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RESUMEN

En este trabajo se aislaron bacterias resistentes a mercurio asociadas a la
rizosfera de Malus domestica, que crece en suelo con alta concentracion de
mercurio (637+51 mg kg™) en la localidad de Nuevo San Joaquin, localizado en el
municipio de San Joaquin, Querétaro. De 23 aislados bacterianos, se
seleccionaron cinco por su capacidad de volatilizar mercurio a través del método
de rayos X no radiactivo, y se identificaron como Bacillus muralis y Bacillus
simplex a través de 16S rDNA y MALDI-TOF MS. Asi mismo, en las cinco cepas a
través de PCR se detectaron los genes merR y merA involucrados en la
volatilizacion de mercurio, y por secuenciacién solo se logré identificar el gen
merR de Bacillus simplex, este gen fue altamente similar a otras secuencias
reportadas de bacterias como Cupriavidus, Ralstonia, Pseudomonas y Serratia.
Este es el primer trabajo que reporta el aislamiento de cepas de Bacillus resistente
a mercurio de manzana, asi como la primera secuencia del gen merR obtenido en

esta area.

(Palabras clave: contaminacion por mercurio, genes mer, MALDI-TOF, San

Joaquin).



ABSTRACT

In this work, mercury-resistant bacterial strains were isolated from the
rhizosphere of apples that grow in soils with high levels of mercury Nuevo San
Joaquin, Queretaro State, Mexico (637+51 mg kg™') Bacteria were identified as
Bacillus muralis and Bacillus simplex through the proteomic technique of matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) and 16S rDNA. All strains showed the ability to catalyze the volatilization of Hg
as measured via the non-radioactive X-ray method. In all strains merR and merA
genes were detected by PCR. Nucleotide sequence analysis show that merR from
Bacillus simplex is 435 bp in length and was highly similar to those of other merR
sequences reported from diverse bacteria such as Cupriavidus, Ralstonia,
Pseudomonas and Serratia. To our knowledge, this is the first report of mercury-
resistant Bacillus strains isolated from the rhizosphere of apples as well as the first

merR gene sequence obtained in this area.

(Keywords: MALDI-TOF, mercury contamination, mer genes, San Joaquin).
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1. INTRODUCCION.

La contaminacion con metales pesados se ha convertido en uno de los mas
serios problemas que amenazan los ecosistemas y a la vida humana por su
toxicidad y su tendencia a concentrarse en cadenas alimenticias, el mercurio (Hg)
es uno de los metales mas téxicos, y su dispersion a través de diferentes matrices

ambientales representa un alto riesgo en la salud (WHO, 2013).

Los principales yacimientos de Hg se localizan en paises como Espafia,
Italia, Yugoslavia, Turquia, China, Japén, Filipinas, Estados Unidos, México, Chile,
Colombia, Brasil y Peru. (PNUMA, 2005; Li y col.,, 2014). En México los
yacimientos de Hg mas importantes se encuentran localizados en los estados de
San Luis Potosi, Zacatecas, Querétaro, Durango y Guerrero (Langenscheidt,
2006). En el estado de Querétaro en la zona conocida como la Sierra Gorda ésta
actividad ha sido relevante desde la época prehispanica, debido a que hay
evidencias se realizaban explotaciones a cielo abierto desde el siglo Xll a.ne. y
subterraneas desde el siglo X a.C., para la extraccion de cinabrio (sulfuro de
mercurio HgS), que se utilizaba principalmente debido a su coloracion roja, similar
a la sangre para decorar muros, ceramica y tintura de piel. Durante la Colonia se
explotaron en la region yacimientos de plata y plomo que dieron lugar a la
fundacién de pueblos mineros como San Pedro Escanela, ElI Doctor, Pinal de
Amoles, Rio Blanco, Plazuela, San Joaquin y Maconi. En la década de los

setentas inicia el auge del mercurio, que coloc6 a Querétaro como primer
1



productor nacional y cuarto a nivel mundial, con San Joaquin, Pefia Miller y Pinal
de Amoles como los principales municipios de extraccion, con una produccion

estimada de 140 toneladas mensuales (SGM, 2011, Langenscheidt, 2006).

En el municipio de San Joaquin la explotacién de cinabrio esta prohibida,
sin embargo la extraccién por varios afios HgS dejo a este municipio con altas
concentraciones de mercurio en bocaminas, terrenos y jales expuestos a
corrientes de agua y viento, que lo dispersan y que hacen que haya un elevado
nivel de contaminacion (Hernandez-Silva, 2009, Martinez-Trinidad, y col., 2013).
Ademas el suelo, agua y cultivos han sido contaminados con Hg presentando
niveles por arriba de los limites maximos permitidos por la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO por sus siglas en
inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés), y en
el caso de suelos, el nivel excede el limite establecido por la Norma Oficial

Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

En San Joaquin para que las familias tuvieran posibilidad de obtener
ingresos, se implementaron por parte de la Secretaria de Desarrollo Agropecuario
(SEDEA) programas de ayuda para el aprovechamiento del suelo, promoviendo la
fruticultura. Ya que la agricultura es de temporal y los afluentes de agua son
inadecuados para una produccion agricola de mayor escala. Son entonces los

huertos de manzano, Malus domestica (Rosaceae), parte fundamental de los



ingresos economicos, con una produccion de 560 toneladas anuales, siendo las

variedades cultivadas Red Delicious y Golden Delicious (SAGARPA, 2014).

La remediacién del suelo contaminado con Hg es una necesidad evidente
en los sitios mineros con altas concentraciones de esta especie quimica. Por esto
en las ultimas tres décadas se han desarrollado tecnologias para la remediacion
de suelos, que pueden ser in situ o ex situ, que se pueden clasificar como
meétodos fisicos, electroquimicos, bioldgicos fitoremediacion y biorremediacion (de
la Rosa y col., 2007). Sin embargo algunos de estos procesos para sanar los
suelos contaminados con Hg, son poco accesibles para la mayoria de la gente
debido a los altos costos que pueden representar y a que algunas de estas
metodologias no son accesibles en el pais. En el afan de encontrar alternativas
gue sean viables para la descontaminacion de suelos, la biorremediacion es una
opcidén que da varias vertientes debido a que considera tanto la fitorremediacion,
como el empleo de microorganismos (Volke y col., 2005). En este sentido se han
identificado microorganismos principalmente bacterias y hongos con capacidad
para biodegradar moléculas de compuestos organicos o para bioacumular metales

pesados, entre ellos al mercurio (Zawiercha y Malina, 2011).

Es por esto que es importante la identificacion de microorganismos que
muestren resistencia y actividad reductora de metales, con la finalidad de poder

acoplar sistemas, de plantas y microorganismos, para disminuir la concentracion



de metales en suelo y agua, bajo diversas condiciones (Clark, 1977; Ren y col.,

2015).

Los avances en los métodos moleculares han permitido analizar la
interaccidn que tienen las plantas y los microorganismos presentes en el suelo y
en la rizésfera, siendo algunos de los métodos mas empleados para la
identificacion y secuenciacion de bacterias el de Reaccidon en cadena de
Polimerasa (por sus siglas en inglés PCR), 16S Ribosomal y MALDI-TOF MS y el
meétodo bioquimico BIOLOG para la identificacién bacteriana, con los que se han
logrado generar bases de datos mas amplias, que han permitido mayores avances
en el diagnodstico microbiano, asi como identificaciones mas rapidas de genes de
importancia ambiental. Por lo que en este proyecto se utilizaron las técnicas de
PCR 16S rDNA y MALDI-TOF para la identificacién y caracterizacion de bacterias
asociadas a la rizosfera de M. domestica en la localidad de Nuevo San Joaquin, y

la determinacion de los genes mer de las bacterias involucradas en el proceso.



