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I. INTRODUCCION

Durante mucho tiempo el uso ilegal de compuestos xenobidticos ha ocasionado
diversos factores que amenazan la seguridad de nuestro planeta. Hoy en dia nos
enfrentamos a una enorme crisis de deterioro ambiental, es por ello que se buscan
nuevas fuentes de remediacién biolégicas que cumplan con los requisitos
necesarios para biodegradar compuestos altamente tdxicos que persisten en el
ambiente.

Este investigacion estd encaminada al area cientifica y tecnoldgica, cuya finalidad
fue aportar méas informacion sobre la cepa bacteriana Acinetobacter calcoaceticus
OTEC 02. En estudios anteriores, este microorganismo demostr0 capacidad
biodegradar compuestos clorados, tales como bifenilos, compuestos aromaticos y
DDT. Lo anterior ha generado el interés por realizar estudios a nivel de biologia
molecular para conocer mas caracteristicas sobre la cepa OTEC 02. Por tal
motivo se procedio a estudiar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas a traves
de estudios de marcadores moleculares y genes plasmidicos, y también a
corroborar el estatus taxonomico de la bacteria a través de estudios gendmicos y
su genoma completo. La caracterizacion de dicha bacteria propiciara a un mejor
manejo para su empleo en programas de biorremediacion de ecosistemas

contaminados con compuestos xenobioticos.



II. JUSTIFICACION

Una cantidad importante de informacion se han generado en relacién al estudio y
tratamiento de compuestos xenobidticos tales como diclorodifeniltricloroetano
(DDT), bifenilos policlorados (BPC), compuestos aromaticos entre otros. La
contaminacién de estos compuestos persistentes ocasionados por el hombre se
ha convertido en el estudio principales de muchas investigaciones, el uso de
numerosos microorganismos desempefian un papel importante en la
descomposicion y mineralizacién de estos contaminantes.

Se han realizado numerosas pruebas de campo y experimentos de laboratorio y
se han identificado muchos compuestos organicos nocivos que son lentamente
biodegradables.

Actualmente el estudio de nuevos microorganismos que presentan caracteristicas
capaces de degradar compuestos altamente toxicos han tomado gran relevancia a
nivel mundial. Debido al efecto que causan sobre la estructura biologica y sobre
todo porque algunos de ellos actian como hormonas (xenohormonas).

Los dafos ocasionados por los compuestos xenobiéticos son de gran relevancia
para la comunidad cientifica y cada vez se busca nuevas alternativas para
combatir estos compuestos quimicos a través de remediaciones bioldgicas.

La cepa Acinetobacter calcoacceticus OTEC 02 presenta caracteristicas biologicas
para su empleo en programas de biorremediacion. La caracterizacion de la cepa
OTEC 02 propiciara a un mejor manejo para su empleo en programas de
biorremediacién de ecosistemas que se encuentren contaminados por compuestos

xenobioticos.



[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar fenotipica y genotipica la cepa Acinetobacter Calcoaceticus OTEC 02

y determinar su potencial para biodegradar compuestos xenobioticos.

3.2 Objetivos especificos

e Estudiar las caracteristicas fenotipicas de la cepa Acinetobacter
Calcoaceticus OTEC 02 wusando tinciones especiales y estudios
microscopicos.

e Caracterizar genotipicamente la cepa Acinetobacter Calcoaceticus OTEC
02, a través del estudio de genes cromosomales y plasmidicos.

e Revisar el estatus taxonomico y filogenético de la cepa Acinetobacter
Calcoaceticus OTEC 02, con base en el gen 16S ADNTr.



IV. CARACTERIZACION DEL AREA DONDE REALIZO EL PROYECTO

Las actividades realizadas en el presente trabajo se llevaron a cabo en el
laboratorio del Polo Tecnologico Nacional para el desarrollo de investigacion y
pruebas analiticas en Biocombustibles bajo la direccién del Dr. Reiner Rincon
Rosales, el laboratorio se encuentra ubicado en el Instituto Tecnol6gico de
Tuxtla Gutiérrez de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

Este laboratorio pertenece al area de Ingenieria Quimica y Bioquimica, el cual
cuenta con los siguientes equipos: Bio Rad Mini-sub® cell GT(Electroforesis
Power Supply-EPS 301, Micropipetas Transferpette® S (1000 pL, 100 pL y 10 pL),
Puntas Labcon( pipet tips) for pipetman ® 10 uL, camara de electroforesis UVP

entre otros.

Figura 1. Laboratorio de ingenieria quimica y bioquimica



V. PROBLEMAS A RESOLVER.

Este trabajo aporta informacibn mas reciente sobre las determinaciones
gendmicas y fenotipicas de la bacteria Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02,
dicha bacteria fue obtenida a partir de suelos contaminados con hidrocarburos en
la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas y posteriormente fue aislada, debido a su
capacidad para crecer con fenol como Unica fuente de carbono.

Los resultados obtenidos durante la investigacion permitieron estudiar el rasgo
filogenético de dicha Cepa al igual que su estatus taxondmico para reafirmar el
potencial y capacidad que presenta este microorganismo de degradar eficazmente
contaminantes con estructura o propiedades quimica poco comunes en la

naturaleza y que por lo consiguiente son dificiles de tratar.

Asi mismo se logro evaluar satisfactoriamente la cantidad y calidad de ADN
gendmico presentes en la cepa OTEC 02, a través de las diferentes técnicas
empleadas de biologia molecular. Por lo tanto la caracterizacion de la
Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02 es de gran importancia para posteriormente
estudiar el potencial enzimatico con la que podria trabajar este microorganismo

para biodegradar compuestos téxicos en el medio ambiente.



VI. ALCANCES Y LIMITACIONES

Alcances

Se logro amplificar los genes cromosomales de la Acinetobacter calcoaceticus
OTEC 02, utilizando las diferentes herramientas moleculares tales como, la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), huellas genémicas por medio de
ERIC-PCR y un andlisis de restriccion de ADN ribosomal (ARDRA). Asi como
también se nos permitié reafirmar las caracteristicas fenotipicas de la cepa OTEC
02 que nos describieron de una manera mas detalla las propiedades Unicas de

dicho microorganismo.

Limitaciones

El genoma de la bacteria de la cepa OTEC 02 fue realizado en el laboratorio
MACROGEN (Seul, Corea) ya que el laboratorio del ITTG no cuenta con los
equipos necesarios para realizar dicha prueba.

Por el momento no hay resultados precisos del potencial de biodegradacion de

este microorganismo debido a que aun se encuentra en estudio.



