 2015), las cuales pertenecen al grupo
taxondémico mas grande del dominio Bacteria (Tortora et al., 2005). Las Proteobacteria son Gram
negativas, con una pared celular formada principalmente de polisacarido, su morfologia es muy
variable, que va desde bacilos hasta coco simples. Su movimiento es por medio de flagelos, aunque
algunas lo pueden hacer por deslizamiento bacteriano. Algunas son de vida libre, pero también se
incluye una gran variedad de patégenos, tales como Escherichia, Salmonella, Vibrio, Helicobacter,
Neisseria, Burkholderia, entre otras. Las Proteobacteria incluyen un gran nimero de bacterias de

importancia en el area de la medicina, industria, agricultura, entre otras (Madigan et al., 2004).

Las Proteobacteria se clasifican en cinco subgrupos de acuerdo a la similaridad de su ARN ribosomal,
estos grupos han sido designados con letras griegas: Alfa-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria,
Gamma-Proteobacteria, Delta-Proteobacteria, Epsilon-Proteobacteria (Tortora et al., 2005), y Zeta-
Proteobacteria (Rassa et al., 2009).

> Diversidad bacteriana

El estudio de la diversidad bacteriana es importante debido al posible potencial que representa en

diferentes campos de estudio, por ejemplo en la microbiologia, bioquimica, genética molecular o en la



http://es.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://es.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://es.wikipedia.org/wiki/Vibrio
http://es.wikipedia.org/wiki/Helicobacter_pylori

industria por su aplicacidn en procesos tecnologicos para favorecer el desarrollo en el area de la

produccion de alimentos asi como también, en el desarrollo de productos agricolas.

La diversidad microbiana es indispensable para el sostenimiento de la biosfera, no sélo por el
importante papel que juegan los microorganismos como descomponedores de contaminantes y de
restos organicos, sino también como productores y consumidores de gases relacionados con el clima
del planeta (Sherry Sherr, 2000).

Actualmente es bien conocido que las bacterias colonizan los mas diversos ambientes de la biosfera.
Incluso, han sido encontradas en ambientes extremos donde se consideraria que no existiria vida,
como es el caso de manantiales acidos o calientes, fuentes hidrotermales, ambientes contaminados
con desechos radioactivos y ambientes extremadamente frios y aridos como ciertas regiones de la
Antartida (Fredrickson et al., 2004).

Durante mucho tiempo, los estudios para conocer a la diversidad bacteriana se basaron en técnicas
de cultivos que no permitian conocer en su totalidad la diversidad de especies existentes. Hoy en dia
se utilizan técnicas no dependientes de cultivo, las cuales se basan principalmente en el anélisis de
los &cidos nucleicos. Este tipo de técnicas han mostrado que sélo se ha cultivado entre 0.1 y un 10%
de las bacterias del ambiente (Rondon et al., 1999; Handelsman et al., 2002; Torsvik y Ovreas; Keller
et al., 2004).

La Taxonomia bacteriana se encarga de describir y diferenciar la amplia diversidad de especies
bacterianas existentes. Estas diferencias se han establecido con base en varios criterios como por
ejemplo, la estructura celular, metabolismo, pruebas bioquimicas que incluyen el contenido de &cidos

grasos, antigenos y otros compuestos metabolicos relacionados (Thomson et al., 2001).

Para clasificar un microorganismo desde hace casi dos décadas ademas de la taxonomia clasica se
utiliza, lo que se conoce como taxonomia polifasica, la cual involucra diversas técnicas moleculares
para la formacion de filogenias; basandose en caracteristicas como contenido de guanina/citosina,
hibridacion genoma-genoma, o la secuenciacion del ADN ribosomal (Vandamme et al., 1996). Algunas
herramientas sofisticadas como técnicas moleculares, tal como, el analisis de la secuencia del gen
ribosomal 16S, el disefio de sondas universales para la realizar métodos como: FISH, Dot Blot
cuantitativo, Hibridacion in situ, Técnicas de “Southern Blot” y “Northern Blot”. También el uso de
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técnicas de “Fingerprinting” (por sus siglas en inglés, “huellas de ADN”), como el ARDRA, RAPD, T-
RFLP (Escalante-Lozada et al., 2004).

Una de las razones importantes por las el gen ribosomal 16S se ha utilizado ampliamente para
estudios de diversidad bacteriana, se debe a que es una molécula que se encuentra presente en todas
las bacterias, su caracteristica de ser ancestral, con estructura y funcidén conservada a lo largo de su
historia evolutiva y con pocos cambios en su secuencia a lo largo de periodos prolongados de tiempo
(Rodicio et al., 2005). Dentro del uso de las técnicas de “Finger Printing”, se encuentran el analisis de
restriccion del ADN ribosomal (ARDRA), también conocida como ‘huellas de ADN”. Esta técnica
consiste en amplificar por PCR el gen ribosomal 16S de las cepas en analisis y posteriormente
someterlo a digestion enzimatica con diferentes enzimas de restriccion de corte frecuente. La
comparacion de los patrones de restriccion generados, permite e identificar diferentes grupos o

comunidades distintas (Sklarz et al., 2009).




M. MARCO DE REFERENCIA

» Generalidades del genero Burkholderia

El género Burkholderia fue propuesto por primera vez en 1992 por Yabuuchi y colaboradores. Se
compone de varias especies que se habian clasificado originalmente como Pseudomonas (Yabuchi et
al., 1993) y su nombre se debe al fitopatologo estadounidense Walter Burkholder, quien, en 1942,
describié las primeras especies de "Burkholderia", Phytomonas caryophylli y Phytomonas alliicola,

como patdgenos de clavel y la cebolla, respectivamente (Burkholder et al., 1942).

La familia Burkholderiaceae esta compuesta por los géneros Burkholderia, Cupriavidus, Ralstonia,
Lautropia, Limnobacter, Pandoraea, Paucimonas, Polynucleobaccter y Themotrix. Esta familia
presenta una diversidad en sus caracteristicas fenotipicas, metabdlicas y ecoldgicas. Incluye tanto a
aerobios estrictos como facultativos, quimiolitotrofos obligados y facultativos asi como a bacterias

quimiorganotrofos (quimio heterotrofas) (Garrity et al., 2005).

Las caracteristicas morfoldgicas para este género son las siguientes: bacilos rectos, Gram negativos,
presentan un metabolismo aerobio, oxidasa y catalasa positivos, con un porcentaje de GC entre 59 y
69.5%. Estas bacterias pueden ser moviles o inméviles, por lo que constan de un flagelo Unico o con

un penacho de flagelos polares, segun la especie de la que se trate (Brenner et al., 2005).