2.FUNDAMENTACION TEORICA.

2.1 Mineria en San Joaquin

San Joaquin es un municipio que se encuentra al noreste del estado de
Querétaro, colinda con los municipios de Jalpan, Cadereyta y Pinal de Amoles, la
temperatura media anual es de 14°C y en invierno desciende hasta -3°C, la
temporada de lluvias es entre los meses de mayo y agosto, con una precipitacion
anual de 1,150 milimetros, cuenta con una altura de 2,400 metros sobre el nivel

del mar (Ramirez, 2007).

Este municipio presenta una geologia muy particular, en donde existen de
manera natural abundantes yacimientos de mercurio, haciendo que la obtencién
de este elemento sea relativamente sencillo. La extraccidn de este metal en San
Joaquin data desde el siglo IV a.n.e. por hallazgos de herramientas utilizadas para
obtener cinabrio o sulfuro de mercurio (HgS). Desde entonces la mineria de Hg ha
pasado por distintas etapas a través de los siglos conforme a la demanda de éste

(Hernandez-Silva, 2009).

Gracias a estudios arqueologicos se conoce que desde el periodo clasico
de 200-900 los pobladores de esta zona explotaban el cinabrio para comerciarlo
con Teotihuacan. Para los afios 800 y 900 los habitantes fueron desplazados por

cazadores recolectores. La fundacion de San Joaquin fue en 1682 por Jeronimo



de Labra y al padre Ochoa. En el periodo virreinal, la produccion del metal era

contante pero sin llegar a volumenes altos (Langenscheidt, 2006).

La extraccion minera de mercurio aumento de 1870 a 1930 para la
obtencién de obtener plata por medio de amalgacién. En el periodo de 1950 a
1970 la demanda de mercurio hizo que la explotacién de mercurio se retomara,
alcanzando un auge importante, ya que la extraccion fue intensiva, esta actividad
se abandond hasta 1990, en donde México ocup6 el cuarto lugar de produccion a
nivel mundial, aumentando la contaminacion por mercurio (Martinez-Trinidad y
col., 2013). Las repercusiones de tantos siglos de explotacion se manifiestan en
las bocaminas y jales que contienen grandes depodsitos de este elemento,
expuestos a las condiciones climaticas de viento y agua para la dispersion del Hg

en toda la regién (Figura1.)

Figura 1. Izqg. Bocamina moderna para la explotacion de minerales
(actualmente se utiliza como basurero). Der. Parcela de manzanos que se

encuentra a 15m de la bocamina.



2.2 Caracteristicas fisicoquimicas del mercurio.

El Hg es considerado como metal toxico y el unico que se encuentra en
estado liquido a temperatura ambiente, es de color plata brillante, volatil y se
solidifica a una presion de 7.640 atmosferas, con un punto de fusién de -38°C y
punto de ebullicion de 357°C. Metal de transicion que le confiere buena
conduccion de electricidad y de calor, su numero atémico es el 80, con una masa
atémica de 200.59 u. Ademas de mercurio elemental (Hg®), puede existir en forma
de mercurio (idénico Hg'* y Hg?* )(Wotruba y col., 2000). Ademas de la formacién

de compuestos inorganicos (Cuadro 1.).

Cuadro 1. Compuestos inorganicos de Hg (Wotruba y col., 2000).

Compuestos inorganicos Formula quimica
Sulfuros HgS
Oxidos HgO
Compuestos con halégenos Hg.Cl, HgF», HgBr2
Cianuros y Thiocianatos Hg(SCN) 2

Este metal pesado es reconocido como un contaminante toxico para la

mayoria de los organismos, es introducido en el ambiente por fuentes tanto



naturales como antropogénicas. El Hg puede transportarse a grandes distancias
en la atmésfera, y depositarse en suelo y agua, ademas de bioacumularse en
forma de metilmercurio (Barkay y col., 2003; Li, 2014). Como fuente natural se
tienen erupciones volcanicas, desgasificacion de corteza terrestre, erosion de las
rocas que emiten bajas concentraciones de metales pesados, entre ellos el Hg°
que es volatil e insoluble en agua. En la atmésfera el Hg® cambia a Hg®* , que lo

hace soluble en agua (Bradl, 2005).

2.3 Contaminacion por mercurio

La contaminacion antropogénica con mercurio se debe a que se usa en una
amplia gama de productos, en plantas de cloro-alcali con tecnologia de células de
mercurio, mineria de oro artesanal, quema de carbén y procesado de metales,
ademas de utilizarse para productos como: termometros y manometros,
interruptores eléctricos y baterias, como biosidas en semillas, y abrillantador de
pinturas entre otros. Alrededor del 70% de las emisiones de mercurio provienen de
la combustién estacionaria de combustibles fésiles y de la incineracion de

materiales de desecho (Unep, 2008, Li, 2014).

El mercurio como subproducto es el que se genera durante el proceso de
produccion de otros metales, esto quiere decir que esta presente en cantidades
minimas, el mercurio primario es cuando se extrae con el fin de utilizar éste metal
para actividades como las mencionadas anteriormente, el mercurio secundario es

el que se recupera de productos al final de la vida util, o como residuo en procesos
8



industriales que utilizan Hg. México tiene importantes reservas de Hg secundario
como consecuencia de meétodos ineficientes de amalgamacion de la plata
utilizados en la produccion de este metal. Entre los afios de 1,545-1,900, se
estima que fueron descargadas unas 73,000 toneladas de mercurio a suelos y
cuerpos de agua (Castro, 2013).Las especies principales de mercurio que resultan
de estos procesos son el Hg®° y dimetilmercurio (CH3)2Hg, la transformaciéon a
otros compuestos como Hg?* unida a grupos SH, sucede en el ciclo biogeoquimico
(Figura 2) (Kaschack y col., 2013, Barkay y col., 2003). La transformacion de Hg
inorganico a organico, ocurre en sitios con alta actividad bacteriana, con la
aparicion de bacterias reductoras de sulfatos, que hacen disponible el

metilmercurio (Baldi, 1993).

O g(ll CH
Hg(ll) e=Hg® A) (CHf hHg Hg®, Hg(ll)<a &Hg"

V e

Lagos y suelo Superficie oceanica

Fuentes
antropogénicas

i CH;Hg = Cx+Hg®
i ‘5 Hg® =& H(ll)
S Plankton ng—cl;lgn
— st e—| N (10
W Hg(OH), 114
Fona acrabia L‘-En’ng’gH LzClOL & | § Alsal Metabolites
3
CO,. CH4+Hg(ll)ﬂ
Oxidative (CH;),Hg
Process \
merB H,S
SRB
\ ( H ?ug;‘ 1‘ Zona anaerobia
CH3HS-« - Hg(HS), G— HSS(Sl y sedimentos

Hg(S)HS
Figura 2. Ciclo del mercurio (Barkay, 2003) En donde las bacterias

sulfatoreductoras juegan un rol importante para la transformacion de mercurio



2.4 Riesgo a la salud por exposicion a mercurio.

El metilmercurio se vuelve disponible para la acumulacién en la cadena
alimenticia. con un potencial riesgo a la salud para seres humanos. El nivel de
toxicidad en seres humanos y otros organismos varia segun la forma quimica, la
cantidad, via de exposicién asi como la vulnerabilidad de la persona expuesta
(Cuadro 2.). El metilmercurio es un neurotoxico, que puede provocar efectos
perjudiciales especialmente en el cerebro en formacion, traspasa con facilidad la
barrera placentaria y la barrera hematoencefalica, esto hace preocupante la

exposicidon durante el embarazo (Unep, 2008. Llop y col., 2012).