VII. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Contaminacién ambiental
Hoy en dia nos enfrentamos a numerosas crisis ambientales ocasionadas por la

gran demanda de la poblacion. La aceleracion del crecimiento tecnolégico de las
sociedades industriales y agroindustriales y la degradacién ambiental ponen en
estado de riesgo los procesos naturales que sostienen la vida en la tierra 'y en los
ecosistemas.

El suelo es un recurso vivo y no-renovable, es vital para la produccion de
alimentos. Entre los multiples elementos y compuestos que conforman un suelo
natural se encuentran sustancias que por sus caracteristicas pudieran
considerarse contaminantes.

Un suelo contaminado es una porcion delimitada de terreno subterraneo, donde
sus cualidades originales han sido modificadas por la accion humana, produciendo
(Schenquer, Mongielio & Acosta, 2004):

e Contaminacion fisica con variaciones en parametros como temperatura y
radiactividad.

e Contaminacion bioldgica, al inducir la proliferacion de especies o cepas
patdgenas o ajenas a los microorganismos presentes en el suelo de forma
natural.

e Contaminacion quimica por adicion de elementos o compuestos en
concentraciones que alteren la composicién originaria del suelo, este tipo

de contaminacién es la predominante.

Los contaminantes quimicos mas caracteristicos y peligrosos son:
e Metales pesados: mucho de ellos son elementos esenciales para la
vegetacion y la fauna. El riesgo potencial que su presencia provoca se

produce cuando se acumulan en grandes cantidades en el suelo.
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e Contaminantes inorganicos: los contaminantes inorganicos presentes en
el suelo de forma natural estan en concentraciones reguladas por los
ciclos bioldgicos asociados a cada suelo. La sobresaturacion de alguno
de ellos hace que se alcancen concentraciones consideradas como
contaminantes, alterando los ciclos de regulacion.

e Contaminantes organicos: los contaminantes organicos constituyen un
grupo formado por un elevadisimo nimero de sustancias, con gran
diversidad estructural y efectos diferentes en el medio, siendo mucha de
ellas altamente toxicas. Pueden destacarse los compuestos aromaticos,
hidrocarburos policiclicos, hidrocarburos clorados, pesticidas, etc.
(Schenquer et al., 2004).

7.2 Caracteristicas de los contaminantes organicos persistentes, POP.

Los contaminantes organicos persistentes poseen caracteristicas de toxicidad
capaces de ocasionar efectos adversos a la salud y al ambiente.

Estas sustancias son compuestos organicos resistentes a la degradacion
biologica, fotolitica o quimica.con frecuencias son halogenados y se caracterizan
porque poseen baja solubilidad en gua y alta en lipidos lo que favorece la
bioacomulacion en tejidos grasos. También son semivolatiles por o que pueden
ser transportados por el aire a grandes distancias antes de que se depositen en
los suelos o en las aguas (Truijillo, 2006).

Existen una gran variedad de compuestos POP, tanto naturales como sintéticos,
gue son notorios por sus caracteristicas de persistencia y bioacumulabilidad. Entre
ellos se encuentran insecticidas organoclorados de primera generacion como el
dieldrin, el DDT y algunos productos y subproductos industriales como los bifenilos
policlorados, la dioxina y los furanos (Trujillo, 2006). En 1962 se hizo publica la
presencia de los DDT ( Diclorodifeniltricloroetano) en calamares del fondo marino,

en pinglinos de la Antartida y en tejidos grasos del hombre. En aves acuaticas,
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los efectos del DDT se asociaron con infertilidad y en el caso del hombre se asocié
con el incremento de la aparecimiento de canceres.

Algunos organoclorados son considerados entre los compuestos mas resistentes a
la degradacién, los bifenilos policlorados (BPC), por ejemplo, pueden resistir por
periodos de afios y se puede bioconcentrar unas 70,000 veces (Ramirez, 2006).
Los BPC, son sustancias organicas sintéticas pertenecientes a los hidrocarburos
clorados. Presentan dos anillos bencénicos unidos mediante un enlace sencillo
formando el bifenil y, se obtienen quimicamente al sustituir uno o mas atomos de
hidrogeno por atomos de cloro en la molécula bifenil, mediante la adicién anhidrido
de cloro usando cloruro férrico como catalizador. La molécula bifenil ya clorada, se
denomina bifenil clorado y la mezcla de ellos es la que se conoce como bifenilos
policlorados (Martinez & Carrillo, 1998).

4 4

(Ch7 ) [, (@n

6|

Figura 2.- Estructura quimica de los BPC’s (Ruiz, 2003).

Los policlorobifenilos (BPC) se han relacionados con problemas de infertilidad, con
el desarrollo de algunos tipos de tumores y con un desarrollo inadecuado del
sistema nervioso central (Rodriguez, 2005). Su uso como insecticida fue
extensivo durante los afios 60 y 70. A demas se utilizaron en la industria de los
refrigerantes, de plastificantes, y en la produccion de papel sin carbono. Los
efectos sobre la producciéon son un aumento en abortos y defectos de nacimiento
(Rodriguez et al., 2005).
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7.3 Compuestos xenobioticos y grado de toxicidad.
Los compuestos xenobidticos poseen una gran capacidad de contaminacion

ambiental por su alto grado de toxicidad, los mas importantes desde el punto de
vista cuantitativo son los derivados aromaticos clorados y nitrados, base de las
industrias de fabricacion de explosivos, colorantes, herbicidas, plaguicidas,
disolventes aislantes y todo tipo de productos manufacturados de interés
industrial. Algunos compuestos clorados y nitrados pueden ser de origen natural
permitiendo una ruta alterna de biodegradacion (Martinez & Carrillo, 1998).

Se han identificado muchos compuestos aromaticos halogenados (bifenilos y
anilinas) y varios pesticidas. La biodegradacion lenta de estos compuestos natural
puede ser causada por condiciones fisicoquimicas desfavorables (tales como,
temperatura, pH, potencial redox, salinidad, concentracion de oxigeno) o puede
verse afectada por la disponibilidad de otros nutrientes y la accesibilidad de los
sustratos (solubilidad, disociacion de materiales adsorbidos, etc.)(Meer et al.,
1992). La biodegradacion de compuestos aromaticos clorados ha recibido gran
atencion debido a su especial toxicidad, esto se debe al efecto que causa sobre la
estructura biolégica y sobre todo porque algunos de ellos actian como hormonas

(xenohormonas)(Fig.3) (Rodriguez et al., 2005).