Las caracteristicas generales de Burkholderia son las siguientes: bacterias meséfilas, no esporuladas,
que pueden presentarse solas o en pares, de dimensiones aproximadas de 0.5-1 x 1.5-1 um,
quimiorganotrofos y con metabolismo anaerobio. Utilizan una amplia variedad de compuestos
organicos que utilizan como fuente de carbono. La composicién de &cidos grasos y perfiles de
proteinas varia de especies por lo que su contenido se utiliza como marcadores taxondmicos
(Yabuuchi et al., 1993).

» Taxonomia del género Burkholderia

En 1966, los estudios exhaustivos realizados del género Pseudomonas destacaron la similitud general
del grupo mallei-pseudomallei comparando varios rasgos fenotipicos (Redfearn et al., 1966; Stanier et
al., 1966). Palleroni et al, (1973), reconocieron la heterogeneidad taxonémica con Pseudomonas y
determinaron cinco grupos de especies homdlogas resultados basado en ensayos de hibridacion,

(Palleroni et al., 1973). Esto llevd a la subdivision del género Pseudomonas en cinco grupos




homoélogos de 16S rRNA bien definidos, garantizando al menos cinco denominaciones genéricas
independientes. Méas tarde, se realiza un analisis taxonémico polifasico, incluyendo datos de la
secuencia 16S rRNA, andlisis de hibridacién ADN-ADN, proporcionado motivo suficiente para la
creacién del género Burkholderia para ordenar las siete especies del Grupo Il rRNA (P. cepacia, P.
caryophylli, Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei, Pseudomonas pseudomallei, Pseudomonas
solanacearum y Pseudomonas picketti) (Gillis et al., 1995; Yabuuchi et al., 1993). Hasta el 2011 las

especies reconocidas eran 62 (Suarez-Moreno et al., 2011), (Fig. 1).

La construccidn de arboles filogenéticos esta basada en el anélisis de la secuencia de genes de
mantenimiento (16S rRNA, recA, gyrB, rpoB, etc.). Tomados en cuenta este conjunto de analisis, se
sugieren dos grupos principales que se pueden distinguir dentro del género Burkholderia (Godoy et
al., 2003; Onofre-Lemus et al., 2009; Payne et al., 2006; Payne et al., 2005; Tayeb et al., 2008). Al
alinear secuencias de 16S rRNA de cepas tipo del género Burkholderia, se construyd un arbol de
distancia en el que se distinguen dos grupos, el grupo de las patdgenas en el que se incluye al BCCy
el denominado grupo “Pseudomallei”; el segundo grupo de las benéficas asociadas a plantas y al
ambiente (PBE), (il. 3) (Suarez-Moreno et al., 2011).

Un grupo de organismos muy cercano a B. cepacia y ella misma, se agrupa en un conjunto de distintas
especies genémicas conocido como Complejo Burkholderia cepacia (BCC). Cada especie fue
inicialmente designada como “genomovar”, pero luego adquirieron nombre binomial por especie
(Vandamme et al., 1997). El complejo BCC esta compuesta por 17 especies que comparten el 98-
100% de similitud en su secuencia ARNr 16S, y 94-95% en sus secuencias de genes recA (Vanlaere
et al., 2009; Vanlaere et al., 2008; Suarez-Moreno et al., 2011). Aunque el género Burkholderia tiene
gran importancia como patbégeno, también es notable su papel agro-biotecnolégico. Como ejemplos,
la actividad fijadora de nitrégeno de forma libre, en especies como B. brasiliensis M130 (Baldani et al.,
1997) y B. kururiensis, B. silvatlantica, B. vietnamiensis (De los Santos et al., 2001; Caballero-Mellado,
et al., 2004); la fijacién de nitrdgeno en asociacion simbiotica con plantas leguminosas, como es el
caso de B. pymatum, B. mimosarum, B. tuberum (Moulin et al., 2001); y la promocién de crecimiento

vegetal.
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Figura 1. Arbol filogenético basado en las secuencias de 16s rRNA de las especies pertenecientes al

género Burkholderia (Suarez-Moreno, et al., 2011).




» Habitat del género Burkholderia

En las dltimas dos décadas, la investigacion sobre especies del género Burkholderia ha sido
constantemente expandida. Varias especies de este género se han aislado a partir de muestras de

animales, plantas (Tab. 1), suelo y agua.

Cepas Fuente de aislamiento:

B phytofirmans’, B. tropica?, B. unamae® y B. | Raices, tallos, hojas e incluso como enddfitos.

silvatlantica*

B. tropicalis® y B. kururiensis®, B. tropica®, B. | Tallos, raices, hojas, frutos de pifia y platano

unamae’, B. silvatlantica® y B. xenovorans®

B. caledonica®™, B. graminis’, B. phenazinium', B. | Suelo
sacchari’®, B. caribensis’, B. glathei’0, B. hospita’",

B. terricola®

Tabla 1. Ejemplos de especies del género Burkholderia aisladas de muestras vegetales. (Sessitsch
et al., 2005), 2(Reis et al., 2004), 3(Caballero-Mellado et al., 2004), 4(Perin et al., 2006), 5(Cruz et al.,
2001), 5(Reis et al., 2004), 7(Caballero-Mellado et al., 2004), 8(Perin et al., 2006), 9(Goris et al., 2004)
y (Coenye et al., 2003).

Las bacterias promotoras de crecimiento utilizan diferentes mecanismos para la produccion de
sustancias reguladoras de crecimiento. Ejemplo de ello son la produccién de sideréforo en B. tropica
y B. unamae; y la solubilizarian de fosfatos en B. tropica, B. unamae y B. xenovorans, (Caballero-
Mellado, 2007).

Adicionalmente a las especies mencionadas se encuentran algunas especies patdgenas en plantas,
como B. caryophylli, un patégeno del clavel; B. plantarii, causante de las enfermedades del arroz y B.

gladioli patdgeno de la cebolla.

Existen especies que se han encontrado como endosimbiontes en insectos de los géneros Alydus,
Darmistus, Hyalimenus y Megalotomus (Kikuchi et al., 2005). Ademas existen otras especies de
Burkholderia que se encuentran asociadas a hongos, entre ellas B. fungorum, la cual se aislé del
hongo Phanerochaete chrysosporium (Coenye et al., 2001) y B. sordidicola asociada con la pudricién
blanca Phanerochaete sordida (Lim et al., 2003), asi como también con especies del género Fusarium
(Toledo et al., 2002).




A principios de la década de los 80°s, las cepas de B. cepacia estaban siendo cada vez mas
recuperadas a partir de muestras de suelo o plantas, como cultivos de vias respiratorias y muestras

de pacientes con fibrosis quistica (Isles et al., 1984).