Cuadro 2. Especies de Hg y dafios a la salud (PNUMA, 2005)

Especie de Mercurio Via de exposicion Dafos causados

Neurotoéxico,
Consumo de pescados y
metilmercurio especialmente en mujeres
mariscos
embarazadas y nifios

A tejidos pulmonares,
Inhalacion de vapores y penetrando barrera de
mercurio elemental
amalgamas dentales sangre del cerebro, con

trastornos neurologicos

10



La intoxicacion con metilmercurio, es conocida como la enfermedad de
Minamata, llamada asi por la Bahia de Minamata en Japon, donde en 1956 se
detectd la primera epidemia de recién nacidos que presentaban trastornos
neuroldgicos mayores, debido al consumo de pescado contaminado que ingirieron
sus madres en el embarazo, ésta fue la primera vez que se presento la
neurotoxicidad del mercurio en poblaciones no expuestas en el ambito laboral (De
Miguel y col. 2013). La enfermedad de Minamata fue descrita por primera vez en
1959 como una enfermedad del sistema nervioso causada por el consumo de
pescado y mariscos. Sintomas de esta enfermedad incluyen impedimento de
escucha y habla, temblores, y falta de coordinacién, que llevan finalmente a dafios

en la corteza cerebral (Ekino y col. 2007, Llop y col. 2012).

2.5 Consecuencias de la acumulacién de metales pesados en plantas.

El mercurio ingresa a las plantas a través del mismo proceso utilizado para
la toma de nutrientes, aun cuando estas han desarrollado mecanismos de
seleccidon de acceso de nutrientes, estos pueden fallar y es cuando sustancias no
deseadas como el Hg entran al organismo. La cantidad de metales que pueden
absorber va estar sujeto a la movilidad que tenga el elemento en la rizésfera,
sujeto a la concentracion y especie de mercurio en suelo, tiempo de exposicidén y
caracteristicas edaficas influyen en la biodisponibilidad (Gonzalez-Mendoza vy

Zapata-Pérez 2008; Peralta-Pérez y Volke Sepulveda, 2012).
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El mercurio afecta la fotosintesis y el metabolismo oxidativo porque
interfiere con el transporte de electrones en cloroplasto y en mitocondria, ademas
inhibe la actividad de las acuaporinas y reduce el consumo de agua (Sas-
Nowosielska y col. 2007). Sin embargo las plantas tienen la habilidad de sobrevivir
suelos contaminados con metales pesados, y esto se manifiesta en una
interaccion entre el genotipo y el medio, diversos estudios genéticos han
demostrado que esto es gracias a una multitolerancia o cotolerancia. Sin embargo
éstas se ven afectadas por diferentes tipos de estrés que genera la acumulacion
de metales pesados como son la deficiencia de nutrientes, estrés oxidativo de

semillas durante la germinacion, y estrés metabdlico (Wu y col. 2006).

Por lo que existen diferentes mecanismos de tolerancia a métales pesados
como son las micorrizas extracelulares y los exudados como protectores. La
membrana plasmatica también participa en la reduccién de la toma de metales
pesados en el flujo de los iones metalicos. En el protoplasto las proteinas y
moléculas quelantes como acidos organicos y aminoacidos, almacenan métales
toxicos en las vacuolas, alejandolos de los procesos metabdlicos (Sas-

Nowosielska y col. 2007; Moreno y col. 2009).

La secrecion de acidos organicos aumenta la absorcion radicular y
movilizacion de metales pesados, se conoce que un 40% de los metales se
encuentran asociados a moléculas organicas en suelo. Algunos trabajos

demuestran que la presencia de acido acético y sucinato presentes en la rizésfera
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del trigo son los responsable de la acumulacién de Cd (Yan-de y col. 2007). Es
ademas gracias a estos procesos que las plantas pueden realizar fitorremediacion,
que es mediante remocion, transformacion, degradacion o estabilizacion de

contaminantes.

2.6 Rizosfera

En 1904, un agronomo aleman, Lorenz Hiltner, utilizé el término de rizosfera
por primera vez para describir la interface entre planta-raiz y suelo, como un area
alrededor de las raices de las plantas habitadas por una poblacion unica de
microorganismos. Se divide en tres zonas, la endorizésfera que incluye la porcidn
de cortex y endodermis en la que la microbiota y cationes pueden tomar el espacio
que existe entre células (espacio apoplastico), el rizoplano que es la zona media y
que es directamente adyacente a la raiz, donde se incluye el mucilago, la externa
es la ectorizésfera que va del rizoplano al suelo (Figura 3). La rizésfera no tiene un
tamano o forma sino consiste mas bien de un gradiente de propiedades quimicas,

bioldgicas y fisicas (McNear, 2013).

El termino de Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV). se
utilizé por primera vez con Kloepper y Schrot, en 1980. Estas bacterias habitan en
la rizésfera y estimulan el crecimiento y la salud vegetal, especies del género

Bacillus y Pseudomonas se encuentran dentro de las BPCV.
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En 1985 Newman examind una variedad de especies que liberan de entre
10 a 250 mg de carbon C por gramo de raiz, liberandolo en formas organicas e
inorganicas, siendo la mayoria las primeras y que influencian en los procesos
rizosfericos. Los productos de la raiz se conocen como rizodepositos, clasificados
de acuerdo a su composicion quimica, modo de liberacién o funcidén y se puede
incluir las células de los bordes, mucilago y exudados. El mucilago es viscoso, con
alto peso molecular, insoluble y rico en polisacaridos, provee lubricacion y
previene sequia, ademas de asistir en la toma de nutrientes, asi como la union de
particulas de suelo, logrando una buena calidad aumentando la infiltracion de

agua y aireacion (Nihorimbere y col. 2010).

En la rizésfera, las raices de las plantas tienen una influencia directa en la
composicion y densidad de la microbiota del suelo, se conoce como efecto
rizosférico, este efecto puede verse como la relacion entre el numero de
microorganismos en el suelo de la rizésfera y el numero de microorganismos en el
suelo alejado de las raices y se llama relacion R/S que generalmente es entre 5y
20, pero es normal encontrar valores de 100 es decir poblaciones microbianas 100
veces mayores en la rizosfera que en el suelo sin raices de los alrededores
(Morales, 2013). Las raices que se encuentran rodeadas por microorganismos
excretan una cantidad de materiales organicos mucho mayor que las raices
estériles. Algunos de estos inhiben a los microorganismos pero la mayoria

promueve su crecimiento. Muchas de las bacterias de la rizésfera requieren
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aminoacidos para alcanzar su maximo crecimiento y es muy probable que los

exudados de las raices se los proporcionen (Atlas y Bartha, 2002).