OH OH

HO — — ) — —Ala

HO o? | |
ESTRADIOL TESTOSTERONA TIROSINA (Ty

cl o Cl
Cl— : — cl S Cl
- ~o0 ~al
Cl——Cl
Cl
4 4-DICLOROBIFENILO 2.3, 7 8-TETRACLORODIOXINA DDT

Figura 3.Semejanza estructural de algunas hormonas animales con compuestos
xenobiéticos clorados (Rodriguez et al., 2005).
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Compuestos toxicos como los policlorobifenilos (BPC) , las dioxinas y los furanos
clorados tienen cierta semejanzas con algunas hormonas como el estradiol, pero
en la mayoria de los casos no se conoce exactamente a qué nivel actdan
(Rodriguez et al., 2005).

7.4 Capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
xenobioticos.
La adaptacién de las capacidades de degradacion de algunos compuestos

organicos o resistencia a metales pesados se ha demostrado para las bacterias en

los ecosistemas de laboratorio. Diferentes procesos moleculares y bioquimicos

pueden causar tales respuestas adaptivas (Meer et al., 1992).

1) La primera es la induccion de enzimas especificas en los miembros de la
comunidad.

2) El crecimiento de una subpoblacion especifica de una comunidad microbiana
capaz de absorber y metabolizar el sustrato.

3) La adaptacion puede implicar la seleccion de mutantes que adquirieron
especificidades enzimaticas alteradas o actividades metabdlicas novedosas y
gue no estaban presentes en el inicio de la exposicion de la comunidad a los
compuestos introducidos.

Un proceso selectivo puede requerir tiempo de adaptaciéon mas largo que los otros

dos procesos (de induccidon y crecimiento).Bien puede ser responsable de la

adaptacion observado en la mineralizacidén de los xenobiéticos recalcitrantes, tales

como compuestos aromaticos halogenados (Meer et al., 1992).

Una comparacion general de las principales vias para el catabolismo de

compuestos aromaticos en bacterias ha revelado que los pasos de conversion

iniciales se llevan a cabo por diferentes enzimas, los compuestos se transforman a

un numero limitado de productos centrales intermediarios, tales como

protocatecuato y (sustituidos) catecoles. Estos intermedios de dihidroxilacion se
canalizan en una de las dos posibles vias, ya sea un tipo de escisién de via meta

0 un tipo de escision de via orto (Fig. 4). Ambos tipos de vias conducen a
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intermedios de rutas metabdlicas centrales, tales como el ciclo del &acido
tricarboxilico (TCA) (Meer et al., 1992).

Meta Ortho
BphC G“'"
ChpC ﬁ;\? HOOC oH
- T ™
oH

HO
I O
CatA
0O O wm
Ho ColE ™ TRIC
¥
NahH CHa CleA
MahC o
NGO =
@) ~
HO “
CH;
HO

TMEI-D Z?
Figura 4. Enzimas dioxigenasa extradiol e intradiol. El catecol 2,3-dioxigenasa cataliza la
escision meta de catecol como indican las flechas. La familia de estradiol incluye TodE,
Nach, BphC. La escisién orto esta catalizada por dioxigenasas intradiol. La superfamilia
de dioxigenasa intradiol incluye protocatecuato 3,4-dioxigenasas (PcaGH) , catecol 1,2-
dioxigenasa (CatA) , y chlorocatechol 1,2- dioxigenasas (TcbC, TfdC y CIcA). Se detectd
la actividad de la catecol 1,2-dioxigenasa que convierte 3-metil-6-chlorocatechol en un

mutante de Pseudomonas sp. JS6 tensién (Meer et al., 1992).

Se ha demostrado que las poblaciones microbianas pueden adaptarse para utilizar
compuestos previamente persistentes como fuente de carbono. Tal adaptacion
puede ser causada por la seleccion de las cepas mutantes que han adquirido

actividades metabdlicas novedosas 0 enzimas especificas alterada. Existen una
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amplia variedad de procesos que provocan cambios en el material genético
existente y dan lugar a las funciones metabdlicas alteradas (Meer, 1994).

Los detalles de los diferentes mecanismos genéticos han sido recientemente
estudiados. Al considerar los diferentes mecanismos genéticos implicados en la
evolucion y alteraciones de secuencias de ADN, existe una gran distincion entre
procesos evolutivos verticales y horizontales (Meer, 1994).

Los procesos verticales son las que conducen a una divergencia en las
secuencias de ADN en las células hijas, debido a la acumulacion de mutaciones.
Estas mutaciones pueden ser cambios de pares de bases individuales o las que
conducen a grandes cambios en la secuencia, por ejemplo deleciones y
duplicaciones. Los efectos de las mutaciones puntuales sobre la especificidad de
las enzimas o en el reconocimiento de efector por proteinas reguladoras han sido
bien establecidos, y se ha hecho evidente que estos procesos pueden tener
consecuencias directas para la adaptacion de las cepas de compuestos
xenobioticos. Por otro lado los procesos horizontales son los que provocan un
intercambio de secuencias de ADN entre el genoma de dos organismos diferentes
(movimiento intracelular), o entre diferentes moléculas de ADN, por ejemplo,
dentro de los elementos cromosOmicos y extracromosomicos dentro de un

organismo (movimiento intermolecular) (Meer, 1994).

—— -

ot M

VG ' THG

Figura 5. Transferencia de genes horizontal y vertical (Meer, 1994).
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7.4.1 Rutas catabdlicas para hidrocarburos naturales y xenobiéticos.

Algunos compuestos xenobidticos cuya estructura quimica guarda semejanza con
los compuestos naturales son faciles de degradar por diversos microorganismos y
pueden entrar, por lo tanto en los ciclos naturales de regeneracion de los
elementos. Sin embargo alguno de estos compuestos xenobidticos es dificil de
biodegradar y tienden acumularse en el medio ambiente generando serios
problemas.

La mayoria de los microorganismos capaces de degradar carbonos de diversos
hidrocarburos alifaticos alguno de ellos corresponden a bacterias Gram negativas,
especialmente Pseudomonas, en gran parte debido a que las técnicas genéticas
estdn mas desarrolladas para estos microorganismos. Sin embargo, hongos,
bacterias Gram positivas, anaerobios estrictos, cianobacterias, etc. Tienen
también un gran potencial catabolico, aunque se han estudiado en menor
profundidad debido a la dificultad de su manipulacion genética (Lopez, 1994).

Los hidrocarburos aromaticos y alifaticos forman parte del petréleo, ceras, aceites,
etc. Son productos naturales, en su mayoria biodegradables. Sin embargo, la
introduccion artificial de grupos electronegativos de estos compuestos como
sustituyentes cloro o nitro, disminuye considerablemente su biodegradabilidad.
Con frecuencia los microorganismos encuentran series dificultades para asimilar
muchos de estos compuestos, los ejemplos mas conocidos se deben al DDT y los
BPCs y muy especialmente la dioxina (Lopez, 1994).