Aislamientos reportados en México, pertenecientes al género son: Burkholderia mallei, causante de la
enfermedad “glanders” en mulas, burros, caballos y ademés clasificada como arma bioldgica; B.
vietnamiensis, Estrada-de-los Santos y colaboradores (2001) aislaron a partir de rizosfera y rizoplano
de plantas de maiz y en rizosfera, rizoplano y raices de plantas de café en algunas regiones del estado
de Morelos; B. unamae y B. tropica halladas en la rizosfera y el rizoplano procedentes de plantas de
café y maiz cultivados en los estados de Oaxaca, Chiapas, Querétaro y Veracruz (Caballero-Mellado
et al., 2004; Reis et al., 2004




V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El género Burkholderia comprende un gran numero de especies encontradas en diversos ambientes
ecoldgicos. Hasta el momento, existe un gran desconocimiento de su diversidad y distribucion
geografica. La mayor atencion se centra en las especies con el impacto en el area clinica. Por otro
lado, se destaca el potencial biotecnolégico que poseen algunas especies de Burkholderia y de las

que aun se conoce poco de su ecologia.

Considerando el potencial del género Burkholderia para establecerse y colonizar en distintos
ambientes ecologicos, teniendo un rol en el area de la biotecnologia y clinica, en el presente estudio,
se propone la busqueda, aislamiento e identificacion parcial de este género, considerando que no
existen reportes en la literatura de estudios realizados en el Estado de Puebla y muy pocos a nivel

nacional.

Analizando la presencia, distribucion y la diversidad de este género en diferentes ambientes es posible

obtener un mejor entendimiento sobre la interaccion que posee en diferentes nichos.

10
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V. JUSTIFICACION

El presente trabajo de tesis, permitira profundizar en el conocimiento de las caracteristicas ecologicas
del género Burkholderia y forma parte del inicio de un estudio biogeogréafico de este género en el
Estado de Puebla.

Este estudio pretende aportar informacion sobre la distribucion de éste género no solamente
delimitado por la diversidad de climas en el estado de Puebla, sino en interaccion con plantas silvestres

o cultivos agricola.

11
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VI. OBJETIVOS
Determinar la presencia y diversidad de especies del género Burkholderia en el estado de Puebla.

» Objetivos especificos

v" Aislar cepas del género Burkholderia en distintas regiones del estado de Puebla.
v" Identificacion preliminar a los aislamientos mediante el uso de técnicas fenotipicas y

moleculares.
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION

> Localizacion del muestreo

El Estado de Puebla, cuya capital es Puebla de Zaragoza, cuenta con 217 municipios. Posee una

extension de 34 309 km2, que corresponde al 1.7% del territorio nacional.

- Clima

El clima de Puebla se divide en proporciones de climas, templado-subhimedo, calido subhumedo,

seco, semiseco, calido humedo y templado himedo. También existe un pequefio porcentaje (0.2%)

de clima frio en la cumbre de los volcanes de mayor altitud (Fig. 2).

Meéxico

Veracruz-Llave

Tlaxcala

Morelos

Guerrero oy W

[ Templado subhdimedo 35%*
[ Seco y semiseco 19%*
[ Célido subhimedo 25%*
[ Célido htimedo 14%*
[ Templado himedo 7%*
Frio de alta montafia 0.2%%*
*Referido al total de la superficie estatal.

FUENTE: Elaborado con base en INEGI. Carta de Climas 1:1 000 000

Figura 2. Distribucion climatoldgica del Estado de Puebla (INEGI © 1985).

La temperatura media anual del estado es de 17.5°C, siendo la temperatura maxima promedio

de 28.5°C (abril y mayo) y la temperatura minima promedio de 6.5°C durante el mes de enero (INEGI

©1985),




- Altitud

El estado de Puebla, tiene una altitud maxima de 5600 msnm la cual forma parte de la distribucion

geogréfica X del Eje Neovolcanico y una minima de alrededor de 120 msnm (Fig. 3).

Volcan Citlaltépetl
A (Pico de Orizaba)
5610 msnm

Maxima

Altitud

Rio Pantepec
120 msnm
—

Mivel del mar

Figura 3. Altitud del Estado de Puebla, (INEGI ©, 1985).

- Zona de Muestreo

Las zonas del estado de Puebla que fueron seleccionadas para llevar a cabo la colecta de muestras

bioldgicas fueron: La Paz Tlaxcolpan, San José del Rincdn, San Miguel Atlapulco (Fig. 4).

Atlixco

! c -
Google 00 LEE 2

Figura 4. Croquis procedente al primer recorrido, en la primera colecta de muestras. a) La Paz
Tlaxcolpan, b) San José del Rincdn, ¢) San Miguel Atlapulco (INEGI © 2014).

La segunda parte del muestreo se realizé en la zona de la Regién de Chignahuapan (Laguna de
Chignahuapan y Presa la Paz) (Fig. 5). Los sitios de muestreo se eligieron aleatoriamente, solo

tomando caracteristicas de clima y condiciones de crecimiento para el género Burkholderia.
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Figura 5. Croquis procedente al sequndo recorrido, en la segunda colecta de muestras. a) Laguna de
Chignahuapan, b) Presa la Paz (INEGI © 2014).

> Caracteristicas de Muestreo

Se tomaron muestras a partir de suelos rizosféricos y especimenes vegetales silvestres (pino,
helechos, musgos y orquideas) y de interés agricola (maiz, nopal, alfalfa, agave, cactus) de manera

aleatoria y por duplicado. Asi mismo, se seleccionaron dos cuerpos de agua de interés regional.
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VI.  MATERIAL Y METODOS

> Aislamiento y caracterizacion fenotipica

El aislamiento bacteriano se llevo a cabo tomando 1 g de muestra (suelo rizosféricos y agua) el cual
fue resuspendido en 9 ml de MgSO, - 7H, 0 (10 mM), y permanecié en agitacion, durante 30 minutos.
Para el aislamiento a partir de planta/raiz se realizaron varios lavados con agua destilada y se
maceraron las muestras y en el caso de las muestras de agua, se centrifugaron (5000 rpm/20 min) y
se resuspendieron en 1 ml de MgSO, - 7H,0 (10 mM). Posteriormente para cada muestra,
independientemente del origen, se diluyo seriadamente y se inocularon las diluciones 1071- 10~*
con 100 ul de cada una de ellas en medio semi selectivo PCAT (por duplicado). Se incubaron las

placas a 30°C, durante 24-48 h segun el crecimiento (Ver apéndice 1).

Después del tiempo de incubacion de las placas, se revisaron cada una de las placas, tomando solo
una colonia, considerando el fenotipo caracteristico de Burkholderia sp. (colonias de tamafio pequefio,
color blanco a nacarado o amarillas y brillantes con bordes definidos). Cada colonia se inoculo en
caldo LB (enriquecido con Ac. Succinico, ver apéndice 1). Incubados durante 24 h a 30°C en agitacion.
Posterior a las 24 h de incubacion se sembré por estria cruzada en placas con el medio PCAT, para
rectificar pureza de cada una de las colonias aisladas y mostrando semejanza con el fenotipo de las

especies tipo pertenecientes al género Burkholderia.