El género Bacillus es el mas abundante en este tipo de ecosistemas, puede
beneficiar el desarrollo y la salud vegetal, a través de la produccion de
compuestos fitoestimulantes como hormonas vegetales o de manera indirecta con
la sintesis de compuestos que presentan actividad antibidtica que inhibe el
crecimiento de fitopatogenos (Cruz-Medina y col, 2012). Son bacterias Gram
positivas con forma bacilar, aerobios estrictos o anaerobios facultativos, en
condiciones de estrés forman una endospora central cuya presencia deforma la
estructura celular. Confiriéndole resistencia altas temperaturas y a desinfectantes
quimicos. Esta bacteria es capaz de generar un efecto benéfico en el crecimiento

de plantas por diversos mecanismos (Cordero y col. 2012).
‘Rdaiz - "

Y Rizosfera
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7 (Planta y Mucilago
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Apice

Desprendimiento de
células de la raiz

Figura 3. Zona de la rizosfera (Morales, 2013), en donde se aprecia como

interactuan la raiz, rizoplano y rizosfera.
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2.7 Métodos de remocion de Hg.

La meta de cualquier tecnologia de remediacion ya sea in situ o ex situ, es
la remocion de contaminantes o la reduccion del riesgo que se asocia a su
presencia, es decir limitando la exposicion a través de la estabilizacién. Existen
diferentes métodos para la remocion de Hg en suelo, como son fisicoquimicos o
tradicionales que incluyen incineracion, solidificacion/estabilizacion, lavado,
excavacion y entierro; y los biolégicos. Los primeros pueden ser por mecanismos
fotocataliticos de los iones metalicos, y pueden ser directos e indirectos, en donde
la eficiencia de la reduccién se puede aumentar agregando agentes quimicos
reductores, los segundos implican el uso de microorganismos o plantas y son
mejor conocidos como métodos de biorremediacion (Sas-Nowosielska y col.
2007).

La remocion del mercurio también depende en gran medida del estado en el
que se encuentre, por ejemplo en el caso de nitrato de mercurio, se tiene una
maxima remocion a un pH alcalino de 10.3-11.2. Se puede tener también una
remocion muy buena usando nanoparticulas de TiO,, la fotorreduccion de
metilmercurio s6lo es posible en presencia de metanol y en ausencia de oxigeno
(Mercader y col. 2006).

Como los metales pesados son elementos naturales, la degradacion no es
posible, por eso los microorganismos han desarrollado estrategias que les

permiten hacer frente para transformar el elemento a una forma menos daifina o
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ligarlo de manera intra o extra celular, para evitar dafios en la célula, también con
el transporte activo del metal fuera del citosol (Rouch y col. 1995).

El concepto de biorremediacién surge a partir de la observacion de la
interaccidn de bacterias con metales y otros compuestos toxicos y por organismos
eucarioticos como hongos y levaduras. Se refiere al proceso de utilizar agentes
biolégicos para eliminar compuestos toxicos del medio ambiente. Siendo una
alternativa que ofrece la eliminaciéon o reduccion de contaminantes incluyendo
metales pesados, es una técnica de costo relativamente bajo que tiene alta
aceptacion que puede ser realizada in situ (Ahemad, 2012). En 1992 el organismo
de Encuestas Geologicas de Estados Unidos, en inglés U.S. Geological Survey
(USGS) afadio6 nutrientes en Hanahan SC, para activar especies bacterianas del
suelo, en in afno el 75% de los compuestos téxicos fueron removidos. Desde
entonces se ha seguido con la labor de mejorar estos procesos a través por
ejemplo de los organismos disefiados a través de ingenieria genética.

Existen  microorganismos que pueden sobrevivir a elevadas
concentraciones de mercurio, debido a diferentes mecanismos de resistencia.
Como la reduccion enzimatica a Hg®° y la volatilizacion. El mecanismo de
destoxificacion en bacterias Gram negativas es el transporte de iones Hg?* hacia
el citoplasma (Rojas y Ortiz, 2010).

En 1960 Moore realizé los primeros reportes sobre la resistencia bacteriana
a compuestos organicos e inorganicos de Hg en una cepa de Staphylococcus

aureus que fue aislada en un hospital, en 1964 se hicieron reportes de bacterias
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que eran capaces de transformar Hg** a Hg®, y que esta resistencia estaba ligada

a plasmidos (Clark, 1977).
2.8 Mecanismos utilizados por bacterias en la remocion de mercurio.

La resistencia a metales es asociada a la resistencia a antibioticos
(Belliveau, 1991), y esta puede ser transferida entre bacterias por mecanismos de
conjugacion y transduccion, en algunos casos la resistencia a antibidticos y

metales es mediada por el mismo plasmido.

Bacterias, hongos y plantas han evolucionado diferentes mecanismos de
resistencia a distintos metales pesados: Hg (ll), As (V), Cr (VI), Cd (ll). El genero
bacteriano tiene un papel muy importante en el ciclo biogeoquimico del mercurio
(Barkay, 2003), sus mecanismos de resistencia al mercurio han sido estudiados de

manera extensiva.

Existen tres mecanismos para la ligacion de los metales a las paredes
celulares, que es el intercambio de ion con peptidoglicano y acido teicoico,
precipitacion a través de reacciones de nucleacion y la formacion de complejos
con ligandos de nitrogeno y oxigeno. Las bacterias Gram-positivas,
particularmente Bacillus spp. tienen gran capacidad de absorcion debido a su
pared de peptidoglicano y contenido de acido teicoico en sus paredes celulares

(Hart y col. 1998; Moraga y col. 2003).
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La toxicidad del metilmercurio es mayor en organismos superiores que en
algunas bacterias, porque inhibe grupos SH presentes en la mayoria de los
procesos enzimaticos, que ocasiona necrosis y muerte celular. Los mecanismos
de resistencia a iones de mercurio que presentan las bacterias pueden ser de tres
tipos, la sintesis de tioles, que une los compuestos de Hg reduciendo la toxicidad
para la célula; la presencia de barrera permeable, que limita la entrada de
mercurio a la célula; y el tercer mecanismo es el mas interesante es el que esta
controlado pro el operén mer, que puede estar localizado en plasmidos, DNA

genomico o en integrones (Dash y Das, 2012).

El operon mer, es el responsable de conferir resistencia a Hg, puede estar
localizado en cromosomas o en plasmidos. Consiste en genes que codifican
proteinas funcionales de regulacion (merR) de transporte (merT, merP y/o merC,

merF) y de reduccion (merA) (Osborn y col. 1997; Gupta y col. 1999).

El primer gen en el operdbn mer es merR, expresa una proteina
metaloregulatoria MerR que regula tanto de manera negativa como positiva la
expresion de los genes estructurales, regulando también su propia expresion de
manera negativa. Los genes merT y merP que son de transporte se requieren para
la resistencia a Hg (Il). El gen merA codifica la mercurio reductasa MerA, seguida
por genes que codifican transportadores. Diversos estudios han dado a conocer

distintos microorganismos ampliamente distribuidos que poseen genes mer:
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Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcessce, Xanthomonass,

Pseudomonas stutzer, Staphylococcus aureus (Yu y col, 2014).