La continta y rapida evoluciéon genética caracteristicas del suelo y marina, que
sucede tanto por mutaciones como por transferencia de genes entre diferentes
estirpes o especies bacterianas, probablemente ha facilitado la aparicion y
diseminacion de rutas metabdlicas que degradan algunos hidrocarburos clorados
o nitrados.

En la figura 6, se muestra una de las rutas mejor conocidas la que permite a
pseudomonas sp. B13 mineralizar 3-clorobenzoato. Se trata de una amplificacion
de la ruta que tiene B13 para degradar benzoato, que estad codificada en el

cromosoma de muchas bacterias Gram negativas. Las primeras dos enzimas de la
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ruta del benzoato son capaces de transformar 3-clorobenzoato en 3-clorocatecol.
Sin embargo, las siguientes enzimas de la ruta (catecol-1,2-dioxigenasa) no son
activas frente a clorocatecoles. B13 ha adquirido tres enzimas especificas, entre
ellas un clorocatecol-1,2-dioxigenasa, que permite que la degradacion continue.

Estas tres enzimas estan codificadas en un plasmido transmisible.

H HOOC OH COOH COOH
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E———— H— = s

— SLICCINATD

O
L

[
I

O0OH  HOOC OH CO0H H
H
é Q A Dﬂ*;;e.(;oc (C,DDH O@%Lw
1
DHDBH/ \SH

O0H  HOOC CII-BH COOH
o Q
Cl Cl cl

Figura 6. Degradacion de 3-clorobenzoato por pseudomonas sp. B13 y su expansion para
permitirle degradar 4-clorobenzoato y clorosalicilatos mediante la introduccién de genes
clonados. En la parte superior se muestra la ruta que B13 utiliza para degradar benzoato,
y en la parte central la correspondiente a 3-clorobenzoato. Esta Ultima esta basada en la
ruta del benzoato, pero tiene tres enzimas adicionales, especificas para la rotura y
asimilacién de clorocatecoles (indicadas como A, B y C). Los genes correspondientes a la
ruta del benzoato estan localizados en el cromosoma de la bacteria, mientras que las tres
enzimas especificas de clorocatecoles estan codificadas en un plasmido. En la parte
inferior de la figura se muestra dos ejemplos de expansién de la ruta de 3-clorobenzoato
mediante la adicién de genes clonados. La introduccién en B13 de un gen que codifica
para un salicilato hidroxilasa, junto con el regulador de transcripcion necesario para su
expresion permitiendo ampliar la ruta para asimilar también clorosalicilatos. Asi mismo, la
introduccion de genes que transforman 4-clorobanzoato en 4-clorocatecol permitio

expandir la ruta a 4-clorobenzoato (Lépez, 1994).
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7.4.2 Biodegradacion de los policlorobifenilos (PCB) por bacterias.
El aislamiento de bacterias capaces de degradarlos los BPC ha permitido detectar
la presencia de microorganismos, fundamentalmente bacterias, capaces de
biodegradarlos. Hasta el momento no se ha encontrado ninguna bacteria capaz de
degradar todos lo BPC, sin embargo, el bifenilo es un compuesto natural
facilmente degradado por diversas bacterias en condiciones aerdbicas. Con
ligeras modificaciones, todas las bacterias estudiadas hasta la fecha degradan el
bifenilo siguiendo una estrategia comun (Fig. 7), que se puede dividir en dos
procesos (Rodriguez et al., 2005):

a) Oxidacion de bifenilo hasta benzoato con la produccion de un derivado de 5

atomos de carbono que se transforma en acetaldehido y piruvato y

0,
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Figura 7. Esquema general de la ruta degradativa de bifenilo por bacterias. Junto con la
flecha se indica las proteinas que catalizan el proceso (Rodriguez et al., 2005).
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b) Oxidacion del benzoato hasta piruvato y acetaldehido. Por analogia con la
ruta degradativa de tolueno, a la primera serie de reacciones se le

denomina ruta superior y a la segunda, ruta inferior.

Las enzimas responsables de la degradacion del bifenilo son las que atacan a los
BPC, pero existen varios pasos limitantes. El primero es el grado de cloracion
cuanto mas cloro tenga el anillo aromatico, mas dificil se hace el ataque
electrofilico del oxigeno. La solucibn de este problema puede de ser, un
tratamiento microbiol6gico del residuo en condiciones anaerdbicas. Dicho
tratamiento se ha mostrado muy eficaz en la decloracion de PCB, con el Unico

inconveniente de que es muy lento (Rodriguez et al., 2005).

7.5 Estudios de la Biodegradacion de compuestos fendlicos a partir de
Acinetobacter calcoaceticus.
De las diversas técnicas disponibles para la eliminacion de fenoles, la

biodegradacion es un método amigable y rentable para el medio ambiente y se ha
estudiado ampliamente el uso de cultivos puros y mixtos. Muchas especies se han
aislado y caracterizado como organismos que degradan fenol, tales como
especies de Pseudomonas, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Bacillus brevis y
Candida tropicalis .La Acinetobacter calcoaceticus es una bacteria aerébicas Gram
negativas con una alta capacidad de utilizar fenol como Unica fuente de carbono y
energia. Asi, los compuestos fendlicos pueden ser degradados por lodos
aclimatados activado, por el consorcio microbiano en biorreactores, en reactores
de lecho fluidizado, y en biorreactores de membrana de fibra (Cordova et al.,
2008).

Existen estudios en los que se determinaron que la Acinetobacter calcoaceticus
PHEA-2 fue aislado originalmente de las industrias de aguas residuales en china
debido a su capacidad para utilizar fenol como Unica fuente de carbono (Zhan et
al, 2011).
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7.6 marcadores moleculares
Un marcador molecular es un fragmento (secuencia) de ADN que por si solo, o

combinado en alineacion con otros, puede ser fisicamente localizado dentro del
genoma de un organismo Tales fragmentos pueden encontrarse cerca a un gen
que codifica una caracteristica de interés o en regiones que sin ser codificantes
contienen caracteristicas estructurales particulares. Una de las caracteristicas de
los marcadores moleculares es que son especificos para cada individuo, grupo de
individuos, especies 0 aun de grupos sistematicos mayores, lo cual los convierte
en herramientas Utiles para el analisis tanto de individuos como de poblaciones
(Rocha, 2003).