También se utilizé otro medio semi-selectivo, agar Cetrimida adicionado con glicerol (0.5%), para
descartar a los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas, exclusivamente aquellas
especies que producen pigmentaciéon como son: P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens. La emisién
de fluorescencia colonial se evidencia por medio del uso de la camara de UV, después de haber sido

incubada por 48 h a 30°C, (ver apéndice 1).
» Caracterizacion genotipica

A las cepas seleccionadas presuntivamente como Burkholderia, se lavaron y resuspendieron
enMgSO0, - 7H,0 (10 mM) para después ser amplificadas por PCR un fragmento del gen ribosomal
16S, utilizando oligonucledtidos especificos (BKH812F 5 CCCTAAACGATGTCAACTAGTTG3" Y
BKH1249F 5° ACCCTCTGTTCCGACCAT'3), (Bergmark, et al., 2012). Los cuales amplifican un

segmento de aproximadamente 438 pb.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 8 pl bajo las siguientes condiciones:
3 min a 95°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 63°C y 1 min a 72°C, seguido de una extension final
de 4 min a 72°C.

Los aislados que fueron identificados preliminarmente como Burkholderia se conservaron en glicerol

al 30% y fueron almacenadas a -80°C.
> Digestion con enzimas de restriccion “in silico”

Se utilizé el programa NebCutter®, para la bisqueda de enzimas de restriccién de corte frecuente a
partir de secuencias del gen 16S rRNA de algunas especies pertenecientes al género Burkholderia,
obtenidas de la base datos de NCBI para la obtencion de patrones enzimaticos diversos entre los

aislados.
» ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis)

El gen ribosomal 16S rRNA (~1500 pb) fue amplificado utilizando oligonucleétidos universales (UN27F
5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'y UN1392R 5-CAGGGGCGGTGTGTACA-3), (Weisburg et al.,

1991) bajo las siguientes condiciones.

UN27F 5-TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

95°C por 3 min

94°C 30s

57°C 45s 26 ciclos
72°C 1 min

72°C por 10 min

La reaccién de PCR (20ul) contenia 100nM de cada dNTP, 50mM MgClz, Buffer 10x, Oligonucleotidos
60uM y 5U de Taq polimerasa. Bajo estas condiciones se obtendran productos de amplificacién de

aproximadamente 1369 pb.

Los productos de amplificacion del gen ribosomal 16S se dirigieron con las enzimas Haelll, Alul y
Mspl, de acuerdo con el protocolo (ver apéndice 1). Se llevé a cabo una electroforesis en gel de
agarosa al 2% para registrar los patrones de bandas, utilizando el Marcador GeneRuler™ 100 pb DNA

——

17

—'



Ladder, ©2013, Thermo Fisher Scientific Inc.; y los geles fueron visualizados con el fotodocumentador

UVP GelDoc-It™ System y el programa VisionWorks LS (aplicaciéon 1D Analysis plugin).
> Analisis de ARDRA

Con base con los patrones de restriccion obtenidos a partir del ensayo ARDRA fueron comparados y
se tradujeron en una matriz de presencia o ausencia de patrones, la cual se construy6 con los

caracteres 1 (presencia) y 0 (ausencia).

Posteriormente, dicha matriz fue analizada con el programa computacional FREE TREE ver.0.9.1.50
(Pavlice et al., 1999) que analiza caracteres discretos. El analisis comparativo de los patrones fue
mostrado mediante la construccion de una parte del genoma el cual se visualizd por medio del
programa TREE VIEW ver.1.24.0.0.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION
> Muestreo

El primer muestreo se realizd en la zona centro del estado, caracterizado por un clima semi-seco. Las
localidades de estudio fueron: La Paz Tlaxcolpan, San José del Rincon y San Miguel Atlapulco
(24°48'59'N y 107°22'41°0), (Fig. 6).

Figura 6. Primer muestreo, localizado en la zona centro del estado de Puebla.

En la siguiente tabla, se muestran los datos relevantes del primer muestreo:




1A Suelo rizosféricos de Maiz Tlaxcolpan 5.2
1B Planta Maiz Tlaxcolpan 5.2
2 Suelo rizosféricos de encino Tlaxcolpan 6.5
3 Suelo rizosféricos de Nopal Tlaxcolpan 6.5
4A Suelo rizosféricos de Alfalfa San José del Rincon 7.5
4B Planta y raiz de Alfalfa San José del Rincon 7.5
5 Suelo rizosféricos de Agave San José del Rincon (Hacienda) 7.4
6 Suelo rizosféricos de érgano o cactus Atlapulco 7.3
7 Suelo rizosféricos de Palma Atlapulco 7.3
8 Suelo rizosféricos de leguminosa Atlapulco 7.3
9A Suelo rizosféricos de helecho Atlapulco 7.3
9B Planta y raiz Helecho Atlapulco 7.3
10 Agua San José del Rincén (Laguna de 8.1
Valsequillo)

Tabla 2. Caracteristicas del primer muestreo, denominado como (Grupo A).

El segundo muestreo se realizb en la zona norte del estado, localizdndose en el municipio de
Chignahuapan (19 ° 50°00'N y 98 ° 02°00°0), caracterizado por tener un clima templado humedo
(Fig. 7).
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Figura 7. Segundo muestreo, localizado en el municipio de Chignahuapan.

En la siguiente tabla, se enlistan las muestras colectadas en el segundo muestreo con sus respectivas

caracteristicas:
L . O
11 Suelo rizosféricos Helecho Chignahuapan 5.51
12 Suelo rizosféricos Pino Chignahuapan 5.18
13 Suelo rizosféricos Maguey Chignahuapan 5.88
14 Planta y raiz Orquidea (Bromelia)  Chignahuapan 5.77
15 Suelo rizosféricos Bromelia Chignahuapan 5.77
16A Suelo rizosféricos de Mini helecho  Chignahuapan 4.81
16B Planta y raiz de Mini helecho Chignahuapan 4.81
17 Suelo rizosféricos Maiz Chignahuapan 5.82




18 Suelo rizosféricos Maiz Laguna Chignahuapan 6.05

19 Suelo rizosféricos Pino Tlaxco (Bosque de Coniferas) 5.21

20 Agua Tlaxco (Presa la Luz) 6.9

21 Agua Chignahuapan (Laguna de 7.63
Chignahuapan)

22 Raiz Orquidea (Bromelia) Chignahuapan 5.76

Tabla 3. Caracteristicas del sequndo muestreo, denominado como (Grupo B).