Las bacterias llevan a cabo la biotransformacién de Hg®* a HgP. En
bacterias Gram negativas resistentes al mercurio, una enzima unida a NADPH,
llamada reductasa merctrica, MerA, transfiere dos electrones de Hg®* a Hg°, el
gen merA codifica esta enzima que es una flavoproteina soluble que se localiza en
el citoplasma, (Barkay, 2003). Lo producido en esta reaccion es volatil, pero lo
mas importante es que esto previene la acumulacion de este metal en su forma
mas toéxica en la cadena tréfica que es metilmercurio. La conversién bacteriana de
ng+ a Hg° permite entonces convertir mas CHsHg+ en HgZ+. La resistencia al
mercurio se ha estudiado intensamente en Pseudomonas aeruginosa, bacteria
Gram negativa que posee un plasmido que contiene genes para la resistencia a
dicho metal, estos genes llamados genes mer, estan situados en un operon y
estan bajo el control de la proteina reguladora MerR, éste funciona de represor y

también de activador (Madigan y col., 2004).

Los genes que componen éste operon no son uniformes, en general se
tiene un gen regulador merR, un gen de transporte de mercurio merT, un gen de
unién al mercurio extracelular merR y merA el gen de mercurioreductasa, son los
genes basicos que se encuentran en todos los operones mer, algunos de los
genes adicionales y que confieren resistencia a compuestos organomercuriales

son gen merB, gen merC para el transporte de mercurio, merD que es un gen de
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regulacion secundario, merW otro gen de transporte asi como merF y merG que
confiere la resistencia a fenilmercurio (Barkay y col., 2003; Allen y col. 2012; Dash
y Das, 2012)(Figura 4).

v R-Hg+
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-

Hg+  activacion

Figura 4. Operén mer de amplio espectro (Dash y Das, 2012), mecanismo de

genes especificos que se activan ante la presencia de Hg

En ausencia de Hg®*, MerR se une a la regién operadora del operén mery
realiza la transcripcion de genes, cuando esta presente Hg®* el metal forma un
complejo con merR, que funciona como activador de la transcripcion del operdn
mer. La reductasa mercurica, es producto del gen merA, MerD producto del gen
merD, también cumple una funcion reguladora, y merP codifica una proteina
periplasmatica captadora de HgZ+. La proteina MerP, se une al Hg2+ y lo transfiere

a una proteina de membrana MerT, que transporta el Hg2+ al interior de la célula
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para que sea reducido por la mercurio reductasa. El resultado es la reduccién de

Hg** a Hg°, que es volatil y es liberado por la célula (Madigan y col., 2004).

Cuadro 3. Genes involucrados en operon mer y funciones especificas (Dash vy

Das, 2012).
Gen Producto del gen Localizacion Funcion
merA mercurio Citoplasma Conversion de
2+ 0
reductasa Hg" a Hg
merB Organomercurio Citoplasma Lisis de la union
liaza C-Hg"
merP Proteinas Periplasma Transferencia de
periplasmaticas de Hg** a membrana
unién al mercurio de proteinas
merT Proteinas de Membrana interna Transporte de
transporte mercurio
merD Proteinas Citoplasma Regulacion
reguladoras negativa del
operén mer
merR Proteinas Citoplasma Regulacion
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3. JUSTIFICACION

En México, y en particular en el estado de Querétaro se sigue realizando el
proceso de extraccidn y beneficio de mercurio, bajo condiciones por lo general
artesanales, lo que ha propiciado que en las zonas mineras del pais y del estado,
la contaminacion del suelo y del agua por Hg represente un riesgo serio a la salud
de las poblaciones expuestas, como Nuevo San Joaquin en la que se han
encontrado concentraciones hasta de 4164 mg kg~ debido principalmente a los
residuos de la actividad minera (PNUMA 2005; Martinez-Trinidad y col., 2013).

Por lo anterior, se requiere la implementacion de sistemas que puedan
disminuir la contaminacion del suelo y agua, como son técnicas fisicoquimicas, asi
como de biorremediaciéon. Las primeras son poco accesibles debido a los altos
costos que ésta representan. Por tal motivo, una alternativa importante es la
biorremediacion, la cual incluye el uso de microorganismos como las bacterias

(Urdaneta y col. 2008; Sas-Nowosielska y col. 2007).

En consecuencia, el aislamiento de bacterias de sitios contaminados con
Hg, permite obtener poblaciones de microorganismos con diferente grado de
adaptacion a mezclas de metales pesados, entre ellos el mercurio (Barkay y col.,
2003). La identificacion y caracterizacion de estas poblaciones de bacterias que
biotransforman las formas toxicas de Hg debido a los genes mer que transforman
el metilmercurio (CHsHg) a mercurio con estado de oxidacién de dos (Hg*") y éste,

a su vez, a un estado de oxidacién de cero (Hg®) el cual es volatil, por lo que
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puede ser capturado o inmovilizado. Asi mismo, el uso de estas bacterias puede
ser posteriormente un recurso para ser implementado en sistemas acoplados de

remocioén de mercurio en matrices como son el suelo y agua
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4. HIPOTESIS.

En la zona minera de San Joaquin, en la rizésfera de Malus domestica
existen bacterias que se han adaptado a medios contaminados con metales
toxicos y que tienen la capacidad para reducir el mercurio, debido a que poseen

genes mer que estan involucrados en el proceso.
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5.10BJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Determinar la capacidad metabdlica de bacterias, asociadas a la rizésfera
de Malus domestica, de la zona minera de San Joaquin, Querétaro, para la
reduccion del mercurio e identificar los genes mer de las bacterias involucradas en

el proceso.

5.2 Objetivos especificos.

5.2.1 Aislar y caracterizar bacterias resistentes a mercurio de rizosfera de

M. domestica.

5.2.2 Identificar por métodos moleculares los géneros bacterianos

resistentes a mercurio obtenidos de la rizosfera de M. domestica.

5.2.3 ldentificar los genes merA y merR de los géneros bacterianos aislados

de la riz6sfera de M.domestica.
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6. METODOLOGIA.
El presente trabajo se realizé en Laboratorio de Ciencias Ambientales,
Campus Aeropuerto de la Universidad Autdbnoma de Querétaro, asignado a la

Maestria en Ciencia y Tecnologia Ambiental de la Facultad de Quimica.

6.1 Aislamiento de colonias bacterianas de rizosfera de M. domestica.

6.1.1 Muestreo:

Se hizo el muestreo en la localidad de Nuevo San Joaquin del municipio de
San Joaquin en el estado de Querétaro ubicada a una altitud de 2440 m sobre el
nivel del mar con las coordenadas geogréficas iniciales latitud: 21° 07 00,
longitud: 99° 22" 00”. Debido a trabajos previos en donde se determin6é que los
suelos tienen una concentracion de 637451 mg kg™ de Hg y en el fruto de la

manzana de 15.44+4.33 mg kg™’ de Hg (Sanchez-Fuentes, 2013).

Se colectaron muestras de suelo de un 1 kg en cada una de las parcelas
muestreadas, a una profundidad de 30 cm (Volke y col. 2005). Se realiz6 un

muestreo sistematico en las parcelas en zigzag por el método de cuarteo.

Las muestras se almacenaron en bolsas de plastico. Con una adecuada
identificacion (NMX-AA-132-SCFI-2006). Estas se llevaron al Laboratorio de
Ciencias Ambientales, campus Aeropuerto, con el cuidado adecuado para no
dafarlas. Se secaron las muestras de rizosfera y suelo adherido en charolas

independientes de plastico correctamente lavadas y desinfectadas asi como
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etiquetadas. Se tomaron 10 g de rizésfera con suelo adherido y se almacenaron

en tubos estériles de 50 mL 8 (Stangoulis, 2009).