El ADN tiene una estructura fisicoquimica especial que le confiere propiedades
Unicas para el almacenamiento y la transferencia de informacion de generacion en
generacion (Rocha 2002). Los marcadores moleculares exhiben las caracteristicas
fisicoquimicas del ADN y su herencia se explica con las mismas leyes
establecidas por la genética. Como consecuencia, los marcadores moleculares se
han constituido en una inmensa caja de herramientas extremadamente Utiles para
la deteccion de polimorfismos en animales, plantas superiores, patdégenas y plagas
(virus, hongos, insectos, nematodos, etc.)(Rocha, 2003).

El ADN purificado se puede se puede examinar a dos niveles alternativos. Uno es
buscar marcadores moleculares en el ADN total o en cada genoma (nucleo,
mitocondria, cloroplasto): por ejemplo hibridacion de ADN, RFLPs o minisatélites.
El otro es detectar marcadores en un segmento pequefio de ADN producto de una
amplificacion enzimatica, como microsatélites 0 RAPDs (Gonzales, 1998).

A nivel de los acido nucleicos, la hibridacion del ADN fue uno de los primeros
marcadores para detectar variaciones en las poblaciones. A esto se le siguio el
uso de los RFLPs, los mapas génicos y las secuencias. Con la introduccion
resiente de la RCP (reaccion en cadena de polimerasa, PCR en ingles) ha habido
una explosion en la diversidad de marcadores moleculares que se aplican en

muchas areas de la biologia (Gonzalez, 1998).
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7.6.1 Marcador molecular basado en PCR.
La técnica de PCR fue desarrollada por Kary B. Mullis en 1984, quien recibio el

Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1993 por esta invencion (Rocha, 1988).
La reaccion en cadena polimerasa (PCR), es un sistema de amplificacién in vitro
del ADN por el que puede en conseguirse en pocas horas grandes cantidades de
un gen (o de una parte de él) a partir de muy poco ADN, incluso el aportado por
una sola célula (Robertis & Hib, 2001).
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Figura.8. Representacion grafica de la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR)
(Rocha, 1998).
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El 16S ARNr bacterial contiene nueve “regiones hipervariables” que demuestran
una considerable diversidad entre diferentes especies bacterianas. Las regiones
hipervariables estan flaqueadas por extensiones conservadas en muchas
bacterias, permitiendo la amplificacion por PCR de secuencias usando primers
universales (Cisneros, 2010).

Varios genes que codifican para proteinas tales como reA, groEL, hsp75, rpoB,
rpoD, y gyrB, han sido usados para la clasificacién de bacteria a nivel intragénico.
Sin embargo, el agrupamiento filogenético de las cepas de Acinetobacter basados
en genes de reA muestra diferencias considerables comparados con los basados
en genes de gyrB (Cisneros, 2010).

La fiabilidad del andlisis de hibridacion DNA-DNA puede ser superior a la
comparacion de un solo gen que codifica para proteina cuando es aplicado a la
clasificacion de cepas recientemente divergentes debido a que la hibridacion de
DNA-DNA mide la similitud entre la totalidad de las secuencias gendmicas.
Aunque la hibridacion DNA-DNA es un método recomendado para la identificacion
de especies gendmicas, es impopular debido al hecho de que requiere la
preparacion de DNAs cromosomales puros de todas las cepas a ser examinadas y
gue la hibridacion debe ser conducida a todas las combinaciones de cepas.
Ademas, las secuencias de datos depositadas en bases de datos puede ser
usados para analisis filogenéticos en demanda, y los datos de secuencias
acumuladas pueden ser usados para disefar primers especificos para PCR Utiles
para la rapida identificacion de cepas particulares y la delineacion de esas

bacterias(Cisneros,2010).

7.7 ldentificacion Taxonomica.
La taxonomia es la ciencia de la “clasificacion”, agrupa y separa los organismos,

de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas, estructurales o genéticas. (Picazo
& Garcia, 1999)

La taxonomia tiene en cuenta tres procesos:

1. Clasificacion en sentido estricto. Aqui se agrupan en conjunto los objetos o los

seres gue poseen semejanzas, generalmente genotipicas entre si.

23



2. Nomenclatura. Se encarga de dar un nombre diferente a cada uno de los
grupos creados. Para lograr una denominacion uniforme de los organismos que
tengan valides internacional.

3. ldentificacion. En este proceso se reconoce a un ser u objeto como
perteneciente a uno de los grupos conformados previamente, o se le define como
inclasificable entre los grupos existentes.

Cada grupo de organismo de cualquier nivel taxonomico creado por las
clasificaciones se denomina genéricamente taxén y su plural es taxa o taxones
(Montoya, 2008).

Un sistema de clasificacién biologico se basa en una jerarquia taxonémica u
ordenamiento de grupos o categorias que coloca la especie en un extremo, y el
otro el reino en la siguiente sucesion (Montoya, 2008).

1. Especie. Un grupo de microorganismos estrechamente relacionados. Los
estudios genéticos, especialmente los basados en estructura y homologia del ADN
y ARN (sobre todo el ARN) han permitido definir este término. Una especie
bacteriana es son todos los individuos (cepas) que presentan una afinidad del 70%
en su ADN y menos de un 5% de divergencia en secuencias relacionadas (Picazo
& Garcia, 1999).

2. Género. Un grupo de especies similares.

3. Familia. Un grupo de géneros similares.

4. Orden. Un grupo de familias similares.

5. Clase. Un grupo de 6rdenes similares.

6. Filum. Un grupo de clase relacionadas.

Las clasificaciones filogenéticas se fundamentan en las relaciones genéticas
generales que tienen las bacterias sobre la base de unos antepasados comunes.
Para su realizacibn se emplean técnicas de biologia molecular con el fin de
conocer el ADN y el ARN. Se ha podido comprobar que existen ciertas
macromoléculas celulares que pueden ejercer la funcién de cronometro evolutivo
para lo que deben cumplir una serie de caracteristicas (Picazo & Garcia, 1999):

a) Estar universalmente distribuidas; b) llevar a cabo la misma funcién en todos los

seres Vivos; c¢) su secuencia ha de permitir la identificacion de regiones de
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homologia y de heterogeneidad, y d) tasa de cambio que se correlacione con la
distancia evolutiva. EI ARN ribosémico (ARNTr), por el caracter ancestral de la
biosintesis de proteinas, parece ser un excelente candidato para la medida de la
distancia evolutiva, ya que se cumplen con las condicione reflejadas
anteriormente. EI ARNr 16S constituye el blanco de los estudios taxondémicos
debido a su naturaleza, pequefio tamafio (aproximadamente 1500 nucleétidos) y la
posibilidad de secuenciacion directa mediante una transcriptasa inversa (Picazo &
Garcia, 1999).