Uno de los pardmetros comparables entre el primer y segundo muestreo es el valor de pH de las
muestras colectadas. En el primer muestreo la mayoria de los valores de pH registrados, tienden a la
neutralidad (6.5 a 7.3), a excepcion de la muestra de maiz, que tiene un valor de pH acido. Para el
caso de segundo muestreo, los valores de pH se definen en un rango de pH &cido (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.

Existen reportes de aislamientos de Burkholderia a partir de rizosfera con pH &cido, tales como B.
tropica, especie aislada en el rango de pH 4.5 a 6.5 (Reis et al., 2004) y B. unamae, la cual fue aislada
de rizosfera en un rango de pH de 4.5-7 (Caballero-Mellado et al., 2004). Recientemente, B.
acidipaludis y B. heleia fueron aisladas a partir de la planta Eleocharis dulcis, la cual crece en pantanos
altamente &cidos (pH 2-4) (Aizawa et al., 2010a, b). Por ende, es posible que un determinado rango
de pH favorezca el establecimiento de ciertas especies pertenecientes al género Burkholderia, por lo
tanto, seria interesante analizar a partir de muestras ambientales su presencia en regiones donde el

pH sea acido o alcalino.

» Nomenclatura
La nomenclatura que se utilizd para designar a cada uno de los aislamientos obtenidos, se basa
tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:
Las cepas aisladas se nombraron de la siguiente forma:
Ejemplo A2n2-c
v Donde la primera letra, mayuscula corresponde a la seccién de muestred. Usando A para

(Grupo A), B para (Grupo B) segun corresponda la muestra :
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1 La Paz Tlaxcolpan Maiz Grupo A A
2 Tlaxcolpan Encino Grupo A A
3 Tlaxcolpan Nopal Grupo A A
4 San José del Rincon Alfalfa Grupo A A
5 San José del Rincon Agave Grupo A A
6 San Miguel Atlapulco Cactus Grupo A A
7 San Miguel Atlapulco Palma (palmito) Grupo A A
8 San Miguel Atlapulco Legumbre Grupo A A
9 San Miguel Atlapulco Helecho Grupo A A
10 San José del Rincon Laguna Grupo A A
1 Chignahuapan Helecho Grupo B B
12 Chignahuapan Pino Grupo B B
13 Chignahuapan Maguey Grupo B B
14 Chignahuapan Orquidea Grupo B B
15 Chignahuapan Bromelia Grupo B B
16 Chignahuapan Mini helecho Grupo B B
17 Chignahuapan Maiz Grupo B B
18 Laguna de Chignahuapan = Maiz Grupo B B
19 Tlaxco Pino (bosque de coniferas) = Grupo B B
20 Tlaxco (Presa la Luz) Agua Grupo B B
21 Chignahuapan  (Laguna Agua Grupo B B
de Chignahuapan)
22 Chignahuapan Orquidea (Bromelia) Grupo B B

Tabla 4. Tabla descriptiva del origen de muestra, para ordenar nomenclatura.

v" Elnimero después de la letra mayuscula corresponde a la planta de cada especie muestreada
del cual proviene el aislado; M2n2-c

1: Individuo uno
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2: Individuo dos

3: Individuo tres

v" La letra mintscula después del nimero corresponde a la zona de la cual proviene la cepa
aislada; M2s2-c
s: suelo rizosféricos
r: raiz
p: planta
¢: cuerpo de agua

e: enddfito/epifito

v" El nimero después de la letra minUscula corresponde a la dilucion de la cual fue aislada la
cepa; m2n2-c
1: Dilucion 10-1
2: Dilucién 10-2
3: Dilucién 10-3

v El nimero al final se otorgd arbitrariamente para evitar cepas con la misma nomenclatura.
M2n2-1

» Aislamiento e identificacion preliminar

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas con otros tipos de
microorganismos. Los cultivos de estas mezclas se reconocen como cultivos mixtos. Sin embargo, el
conocimiento de los microorganismos se consigue mediante el estudio de cepas aisladas, cultivadas
en el laboratorio en cultivos puros (0 axénicos). Por otro lado, el estudio molecular conduce a la
caracterizacion de los microorganismos, aun en poblaciones mixtas. Sin embargo la identificacion
bacteriana y la caracterizacion completa es posible tras el aislamiento de la bacteria y la obtencién de

cultivos puros (Granada, 2015).

En medio PCAT los aislados presentaron una morfologia colonial caracteristica en cuanto a las

siguientes caracteristicas: tamafo, color, forma (puntiforme, circular, irregular), elevacién (plana,
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elevada, convexa, umbonada), superficie (lisa, rugosa), aspecto (himedo, seco), bordes (enteros,
irregulares), luz reflejada (opaca, mate), consistencia (butirosa, mucoide, friable). En esta primera fase

de identificacion parcial, se estimo un nimero de 338 colonias aisladas en medio PCAT.

Se comparé la morfologia de cepas tipo (Fig. 8) con los aislamientos obtenidos, podemos observar
caracteristicas similares. Esto fue de gran utilidad al seleccionar colonias con morfologia caracteristica

y continuar con la caracterizacién fenotipica.

Figura 8. Morfologia colonial, cepas tipo en medio PCAT. a) B. brasilensis M130, b) B. fungorum
KMG16225, c) B. gladioli AUAPS07070, d) B. hospita LMG20598, e) B. kururiensis Kv23, f) B.

phymatum STM815, g) B. tuberum STM678, h) B. unamae Mtl-641, i) B. viethnamiensis TUU75, j) B.
cepacia tipo ATCC25416, k) B. tropica Ppe8T, I) B. caribensis MWAP64, m) B. tropica MCD762.

» Caracterizacion fenotipica

La sintesis de pigmentos por parte de los microorganismos es una caracteristica determinada
genéticamente. Su formacién en muchos microorganismos es dependiente de la presencia de la luz,

de la composicién del sustrato, de la edad de la colonia y de la temperatura de incubacion. Los




pigmentos derivan de distintos productos quimicos: carotenoides, pirroles y otros (Raisman et al.,
2013). Pseudomonas es uno de los microorganismos fenotipicamente similares a Burkholderia, pero
en cuanto a la produccion de pigmentos se conoce que especies pertenecientes al género de
Pseudomonas secretan una variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina

(amarillo verdoso fluorescente) (Fig. 9) y piorrubina (rojo pardo), (King et al. 1954).

Figura 9. Prueba de emision de fluorescencia. a) P. aeuroginosa (control positivo), produce
fluoresceina evidenciada con luz UV; b) Klebsiella planticola (control negativo), ¢) B. unamae Mtl-641
(control negativo). b) y ¢) no muestran emisién de fluorescencia debido a que no hay produccion de

pigmentos.