6.1.2 Sembrado por extension de la rizésfera de M.domestica
A la rizésfera de M. domestica almacenada en los tubos, se le adicionaron
500 pL de caldo de soya tripticasa en tubos eppendorf. Las muestras se

sembraron por extension en medio nutritivo selectivo de soya tripticasa con agar

(TSA) al que se le afiadieron 50 ug mL™" de HgCl,. Después se introdujeron en la

camara de incubacion a 37°C. Se hizo una seleccion de aislados con fenotipos
diferentes. Estos fueron resembrados por método de estria en cajas Petri
(Madigan y col. 2004). Los aislados que se obtuvieron se almacenaron en glicerol

al 20% y en congelacion.

6.1.3 Técnica de rayos X para la deteccidn de volatilizacion de mercurio por cepas
bacterianas resistentes a mercurio.
Se utilizo la metodologia de rayos X de Nakamura y Nakahara (1990) para
la seleccidn de géneros bacterianos con capacidad de reduccion de mercurio. En

medio nutritivo de soya tripticasa con 50 ug mL™" de HgCl,, las 23 cepas axénicas

se sembraron y se incubaron durante 16 horas a 36°C. Posteriormente, se

utilizaron placas de micro titulo de 96 pozos, a cada uno de estos pozos se le
afnadieron 100 yL de Buffer de volatilizacion con aislado bacteriano, previamente

incubado, se cubrieron con placas de rayos X fotosensibles de nitrato de plata
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Amersham Hyperfilm ™ de 8 x 12.3 cm, se colocé la tapa sobre la placa y esta se
reforz6 con broches de presién colocando en una caja para conservarla en
condiciones de oscuridad (Takeuchi, 2003). Después del periodo de incubacion de
10-12 horas a 37°C, se realizo el revelado de la placa en cuarto oscuro bajo las

siguientes condiciones:

1. Tres minutos en solucion reveladora (Kodak Developer)
2. Dos minutos en solucion de lavado (Agua destilada)
3. Tres minutos en solucion fijadora (Kodak Fixer)

4. Cinco minutos en solucion de lavado (Agua destilada)

6.1.4 Resistencia de las cepas bacterianas a distintos metales

De los 5 aislados que fueron seleccionados por la técnica de rayos X, se
probé ademas la resistencia a distintos métales pesados Pb, Co, Cu, Cd, Cr y Hg.
Los aislados bacterianos se inocularon en medio sélido Luria Bertani (LB) al 50% vy
se incubaron 24 horas a 36°C . Mas tarde se tomo una asada que se resuspendio
en medio liquido LB tomando 100 pyL de cada cultivo y se extendieron en placas
de LB 50% sdlido. Cada metal se prob6 en concentraciones distintas partiendo

desde 50 ug mL™" hasta una concentracion de 700 ug mL™.

6.1.5 Resistencia de las cepas bacterianas a distintos antibi6ticos
Los aislados bacterianos se inocularon en medio liquido de soya. Se
incubaron en agitacion 24 horas a 37°C hasta que la suspension alcanz6é una

densidad 6ptica de 0.4 a 600 nm. Se tomd 100 yL de cada cultivo y se extendieron
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en placas de medio solido de soya. Por medio del método Kirby-Bauer se usaron
papeles filtro estériles de 6 mm de diametro impregnados cada uno con 5 uL de
cada uno de los antibidticos, a diferentes concentraciones (Cuadro 4.) se
colocaron en la placa de agar y se incubaron a 37°C por 10-12 horas. Después se
midieron los diametros de las zonas de inhibicion y fueron registradas. Todas las
pruebas se hicieron por triplicado y la accidén antibacterial se expres6 en mm. Los
resultados se normalizaron y se hicieron analisis con el software R package
version 3.2.1. De los antibidticos utilizados 5 afectan sintesis de proteinas:
Kanamicina, Cloranfenicol, Espectinomicina, Estreptomicina, Tetraciclina; dos
afectan la sintesis de pared celular: Ampicilina y Carbencilina; uno afecta la

sintesis de RNA: Rifampicina.

Cuadro 4. Antibitticos y concentraciones utilizadas

Antibiotico Abreviacion Concentracion (ug/mL)
Carbenicilina CB 50 100 150
Tetraciclina TC 20 40 80
Rifampicina RIF 20 40 80
Cloranfenicol CL 5 25 50
Kanamicina KM 5 20 50
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Espectinomicina SP 25 50 75

Estreptomicina ST 150 300 450
Ampicilina AMP 2 10 20
Polimixina PX 5 10 30

6.2 Identificacion de géneros bacterianos resistentes a mercurio.

6.2.1 Amplificacion del gen 16S rDNA

Para la identificacion de los género bacterianos de los aislados que
presentaron capacidad de volatilizar el mercurio, se llevé a cabo la amplificacion
del gen 16s rDNA para cada uno de los aislados. Los oligos que fueron empleados
son: FD1: 5- CCG AAT TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT GGC TCA Gy
RD1: 5- CCC GGG ATC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA GCC, ampliando un
segmento del gen aproximadamente 900 pb (Weisburg, 1991; Negoro y col. 2013).
El PCR se hizo en un volumen total de 30 yL se utilizé una mezcla Platinum PCR
Supermix High Fidelity de Invitrogen y 3 uL de cada primer FD1 y RD1. Se llevé a

cabo en un C1000 Thermal Cycler Bio-Rad, usando las condiciones de:

94°C por dos minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 45°C por 40

segundos y 72°C por dos minutos y finalmente 5 minutos a 72°C.
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Al finalizar la reaccion de PCR, se verificaron los productos en un gel de
agarosa al 1% con la técnica de electroforesis, las muestras se cargaron 1:2 L
con colorante GelRed a 80V por 40 minutos. El producto de amplificacion fue

ligado al vector pJet 2.1 y transformado a Escherichia coli de la siguiente manera.

6.2.2 Preparacién de células competentes de E. coli

Se tomo una asada de bacterias de la cepa Top10. Se inoculé en un matraz
con 20 mL de caldo LB y se incub6 por 18 horas a 37°C con una agitacion de 120
rpm junto con otro matraz conteniendo unicamente 20 mL de caldo LB. Se tomé
después 1 mL del cultivo de 18 horas y se inocul6 en otro matraz, siguiendo con
las mismas condiciones de temperatura y agitacion, a este inéculo se le tomaron
lecturas de densidad éptica con un espectrofotometro con el haz de luz ajustado a
600 nm de longitud de onda, para poder observar el crecimiento bacteriano hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.540 unidades, se hizo la alicuota de 1 mL de
las células en tubos eppendorf de 1.5 mL y se colocaron en hielo durante 10
minutos, después se centrifugaron a 13000 rpm durante cinco minutos para la
obtencion de la pastilla celular, se elimin6 todo el sobrenadante y se resuspendio

en 100 pL de CaCl;0.1M a 4°C y se utilizé en las transformaciones.