7.8 Identificacion filogenética.
El andlisis filogenético de datos intraespecificos permite reconstruir la genealogia

de la especie e investigar aspectos de su historia evolutiva reciente en un contexto
geografico, incluyendo eventos de aislamiento y divergencia, expansion de rango,
contacto secundario, etc. (Avise, 2000). Estos enfoques han permitido constatar
para muchas especies la existencia de unidades intraespecificas con suficiente
divergencia evolutiva como para requerir una conservacion independiente (Moritz,
1994), o incluso para ser designadas como especies distintas (Saez, 2009).

Los marcadores moleculares, en combinacion con métodos de reconstruccion
filogenética, han sido utilizados desde hace décadas para la reconstruccion de las
relaciones evolutivas entre especies, con la aspiracion ultima de reconstruir el
arbol de la vida (Maddison et al., 2007).En el contexto de la conservacion, este
tipo de enfoques permiten tomar en consideracion las divergencias evolutivas en
las medidas de biodiversidad e invocar a la distincion filogenética como criterio
para asignar prioridades de conservacion (Faith, 2002). Al mismo tiempo las
filogenias moleculares han sido utilizadas en combinacion con el método
comparativo para identificar los correlatos ecolégicos de la susceptibilidad a la

extincion (Owens y Bennett, 2000).

25



VIIl. DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

8.1 Antecedentes del microorganismo
La Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02 fue obtenida a partir de suelos

contaminados con hidrocarburos en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas y
posteriormente fue aislada, debido a su capacidad para crecer con fenol como

Unica fuente de carbono (Cisneros, 2010).

8.2 Resiembra PyCa ++
Para preparar el medio de cultivo Py

Ca ++,

se peso 0.3 gr de extracto de levadura,
0.5 gr de peptona de caseina y 1.5 gr de Agar. Posteriormente se esterilizo el
medio a 15 Ib/pulg® durante 15 minutos y se adiciono cloruro de calcio (1 ml
CaCly/ 100 ml Py *) previamente esterilizado.

Finalmente se procedio a colocar el medio en placas de Petri y se dejo a prueba

de esterilizacion por un dia para posteriormente activar la cepa.

8.3 Estudio microscopico
Para el estudio morfologico de la cepa OTEC 02 se empleo la técnica de tincion de

Gram (Forbes,Sahm & weissfeld, 2009). Primeramente se tomo una pequefia
muestra de la cepa y se figo en el porta objeto, se adiciono cristal violeta
cubriendo toda la muestra durantel minuto y se procedié a lavar con agua, luego
se le agregd yodo lugol durante 1 min y posteriormente se lavo con agua. La
muestra se lavo con alcohol acetona durante 15 a 30 segundos y finalmente se le
agrego safranina para tefiir la bacteria y nuevamente se lavo con agua. Se

caracterizo fenotipicamente la cepa OTEC 02 a través de un microscopio.
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8.4 Extraccién de ADN
Se extrajo el ADN total genémico de la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02

usando el protocolo de aislamiento de ZR Fungal/Bacterial DNA Kit™.

Se tomo 30 pul de la cepa y se colocé en un tubo de ZR Bashing Bead ™ lisis y se
le Afadi6 750 pl de Solucion de Lisis al tubo. Posteriormente se centrifugdé a
10000 rpm durante un minuto, se transfiri6 400 ul del sobrenadante a un filtro
Zymo-Spin ™ |V y se centrifugd a 7000 rpm por un minuto, luego se adiciono
1,200 pl de ADN fungico / Bacterial Binding Buffer para el filtrado en el tubo de
recogida y se transfirio6 800 pl de esta mezcla un Zymo-Spin ™ Columna IC, se
centrifugd a 10 000 rpm por un minuto, se desecho el flujo a través del tubo de
recogida y se transfirio6 los siguientes 800 pl de la mezcla un Zymo-Spin ™
Columna IC para repetir el proceso.

Se afladié 200 ul de ADN Pre-Wash Buffer al Zymo-Spin ™ Columna IC en un
nuevo tubo de recogida y se centrifugd a 10 000 rpm durante un minuto y
finalmente se afiadio 500 pl de Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer al Zymo-Spin
™ Columna IC y se centrifugo a 10 000 rpm durante un minuto y se transfirié de la
Zymo-Spin ™ Columna IC a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y se adiciono 20
pl de DNA Elution Buffer directamente en la columna y se centrifugd a 10000 rpm

durante 30 segundos para eluir el ADN.

8.5 Aplicacion de las herramientas moleculares para amplificar los genes de
Acinetobacter Calcoaceticus OTEC 02.

8.5.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para

replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas
alternas para separar hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de

replicacion (Olive & Bean, 1999).
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Para la amplificacion del gen de la cepa OTEC 02, se preparo una carga de 100
pl, se usaron 83.63 pl de agua milig, 0.8 dNTP’s, 1 ul del primer 27 F
(5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492 R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Morerira, Huising & Bignell, 2012), 3 pl de
MgCl,, 10 pl de buffer 10X y 0.5 pl de Taq. Polimerasa. La mezcla se distribuyo
en tubos de PCR, colocando 24 pl de la cargay 1 pl del ADNm.

Las condiciones para PCR fueron 94 °C durante 3 min, luego a 94 °C durante 45
min, 57 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min lo cual se repitié hasta 35 ciclos y

finalmente a, 72 °C durante 5 min.

8.5.2 Huellas gendémicas ERIC.
Esta técnica esta basada en el ADN y depende de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) y “primer” dirigidos a secuencias de nucledtidos especificos
designadas como secuencias para generar huellas genomicas especificas de cada
cepa bacteriana (Welsh & Celland, 1990).

Se amplifico el ADN de las secuencias de nucleétidos, para generar las huellas
gendmicas especificas de la cepa OTEC 02, se preparé una carga de 40 pl, se
usaron 15.9 ul de agua milig, 4 pl de buffer 10 X, 4 pl de DMSO 10 %, 6.1 pl de
MgCl, 4.97 pl de DTP’s, 0.8 ul de los primer ERIC 1 y 2, 0.32 pl de Taq.
Polimerasa. Se coloco la mezcla en tubos para PCR equitativamente colocando 9
pl de la cargay 1 pl del ADNm.

Las condiciones para la determinacion de huellas genémicas fueron:

1 hid 3tmp 30 ciclos 2 Holds
95 °C 93 °C 50 °C 65 °C 65 °C 40 °C
3 min 0.43 seg. 1 min 8 min 16 min o0
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8.5.3 Determinacion de enzimas de restriccion (Técnica de ARDRA).
La técnica consiste en amplificar por PCR el gen 16S ADNr de la comunidad total,

aislar las diferentes copias que se encuentran en la mezcla y posteriormente

someter a cada una de las copias de digestion enzimética (Hill et all, 2000).