Utilizando el medio Agar Cetrimida adicionado con glicerol de la caracterizacion fenotipica se logré
descartar un gran numero de aislamientos que mostraban fenotipo fluorescente (Fig. 10) y conservar

solo 104 aislamientos seleccionados presuntivamente como Burkholderia.
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Figura 10. Presencia de pigmentos que emiten fluorescencia bajo la exposicion a luz UV. a-b) Grupo
B; c-d-e) Grupo A

» Caracterizacion genotipica

Las cepas presuntivas fueron probadas utilizando los oligonucleétidos especificos BKH (Bergmark et
al., 2012) obteniéndose bandas de amplificacion del tamafio esperado (~438 pb) (Fig. 11).




1.2 4 9 1113 16 18 23 25 28 33 XVII34 35 39a 40 41 42 43 45 46 51 C+ C+ C C

.‘ .
T L .10 '.. - . . ....

- : ]
Figura 11. Electroforesis de los amplificados obtenidos, mediante el uso de los oligonucledtidos
BKH812F y BKH1249R. (1-51) Aislamientos representativos, donde se logra observar un producto

amplificado de tamario esperado (438 pb). (C+) B. caryophylli. (C+) B. unamae. (C-) Pseudomonas sp.
(C-) Agua.

Como resultado de este ensayo se obtuvieron 87 aislados presuntivamente identificados como
Burkholderia. De los cuales en su mayoria provienen de suelo rizosféricos, en ambos muestreos.

Cepas aisladas de cuerpos de agua, dos en el primer muestreo y tres provenientes del segundo
muestreo.

» ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis)

Previo al analisis ARDRA se amplifico el gen ribosomal 16S rRNA con los oligonucleétidos UN27F
y UN1392R (Fig. 12) para ambos muestreos.
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Figura 12. Imagen representativa de la amplificacion del gen 16S rRNA. XVII marcador 100pb

(ver apéndice 2).

Los 87 aislamientos positivos a BKH fueron agrupados mediante ARDRA. Después de obtener los
distintos perfiles enziméticos (Fig. 13, 14), se generd una matriz, traduciéndose los patrones como
presencia o0 ausencia de bandeo, la cual fue codificada con los caracteres 1 (presencia) y 0 (ausencia),
(Fig. 15).




Figura 13. Imagen representativa del analisis de restriccion del gen 16S del grupo A con las enzimas:
A) Haelll. B) Alul. B) Mspl. (M) Marcador 100pb.

Figura 14. Imagen representativa del analisis de restriccion del gen 16S del grupo B con las enzimas:
A) Haelll. B) Alul. B) Mspl. (M) Marcador 100pb.
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Figura 15. Matriz construida a partir de patrones de bandeo como presencia (1) o ausencia (0).

A partir de los perfiles enzimaticos obtenidos mediante ARDRA, se llevd a cabo la agrupacién

preliminar de los aislamientos.
» Analisis de ARDRA

La matriz de presencia y ausencia de patrones se analiz6 con el programa FREE TREE generandose
un arbol de distancia, el cual se logro visualizar por medio del programa TREE VIEW ver. 1.24.0.0. La

matriz de datos se analizé utilizando los algoritmos Neighbor-Joining y Jaccard.

Cabe mencionar, que se intentd construir un arbol filogenético contemplando un anélisis que incluida
las restricciones teéricas de las especies del genero Burkholderia, sin embargo el resultado no fue
exitoso, puesto que se generaban dos grandes grupos, uno perteneciente a los aislados y otro al de
las especies Burkholderia. Lo que indica que para darle continuidad a este estudio se requerira de un

analisis taxonomico polifasico o bien la inclusion de un mayor nimero de endonucleasas.
Las figuras 16 y 17 muestran un arbol de distancia para cada uno de los muestreos.

En el arbol de distancia perteneciente al grupo A, es notable la formacion de dos grandes
agrupaciones, la primera agrupacion de aislamientos en la parte inferior, comparte la caracteristica de
que en su mayoria poseen un valor de pH neutro (con excepcién del aislado A1s3-17, pH 5.2) y que
todos se obtuvieron a partir de suelo rizosférico. Esta agrupacion estd comprendida por los aislados

provenientes de palma, helecho y leguminosa.

32

——
| —



La segunda agrupacion en la parte superior, esta comprendida en general por un considerable numero
de aislados, distinguiéndose la presencia de aquellos obtenidos a partir de maiz en mayor cantidad,
luego de palma y seguido en menor nimero aislados provenientes de alfalfa, helecho, agave, nopal y
encino. En comparacion con el primer grupo, se coincide en que la mayoria de ellos provienen de
suelo rizosférico, a excepcion de los aislamientos A10c1-28 y A10c3-29, los cuales se obtuvieron a
partir de muestras de agua de la presa de Valsequillo. Adicionalmente, en este segundo grupo se ha
formado un subgrupo comprendido por siete aislados de maiz y uniéndose a este subgrupo un aislado

de alfalfa.

Por otro lado, se observa claramente en el dendograma que los aislados A4s5-25, A4s5-26, A4s5-27
son clonas que se agruparon bajo un mismo nodo con un aislado obtenido a partir de palma. Ademas,

se observd que un aislado de maiz se agrupd con un aislado de nopal (Fig. 16).
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Figura 16. Arbol de distancia de los aislamientos obtenidos del Grupo A provenientes de la zona semi-arida. Se utilizaron patrones de digestion
Haelll, Alul' y Mspl. La matriz de datos se analizd con los algoritmos Neighbor-Joining y Jaccard, utilizando los programas FreeTree y TreeView.
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Figura 17. Arbol de distancia de los aislamientos obtenidos del Grupo B provenientes de la zona templada-hiimeda. Se utilizaron patrones de
digestion Haelll, Alul y Mspl. La matriz de datos se analizd con los algoritmos Neighbor-Joining y Jaccard, utilizando los programas FreeTree y
TreeView.
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En la figura 19 se muestra el arbol de distancia perteneciente al grupo B que esta comprendido por un
total de 57 aislados, si se compara con el primer muestreo, el valor de pH del grupo B oscila en el
rango de 4.8 a 6.0, con excepcion de las muestras de agua provenientes de la Presa La Paz y la

Laguna de Chignahuapan (pH 6.9 y 7.63, respectivamente).

De manera general, se observd que en el grupo B, los aislados en su mayoria se obtuvieron a partir
de suelo rizosférico, con excepcion de los aislamientos (enddfitos/epifitos) obtenidos a partir de la

orquidea, y dos aislados a partir de muestras de agua de la Laguna de Chignahuapan.

En el grupo B, también se forman dos grandes grupos. En el grupo inferior, se observa la presencia
presuntiva de Burkholderia sp., destacandose en primer lugar, en especies forestales como el pino (12
aislados diferentes), y en maguey como segundo lugar, seguido los aislamientos obtenidos a partir de
Bromelia, orquidea y musgo. También se observd, que posiblemente se encontr6 a la misma cepa en
diferentes plantas silvestres: orquidea y Bromelia y compartimentos (B14e3-72 y B15s2-73,

respectivamente).