6.2.3 Transformacion en E. coli
Se tomaron las alicuotas de 100 pL de células competentes de E. coli
Top10 en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se les agrego 5 uL de reaccion de ligacion

a 0°C. Se incubaron en hielo durante 20 minutos y posteriormente las células
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fueron sometidas a un choque térmico a 42°C por dos minutos, se colocaron
inmediatamente en hielo por dos minutos y se les agregaron 500 pL de caldo LB.
Se incubaron las células a 37°C en agitaciéon durante 30 minutos, al concluir se
centrifugaron a 13000 rvpm por dos minutos. La pastilla bacteriana se resuspendio
en 100 pL de caldo LB y se sembraron en medio de cultivo LB con Carbencilina

100 ug mL™
6.2.4 Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina con SDS

6.2.4.1 Preparacion de células

Se inoculd una colonia transformante en 5 mL de caldo LB con Carbencilina
100 ug mL™", se incubd a 37°C durante un periodo de 18 horas en agitacion
vigorosa 120 rpm. Se tomaron al concluir este tiempo 1.5 mL del cultivo
vertiendose en tubos eppendorf, se centrifugaron a 13000 rpm durante dos
minutos para obtener una pastilla bacteriana, el sobrenadante se extrajo con una

micropipeta para dejar unicamente la pastilla.

6.2.4.2 Lisis celular

La pastilla celular se resuspendié en 150 yL de Solucion | con agitacion
vortex, después se agregaron 300 pyL de Solucién Il, mezclando gentiimente por
inversion y se dejé actuar por un minuto, posteriormente se agregaron 200 uL de
cloroformo, se mezclé una vez mas por inversion y se dejo actuar por un minuto.
Se agregaron 200 uyL de Solucién lll, se agitdé vigorosamente en vortex por tres

segundos y se incubd en hielo durante tres minutos, posteriormente se centrifugo
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durante dos minutos a 12000 rpm, se recuperd la fase acuosa, es decir el
sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo, evitando transferir trazas de la fase
soélida e inferior. Se agregd un volumen de 750 pL de isopropanol, se mezclé en el
vortex y se centrifugé durante 15 minutos a 12000 rpm, el siguiente paso fue
eliminar el isopropanol se agregé 1 mL de etanol al 70% para lavar la pastilla y se
centrifugd por dos minutos a 12000 rpm. Se decanté el etanol con cuidado para
evitar la perdida d e la pastilla, ésta se seco a 65°C durante 10 minutos. Se

resuspendio en 30 pL de agua libre de RNAsa y se le agregd 5 pL de RNAsa.

Una vez purificado el producto se envio a Macrogen Inc en Seul Corea, las
secuencias obtenidas se compararon con la base de datos de Ribosomal
Database Project (RDP) en la seccidn classifier con la finalidad de determinar el
género bacteriano al que corresponden las secuencias con el banco de datos del
NCBI, con el programa Blast, buscando similitudes con secuencias de organismos

ya reportados (Zhang y col., 2000).

6.2.5 Identificacidén de Aislados Bacterianos por MALDI-TOF MS

Adicionalmente se identificaron los aislados bacterianos mediante la técnica
de MALDI-TOF MS que es una metodologia de ionizacion suave, se utiliza en
espectrometria de masas y con su alta sensibilidad es capaz de identificar
identificacion cuantitativa y cualitativamente mezclas de sustancias. Se ha
utilizado en el area de diagndstico microbiolégico principalmente por el tiempo,

exactitud y confiabilidad.
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Los patrones de proteinas se detectan directamente de la bacteria, la
muestra que se analizd es una mezcla que contiene otros componentes llamada
matriz, esta se aplicé a un plato de metal que se irradié con laser. La matriz
absorbe la luz laser y se vaporiza, se ioniza y los campos eléctricos los separan de
acuerdo a la carga de la masa, finalmente la cantidad de cada ion se determina y
después se realiza la deteccion.

Se tomd una asada de aislado bacteriano y se tratd con 2 pL de la matriz de
MALDI, que es una solucion saturada de a-ciano-4-hidroxicinaminico en 50% de
acetonitrilo y 2.5% de acido trifluoroacético. La espectrometria de masas MALDI-
TOF se hizo con espectrometro MicroFlex LT (Burker Daltonics, Alemania) de
acuerdo a los protocolos del proveedor. El espectro se analizé utilizando el
Biotyper 2.0 y biblioteca (version 2.0, 3,740; Burker Daltonics). El criterio de
identificacion es a través de un puntaje en donde 22.000 indica identificacién a
nivel de especie, entre 1.700 y 1.999 indica una identificacion a nivel de genero y
<1.700 se interpreta como no identificado.

Las proteinas ribosomales conservan una huella peptidica y conservan su
estructura a lo largo del tiempo, esto se puede comparar con bases de datos y de

esta manera identificar los microorganismos (Trapnell y col., 2010).
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6.3ldentificacion por PCR de los genes merAy merR

6.3.1 Identificacion por PCR del gen merR
La deteccion de gen merR que pertenece al operdn mer se realizd
sometiendo las cepas bacterianas a un choque térmico a 65°C por 5 minutos y a -
4°C por 5 minutos. Se utilizé la mezcla de reaccioén con la enzima Phusion High-
Fidelity PCR Master Mix usando los primers especificos:
991: 5°CTAAGGCATAGCCGAACCTGCC 3’
5702: 5" GGAAGGAGATATACATATGGAAAACAATTTGGAGAACC 3°
Los ciclos para la amplificacion fueron: 94°C por dos minutos, 30 ciclos de
94°C por 30 segundos, 45°C por 40 segundos y 72°C por dos minutos y finalmente

5 minutos a 72°C.

6.3.2 Identificacion por PCR del gen merA

Para la identificacién del gen merA, que codifica la mercurio reductasa, fue

amplificado usando los primers degenerados:
A1s-n.F: 5TCCGCAAGTNGCVACBGTNGGY
A5-n.R (5’ ACCATCGTCAGRTARGGRAAVAZ’

Que amplifican segmento del gen de aproximadamente 300 pares de
bases. Las reacciones de PCR se hicieron con Phusion High-Fidelity PCR Master
Mix (2X) y Los ciclos para la amplificacion fueron: 94°C por tres minutos, 30 ciclos
de 94°C por 10 segundos, 45°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos y
finalmente 5 minutos a 72°C. Los productos de esta amplificacion fueron
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purificados usando el Kit de limpieza de ADN de Zymo Research. Y se cloné en el
vector de clonaciéon pJET 1.2/blunt de Thermo Scientific. Las reacciones de

secuenciacion fueron realizadas por Macrogen Corea por la técnica de Sanger.

38



7. Resultados

7.1 Obtencion de aislados bacterianos

Se obtuvieron un total de 23 aislados bacterianos de las muestras de
rizésfera de M. domestica correspondientes a la localidad de Nuevo San Joaquin
en el municipio de San Joaquin en la zona minera de Querétaro. Todos ellas
capaces de resistir 50 ug mL" de HgCl,, los cuales fueron seleccionados para
pruebas posteriormente realizadas. El aislamiento se basd en la seleccién de

colonias con diferencias fenotipicas, rugosidad, brillantez, color y forma (Figura 5).

Figura 5. Aislados bacterianos crecidos en medio soya tripticasa con agar y

adicionado con 50 mg mL™" de HgCl,

7.1 .1 Prueba de volatilizacion
De los 23 aislados bacterianos obtenidos de la rizésfera de M. domestica,
se identificaron seis como capaces de volatilizar el mercurio de acuerdo al

protocolo de Nakamura y col. (1990), debido a la coloracién oscura formada en la
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placa de nitrato de plata, esto ocurre ya que al reaccionar con el mercurio gaseoso
se forma nitrato de mercurio y se tiene como resultado la pigmentacion en tonos

que van de gris tenue a negro.