Se amplifico un gen de ADN a partir del 16S ADNr para la identificacién de la
Cepa OTEC 02, para ello se preparo una carga de 34 pl, se usaron 28.8 pl de
agua miligq, 4 ul de buffer 10 X, 4 pl de la Enzima Rsai, posteriormente la carga se
distribuyo en tubos para PCR colocando 8.5 ul de la Mezcla y 1.5 pl del producto
de PCR. Se incubo la muestra a 37 °C durante 6 horas

8.6 Evaluacion de la cantidad y calidad de las técnicas aplicadas.
Se evaluo la cantidad y calidad del ADN extraidos de las técnicas antes

mencionadas, primeramente se preparo un gel de agarosa (1gr/ 100 ml de agua
destilada) y se coloco en un horno durante 4 min hasta que la mezcla presentara
un tono translucido, se adiciono la mezcla a un molde para su gelificacion, y
finalmente se monto el equipo para electroforesis, la muestras se corrieron a 100
Volts, 400 MA por 30 min. Después de la migracion el gel se tifio en una solucién
de bromuro de etilo (1mg/ ml) y se analizé en un camara de electroforesis de UVP
Photo Doc-it a 260 nm.

8.7 Extraccion de plasmidos.
Se procedio a la resiembra de la cepa Acietobacter calcoaceticus OTEC 02 en

Ca ++

medio liquido Py , el cual contenia 0.3 gr de extracto de levadura y 0.5 gr de

Ca ++

peptona de caseina. Se preparo 8 tubos con el medio Py , liquido y se dejo a
prueba de esterilizacién por un dia, posteriormente se comprob6 que el medio no
presentara ningln otro componente para inocular la cepa OTEC 02. Se dejo en

agitacion por 24 horas.
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Se procedié a extraer el plasmido bacteriano de la cepa OTEC 02 utilizando el
protocolo Eckhardt: primeramente se prepard el gel (agarosa al 1%) y se le
adiciono la solucion amortiguadora de electroforesis TBE 1X , una vez disuelto se
adiciono 10% de la solucion SDS en TBE 1X. Se tomo 200 pl de la alicuota
previamente frescas cuya dilucion Optica alcanzo entre 0.4 a 0.5. Se coloco en
tubos Eppendorf (1.6 mL), a cada tubo se le adiciono 900 pl de sarcosil (N-
Laurisarosina al 3% en TBX) , se mezclaron en un vortex y se centrifugaron a
1200 rpm por un minuto, se desecho el sobrenadante quedando Unicamente la
pastilla. Se realizé una mezcla de E1 (10% de sucrosa en TBE mas RNAsa) con
algunos grupos de lisozima (polvo liofilizado) y posteriormente se le adiciono 20 pl
a cada tubo Eppendorf. Finalmente se evalué la cantidad de plasmidos presentes
a través de una electroforesis a 5 Volt, 400 mA, por 30 min lo que permitid la lisis
celular y posteriormente a 80 volt, 400 mA, por 8 horas.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.1 EXTRACCIONDE ADN Y AMPLIFICACION DE MARCADORES.

9.1.1 Extraccién de ADN.

Se logro un buen aislamiento de ADN de la Cepa OTEC 02 permitiéndonos
evaluar la calidad de ADN presentes en la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02.
Se puede observar, que el material genético es de buena calidad y no presenta
otros componentes (proteinas, nucleétidos etc.).

A B C D E

-~

Muestras | Cepa

Kb plus

OTEC 02 #1
OTEC 02 #2
OTEC 02 #3

mf O O W

Control -

Figura 9.. Electroforesis del material

genético de la cepa OTEC 02

31



9.1.2 Determinaciéon de PCR 16-S.
En primer lugar se emplearon los primer Fdl (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3’) y Rd1(5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Weisburg et al., 1991) para amplificar
el gen cromosomal 16S ADNr de la Acinetobacter calcoacetius OTEC 02, cuyo
resultado no se observaron con gran claridad debido a que el gen de la cepa
OTEC 02 no se distinguié en su totalidad. Se decidié entonces utilizar primer
universales 27 F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492 R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") disefiados para amplificar el gen bacteriano
(Weisburg et al.,1991) para las 3 muestras de la misma cepa en estudio.
Finalmente se logro amplificar el gen cromosomal 16S ADNr con un tamafo
aproximado de 1500 Pb.

Muestras | Cepas

Productode PCR

1500 Pb. A Kb plus
B OTEC 02 #1
C OTEC 02 #2
D OTEC 02 #3
E Control -

Figura 10. Producto de PCR de la regién 16S ADNr
de las 3 muestras de la cepa OTECO02.

9.1.3 Determinacion de PCR-nif H.

Para comprobar si la A. Calcoaceticus OTEC 02 presentaba caracteristicas de
fijacion de nitrdgeno se busco la presencia del gen nifH presentes en la mayoria

de los diazétrofos (Bacterias que fijan nitrdgeno atmosférico) (Voet, 2004). En
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este caso la reaccion de PCR no amplifico ningln segmento en ninguna de las 3
muestras empleadas de dicha bacteria.

9.1.4 Determinacién ARDRA (Enzimas de restriccion).
Se logro amplificar las muestras de la cepa OTEC 02, amplificando un fragmento

desde 300 pb. Y 1500 pb. Del gen que codifica la subunidad especificas del ARN
ribosomal (Fig.11). Se puede apreciar la similitud que presentan la muestra A
como la muestra D, dichas muestras pertenecen a la Acinetobacter calcoaceticus
OTEC 02.

Muestras | Cepas

Kb plus

1500 Pb. OTEC 02 #1

Control -

OTEC 02 #3

Cepa 11-b

M m 9l O @ >

300 Pb. Kb plus

Figura 11.Producto de PCR luego de la digestion con

la enzima Rsai para las 3 muestras de la cepa OTECO02.
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9.1.5 Determinacion de huellas gendémicas. Técnica de Eric.
Esta técnica nos permitié amplificar las huellas genémicas del la Acinetobacter

calcoaceticus OTEC 02. Se puede observar que las enzimas de restriccion cortan
una determina secuencias de bases especificas, amplificando el gen con un
tamafo aproximado de 1000 pb. Y 1500 pb. De muestras empleadas para la cepa
OTEC 02.