En el grupo superior del grupo B, se detecto presuntivamente Burkholderia sp. en mayor nimero tanto
en pino como en helecho agrupandose en su mayoria bajo un mismo nodo, y observandose que en
algunos casos, se trata de la misma clona. Sin embargo, también existe la posibilidad de que la misma
especie colonice ambos ambientes, como es el caso de: B17s2-34 y B21¢1-33 (maiz y muestra de
agua, Laguna Chignahuapan, respectivamente); B11s1-45 y b18s2-43 (helecho y maiz). Asi mismo,

se observd presuntivamente la presencia de Burkholderia sp. en orquidea y maguey.

A pesar de las limitantes que presenta este estudio preliminar de deteccidn del género Burkholderia
sin llegar a la identificacion total de los aislamientos, tiene la intencién de dar a conocer la diversidad
que existe de género bajo la metodologia empleada como etapa inicial de un estudio global sobre este
género en el estado de Puebla. La ampliacién y complementacién de este estudio aportara

favorablemente al conocimiento del género Burkholderia en relacion a diferentes habitats.
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Xl.

CONCLUSIONES
Las caracteristicas climatologicas del estado de Puebla, favorecen el habitat para el desarrollo
de especies pertenecientes al género Burkholderia.
En el aislamiento, utilizando el medio PCAT se obtuvieron presuntivamente un total de 338
cepas de Burkholderia y este nimero se redujo en un 31% al utilizar medio Cetrimida con
glicerol.
El uso de oligonucleétidos semi-especificos disefiados en base a regiones multi-variables del
gen ribosomal 16S, condujo a la deteccién de 87 aislados presuntivamente pertenecen al
género Burkholderia.
Bajo la metodologia empleada, fue posible detectar la presencia del genero Burkholderia en
cultivos agricolas (maiz, alfalfa), plantas silvestres (nopal, agave, palma, leguminosas,
helecho, maguey, orquidea, bromelia, musgo), arboles maderables (pino y encino) asi como
en cuerpos de agua.
En general, el anélisis de ARDRA mostro el agrupamiento de los aislados dependiendo de su
origen de aislamiento.
La construccion de los arboles de distancia muestra una gran diversidad de microorganismos,
lo que nos indica que existe una gran diversidad de cepas presuntas pertenecientes al género
Burkholderia.
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1,
a)

APENDICE
Aislamiento
Solucién sulfato de Magnesio (MgSO, - 7H,0) (g/l)

2.4647 g MgSO, - 7H,0

1000 ml Agua

0.1
2
4.0
4.0
0.02
15.0

PCAT (g/l) pH =57

Sulfato de Magnesio
Acido Acelaico
K,HPO,

KH,PO,

Extracto de Levadura

Agar

*75 mg/l Azul de Bromotimol

*2.5 g/l Clorotalonil (Filtrar antes de agregar. Agregar después de esterilizar)

10.0
0.5
15.0

b)

20.0
1.4

CALDO LB (g/l

Peptona de Caseina
Acido Succinico

Agar

Caracterizacion Fenotipica
AGAR CETRIMIDA (g/l) pH 7.2

Peptona de Caseina

Cloruro de Magnesio
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10.0 Sulfato de Magnesio

0.3 Cetrimida
13.6 Agar
- AGARLB

10.0 Peptona de Caseina
0.5 Acido Succinico
15.0 Agar

*Enriquecer el medio con Glicerol al 10%, para ayudar a las bacterias a emitir fluorescencia en caso

de pertenecer al género Pseudomonas.

c¢) Caracterizacion genotipica

- Mixde PCR
1 PCR/ 8l

Agua 3.93
Buffer, MgCl 0.8
dNTP’s 0.12
Oligos F 1
Oligos R 1
Taq 0.15
[DNA] [1]

- Marcador de peso molecular

Del inglés, DNA Molecular Weight Marker XVII (0.7 % agarose gel)
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/5000
—— 4500
—— 4000
—— 3500
—— 3000

— 2500
~—— 2000

- 1500

~— 1000

— 500

- Gel de Agarosa 1%

1% Agarosa
20 ml TAE 50X
97.8 ml Agua TD

*Diluir aplicando calor
- TAE 50X

1.- Preparar 40 ml de EDTA 0.5 M (pH 8)

7.44 g de EDTA en 40 ml de agua
2.- Para 250 ml de TAE 50X

Solucion #2. Agregar 60.5 g TRIZMA y diluir en 190 ml de agua, mediante agitacién
3.- En la solucién #2, agregar 10 ml de EDTA 0.5 M (pH 8)
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*Ajustar pH 7.8 - 8.0 con Acido acético cbp, con agitacion.

d) Perfil enzimatico, ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

- Enzima Haelll

Mix de Reaccién

Mix 12 ul
Agua 5.5ul
Buffer 1.2ul
Enzima | 0.3ul
DNA 5ul

*Se incubara la reaccion durante 3 horas 37°C

- Enzima Alul
Mix 12 ul
Agua 5.5ul
Buffer 1.2.ul
Enzima | 0.3ul
DNA 5ul

*Se incubara la reaccion durante 1 hora a 37°C
- Enzima Mspl

Mix de Reaccién

Mix 12 ul
Agua 5.5ul
Buffer 1.2ul
Enzima | 0.3ul
DNA 5ul
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*Se incubara la reaccién durante 1 hora a 37°C
- Preparacion del Gel de Agarosa 2%

2% Agarosa
20 ml TAE 50X
97.8 ml Agua TD

*Diluir aplicando calor

——
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2. APENDICE

Agrupacion de los valores de corte obtenidos experimentalmente de los ensayos ARDRA, de nuestros

aislamientos obtenidos.