1500 pb. Muestras | Cepas

1000 pb. Kb plus

OTEC 02 #1

OTEC 02 #2

OTEC 02 #3

Control -

M m 9l O @ >

Kb plus

Figura 12. Huellas genémicas ERIC de las cepas de OTEC 02
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9.2 Extraccién de pladsmidos.
Para extraer el plasmido de la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02. Se utilizo el

protocolo Eckhardt en donde se cuantifico la presencia de And plasmidico (Fig.12),
debido a que se contaba Unicamente con los reactivos para esta técnica. La cepa
OTEC 02 no present6 ningun indicio de presencia de plasmidos.

Sin embargo existen nuevas técnicas como el protocolo para el aislamiento de
plasmidos de lisis alcalina y el kit comercial rache ® que podrian emplearse para
dicha bacteria y reafirmar nuevamente la presencia o ausencia de plasmidos para
la A. calcoaceticus OTEC 02.

Figura 13. Equipo de electroforesis para correr las muestras de

ADN plasmidico.
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9.3 CARACTERIZACION FENOTIPICA.

9.3.1 Morfologia de la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02.

Las caracteristicas morfologia mayores de la bacteriana. Se encargan de estudiar
los aspectos grandes y mas notorios de la bacteria como, la forma, el
ordenamiento y el tamafio (Montoya, 2008).

La Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02 es Gram negativa (Fig.14). La dimensién
y morfologia de la cepa OTEC 02 se determino a través de microscopia
electrénica (Fig. 15A) caracterizdndose de la siguiente manera.

Tabla 1. Caracteristicas Morfoldgicas de la cepa OTEC 02.

Identificacion morfologica Caracteristicas
Tamafo 1-2 pm

Forma Bacilar
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa
Color Blanco

Bordes Liso Cremado
Elevacion Convexas
Transmision de Luz Opaca
Aspecto Hamedo
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.

) y
B oot 0

Figura 14. Determinacién de la técnica de gran para la cepa OTEC 02.

Figura

15. Aspectos microscoépicos de la cepa Acinetobacter OTEC-02 (A). Imagen de la cepa
OTEC-02 al microscopio electrénico de transmisién 50 000X. (B). Morfologia de las

colonias de la cepa OTEC-02 en el medio PY.
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9.4 Analisis filogenético de la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02. a partir
del gen 16S ADNTr.
El siguiente arbol filogenético se muestra la relacion que tiene la Acinetobacter

calcoaceticus OTECO02 con otras especies de cepas bacterianas basadas en el
gen 16S.

54 Acinetobacter calcoaceticus D10 (JQ031270.1)
97/ Acinetobacter calcoaceticus PT-1 (KJ961567.1)
60 Acinetobacter calcoaceticus B9 (JQ579640.1)

69 L T Acinetobacter sp. OTEC-02R
83! Acinetobacter sp. OTEC-02-CHR
—Acinetobacter calcoacelicus NCCB 22016 (AJ888983.1)
Acinetobacter calcoaceticus RB 134 (KJ939472.1)
74 100 Acinetobacter calcoacetious ATCC 23055 (AJ888984.1)
93 L/flcr'netobacter rhizosphaerae 1H9 (AY364536.1)
Acinetobacter baylyi B2 (AF509820.1)
1 OOI—Acmetobacter soli B1 (EU290155.1)
Acinetobacter Iwoffii DSM2403 (X81665.1)
] Acinetobacter bejjerinckii LUH 47597 (AJ626712.1)
65 Acinetobacter haemolyticus DSM6962 (X81662.1)
el

95

Acinetobacter johnsonii ATCC 179097 (Z293440.1)
75 \_| Acinetobacter schindleri LUH5832 (AJ278311.2)
Acinetobacter bouvetii (AF509827.1)
86 Acinetobacter junii DSM6964 (X81664.1)
Acinetobacter parvus LUH4616 (AJ293691.1)
89 Acinetobacter radioresistens DSM6976 (X81666.1)
73 [ Acinetobacter baumannii DSM30007 (X81660)
74 Acinetobacter gerneri (AF509829.1)

0.005

Figura. 16. arbol filogenético basado en el gen 16S ADNr de la cepa A. calcoaceticus
OTEC 02 y especies bacterianas relacionadas. Usando el método NJ con 1000 Bootrap.
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9.5 Caracteristicas Taxonémicas de la Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02.
Se reviso la taxonomia correspondiente a la cepa OTEC 02 en el banco de datos

NCBI cuyos resultados arrojaron de la siguiente manera:

Tabla 2. Taxonomia actual de la cepa OTEC 02 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy,
revisada el 11/12/2014).

Estatus taxondmico de la A. calcoaceticus OTEC02

Cepa OTEC 02

Dominio Bacteria

Phylum Proteobacteria

Subdivision Gamma (y-proteobacteria)
I

Clase (Zymobacteria)
Vi

Orden (Pseudomonadales
Il

Familia (Moraxellaceae)

Genero Acinetobacter

Especie probable Calcoaceticus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy

X. CONCLUSIONES

La bacteria Acinetobacter calcoaceticus OTEC 02 resulto un bacilo Gram negativo
(2.5 x 0.7um), de crecimiento rapido (24-48 hrs), presenta bacilos con flagelos
polares que le permiten movilidad en el medio, no producen gomas
exopolisacaridos y en el medio PY forman colonias blancas, ligeramente opacas,
delaz2mm@.

La bacteria amplifico el gen 16S aprox. de 1500 Pb. Lo que corrobora la extension
esperada de este gen cromosomal para la especie Acinetobacter, usando los
primer universales 27F y 1492R pero este gen no se amplifico con los primer Fd1
y Rd1.

No amplifico el gen plasmidico nifH para esta cepa. Lo que indica que la cepa no
tiene la capacidad para fijar nitrogeno atmosférico.

No se encontro la presencia de plasmidos en la cepa OTEC 02 después de usar el
protocolo Eckhardt.

Las pruebas genomicas realizadas a la cepa OTECO02, permitieron establecer las
bases para el secuenciamiento del genoma completo de esta especie. Informacion
gue permitira en el futuro conocer los genes involucrados en la biodegradaciéon de

compuestos xenobioticos.
Recomendacion

Se recomienda realizar estudios a nivel de transcriptoma de la cepa OTEC-02
para determinar la calidad en la sintesis de los RNAm para determinar el potencial
en la formacién de las diferentes enzimas involucradas en la biodegradacion de

contaminantes xenobidticos.

Realizar pruebas de biorremediacion in situ para conocer el potencial el potencial

de degradacion de contaminantes en diferentes ecosistemas.
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XIl. Anexos

Anexo A. Resiembra de la cepa OTEC 02.

Anexo B. Electroforesis y extraccion de ADN.

Anexo C. Tincion de Gram.
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