GRUPO A
Enzima Haelll Mspl Alul
GRUPO 1 1,4,6,18,23,24,29 18,23,24,29 23,24,
GRUPOQ 2 45,59 58,59, 58,32,59
GRUPO 3 32, 45,46 4,6
GRUPOQ 4 46, 58 33 17,18
GRUPQO 5 36 36 36
GRUPOQ 6 54 54 45,46
GRUPO 7 17 1 1
GRUPO 8 33 4,6,32 33
GRUPO 9 17 54
GRUPO 10 29
GRUPO 11 58,74,75,126,128,125 58,69,75,125,126,128 75,125,126,128,
GRUPO 12 51,133 51 51,69,72
GRUPO 13 62 133 133,
GRUPO 14 166 143 74
GRUPO 15 2,69,72 72 2
GRUPO 16 143 74 58
GRUPO 17 166 62
GRUPO 18 2 143
GRUPO 19 62 166
GRUPO B
Enzima Haelll Mspl Alul
GRUPO 1 23,25,33,34,35,45,46,53, 34,35,42,45,46,51,53,58,62,66, | 23,25,33,34,42,45,46,51,53,58,62
58,62,66,68,69,70,79%,81, 68,69,81,91,93,98,792 ,66,68,69,70,73,121,124,125,127,
91,94,98,127,130,137,152, 130,185
155,156,169,177,183,185,
190,193, 196, 197,203
GRUPO 2 1,2,4,9,11,13,18 90,127,130,137,148,148%,152,1 | 1,2,4,9,13,18,28,35,84, 137
55,156, 177,183,190,203
GRUPO 3 42 93,148,148° 1,11,13,16,28,33,125 177,183,190,193,196,197,203
GRUPO 4 99,100, 2,4,9,73,84,87,121 91,93, 98,100,152,155,156,169
GRUPQO 5 73,84,90 18,23,25 11, 148, 148290
GRUPO 6 16, 124 100,70 7981
GRUPQO 7 28,87 169,185 87
GRUPO 8 121 197 94
GRUPO 9 51 94 99
GRUPO 10 125 99 16
GRUPO 11 124
GRUPO 12 196
GRUPO 13 193
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3. APENDICE

Nombre actualizado de los aislamientos obtenidos.

Clave anterior
1A
4A
6A
17A
18A
23A
24A
29A
32A
33A
36A
45A
46A
54A
58A
59A
2B
51B
58B
62B
69B
72B
74B
75B

125B
126B
128B
133B
143B
166B

GRUPO A
Clave actual
A1s3-1
A1s3-2
A1s5-3
A1s4-4
A1s5-5
A1s3-6
A1s3-7
A1s1-8
A9s4-9
A4s2-10
A9s5-11
A7s2-12
A7s2-13
A7s4-14
A8s3-15
A8s2-16
A1s3-17
A7s3-18
A9s2-19
A2s2-20
A5s2-21
A3s2-22
A3s2-23
A7s1-24
A4s5-25
A4s5-26
A4s5-27
A10c1-28
A10c3-29
A7s4-30
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Clave anterior
1C
2C
4c
9C
11C
13C
16C
18C
23C
25C
28C
33C
34C
35C
42C
45C
46C
51C
53C
58C
62C
66C
68C
69C
70C
73C

79aC
81C
84C
87C
90C
91C
93C
94C
98C
99C
100C
121C
124C

GRUPO B
Clave actual
B21c1-31
B21cl1-32
B21c1-33
B17s2-34
B14el-35
Bl4el-36
Bl4el-37
B13s2-38
B11s2-39
B12s2-40
B13s3-41
B18s2-42
B18s2-43
B18s4-44
B11s1-45
B11s1-46
B11s1-47
B11s2-48
B11s2-49
B11s2-50
B11s3-51
B11s3-52
B12s1-53
B12s1-54
B12s1-55
B12s1-56
B13s2-57
B12s2-58
B12s2-59
B12s2-60
B12s2-61
B12s3-62
B12s3-63
B12s3-64
B12s4-65
B13s1-66
B13s1-67
B13s4-68
B14el-69
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125C
127C
130C
137C
148C
148aC
152C
155C
156C
169C
177C
183C
185C
190C
193C
196C
197C
203C

B14el-70
Bl4e2-71
Bl4e3-72
B15s2-73
B15s6-74
B15s7-75
B15s4-76
B16s1-77
B16s1-78
B19s1-79
B19s2-80
B19s2-81
B19s2-82
B19s2-83
B19s2-84
B19s3-85
B19s3-86
B19s4-87
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Introduction. Carbofuran -2,3-dihydro-2,2-
dimethyl-7-benzofuranyl N methylcarbamate-
is a broad spectrum systemic pesticide. The UK
Environmental Protection Act (EPA) forbade its
use in Europe in 2008; however, in our
continent is still widely used in several crops
such as maize, wheat, rice, soja, potato,
sunflower, fruits and other vegetables as an
insecticidal and nematicidal product. In
addition, Argentinian farmers are controlling
parrots population applying carbofuran into its
nests. Humans can absorb it by inhalation,
ingestion, through the skin or eyes. Carbofuran
is characterised by an inhibition of the enzyme
cholinesterase, which has a crucial role in all

physiological responses in insects, mammals
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and birds. Furthermore, in USA and other
countries it has been demonstrated that this
pesticide is present in ground and surface
water (1).

Bacterial carbofuran-degrading capability has
been detected only in a reduced number of
species of the genera Pseudomonas,
Sphyngomonas, Novosphingobium,
Paracoccus, Achromobacter, Rhodococcus,
Bosea, Microbacterium, and Burkholderia
(2,3). In the genera Burkholderia, B. cepacia
PCL3 (2) and B. pyrocinia (3) have the ability to
degrade it. The present study was conducted
with the aim to isolate local strains of pesticide-
degrading bacteria and evaluate their potential

for bioremediation of carbofuran.
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Methods. Soil and water samples were
collected from different plants, crops and from
Valsequillo dam located in a semi-arid area in
Puebla State. For isolating Burkholderia spp.,
the selective medium PCAT was used. After
DNA extraction, different multivariate regions of
the 16S rRNA gene were amplified with two
pairs of specific primers: RHG-F, R; BKH812F
and BKH1249R (4,5).

Burkholderia sp. lIsolates were spread on

The presumptive

minimal agar plate containing different
concentrations of carbofuran (50, 100, 150 and
200 mg/L) as a sole carbon source. As a
positive control it was used Dextrose a carbon
source and as negative control was use any
carbon source. The carbofuran-derivatives: 3-
keto-carbofuran (KCF) and 7-benzofuran were
also tested. The experiment was done in
triplicate and repeated three times. It was also
determined an individual growth curve for the
pesticide-degrading bacteria for 72 h at

30°C/150 rpm.

Results. From more than 200 isolates, only
three were able to degrade carbofuran and
carbofuran-derivatives on agar plate at 30°C
during 72 h at different concentrations. The
three isolates were able to grow on liquid

mineral medium using carbofuran as a sole
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carbon source at final concentration of 100
mgL-1 (Fig.1).

These isolates were obtained from palm
(Chamaedorea nubium) soil, maize soil and
water sample from Valsequillo dam. The
bacterial strains were identified by 16S rRNA

gene sequence analysis.
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Fig.1Growth of isolates in minimal medium

containing Carbofuran [mgL-1 ].

Conclusions. Three isolates identified as
Burkholderia sp. could degrade carbofuran and
carbofuran-derivates as the sole carbon source
on solid and liquid minimal agar. Degradation
was done around 24 h at 30 °C in liquid minimal
medium after inoculation.
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