En la (Figura 6) se pueden observar estas tonalidades, el primer pozo que
se utilizd como testigo, es decir el buffer de volatilizacion sin aislado bacteriano fue
el C3, a partir de C4 comenzé la numeracion de los aislados. No obstante a que la
prueba es cualitativa, puede apreciarse que hay bacterias con mayor capacidad de
volatilizar/reducir el mercurio, siendo E4 donde se aprecia mas intensa la
coloracion, F10 y D8 con una coloracion intermedia, asi como D4 con un tono de

menor intensidad.

123456 7 8 9 101112

TOTMMOO®>»

Figura 6. Placa de volatilizacion de mercurio. La circunferencia oscura indica la

oxidacién de nitrato de plata provocada por la reaccion con mercurio volatil (Hg®)
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Esto sugiere que las bacterias que volatilizaron el mercurio podrian contar
con el gen merA en su genoma, que codifica la enzima mercurio reductasa. Un
gran numero de los aislados no fue capaz de realizar la volatilizacion, lo que

sugiere que pudieran contar con mecanismos de resistencia distintos al mercurio.

7.1 .2 Prueba de resistencia a distintos metales

De los seis aislados que mostraron capacidad de volatilizacion, cinco de
ellos fueron seleccionados en base a su capacidad de resistencia y crecimiento en
HgCl, para determinar la capacidad de resistencia de los aislados bacterianos a

otros metales.

Se observd que los cinco aislados tienen capacidad de multirresistencia
(resistencia a cuatro o mas metales) a otros metales, en base a las
Concentraciones Minimas Inhibitorias CMI siendo diferente para cada uno de los
asilados. Estos resultados sugieren la presencia de diversos mecanismos que

confieren la capacidad de resistencia (Cuadro 5).

La cepa CA9 presento resistencias altas a todos los metales exceptuando al
cloruro de cadmio en donde fue de 200 pg mL™', la cepa CA15 presentd
resistencias similares a CA9 unicamente tuvo menor resistencia a cloruro de

cromo con 300 pyg mL™.

Las cepas CA16A y CA16B presentaron las mismas CMI, con valores

elevados de resistencia 400 ug mL" de resistencia a HgCl,, teniendo mayor
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sensibilidad a cloruro de cadmio y de cloruro de cromo con CMI de 300 pg mL™,

presentando resistencia de 500 ug mL™ a las sales de cobalto, cobre y plomo.

La cepa CA22 fue la tnica que no tuvo valor de 400 ug mL™" en cloruro de
mercurio, presentando aln asi un valor elevado de resistencia de 300 ug mL™" para
HgCl,. Con sensibilidad a cloruro de cadmio y cloruro de cromo a 200 y 300 ug

mL" respectivamente.

Se obtuvieron CMI a través de zonas claras que indicaban la inhibicién de
crecimiento. Estudios previos muestran que la resistencia bacteriana ocurre para
un rango de iones metalicos (Bruins y col, 2000). Sin embargo los resultados CMI
pueden no ser comparables al variar la disponibilidad o el estado en el que se

encuentren dichos metales.

Cuadro 5. Resistencia a metales. Las concentraciones son en ug mL”

HgCl, CoCl, CuClz  CdCl,  PbCl CrCly

CA9 400 500 500 200 500 400

CA 15 400 500 500 200 500 300

CA16A 400 500 500 300 500 300

CA16B 400 500 500 300 500 300

CA 22 300 500 500 200 500 300
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7.1 .3 Evaluacion de multiresistencia antibidticos
Las cepas de Bacillus mostraron multirresistencia (resistencia a mas de un
antibidtico) a los antibioticos utilizados por medio de la técnica de Kirby-Bauer

(Figura 7).

Se observo respuesta general de resistencia en todas las cepas a
Polimixina y Espectinomicina. Diversas respuestas se obtuvieron con los
antibioticos que tienen efecto en la sintesis de proteinas. Las mayores inhibiciones
de crecimiento se observaron con Estreptomicina y Tetraciclina. Para todas las
cepas Kanamicina mostro inhibicion de crecimiento a altas concentraciones, pero
de las 5 cepas que se probaron CA 16A fue la mas resistente a este antibidtico.
Cuando se probo el antibiotico que afecta la sintesis de proteinas, la Rifampicina,
solamente CA 15 mostré resistencia a todas las concentraciones, las demas
unicamente mostraron inhibicion moderada de crecimiento a Rifampicina. Las
cepas CA9 y CA22 mostraron inhibicion moderada de crecimiento a ampicilina y

Carbencilina a altas concentraciones.

Se obtuvieron 135 perfiles de antibidticos. Todas las pruebas se hicieron
por triplicado y la accion antibacterial se expreso en mm haciendo la medicion del
halo de inhibicion. Los resultados se normalizaron con el valor mas alto y se
hicieron analisis con el software R package version 3.2.1, los valores de 0: rojo

indica resistencia, 1: blanco indica sensibilidad (Figura 7).
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Figura 7. Histograma de perfil de antibioticos en donde se aprecia que la cepa CA

16a es la que presenta mayor resistencia.

44



7.2 Identificacion de aislados de rizosfera de M. domestica

7.2.1 Identificacion de aislados bacterianos mediante amplificacion de PCR 16S

rDNA

Para identificar los aislados se hizo una amplificacion por PCR del gen 16S
rDNA. Como se aprecia en la figura, esto de acuerdo al marcador molecular que
corresponde al gen 16S, se logré amplificar un producto unico con un tamafo
aproximado de 1000 pares de bases (Figura 8). Para comprobar la amplificacion
del PCR se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%, se colocé el
gel en la camara de electroforesis y se cubrié con una solucién amortiguadora

TAE 1X

M 1 2 3 4 5 6

Masa ADN Pares de . :
(ng/5 ul) Bases

28 -—10,000

28 — 8,000

28 — 6,000

28 — 5,000

18 — 4,000

92 - 3,000

34 - 2.500

34 - 2.000

20 - 1,500

92 — 1,000

S GO w— —— C—

23 —750 , g

30 — 500

45 —250

Figura 8. Amplificacion del gen 16S en gel de Agarosa al 1% donde se observan

productos de aproximadamente 1000 pares de bases
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Este producto de amplificacion se cloné en el plasmido pJET1.2 se
transformd en una cepa de E.coli seguido de esto se purifico el plasmido y se
mando secuenciar a Macrogen Inc. Los resultados de identificacion fueron los

siguientes:

Cuadro 6. Bacterias identificadas mediante herramienta BLAST

Aislado Especie bacteriana
9 Bacillus spp
11 No hubo
coincidencia
15 Escherichia coli
16 a Bacillus
megaterium
16 b Bacillus spp
22 No hubo
coincidencia
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7.2.2 Identificacion de aislados bacterianos mediante MALDI-TOF MS

Debido a las irregularidades presentadas por el método de 16S rDNA fue
necesario implementar MALDI-TOF MS que es una metodologia de ionizacién
suave, se utiliza en espectrometria de masas y con su alta sensibilidad es capaz

de la identificacion cuantitativa y cualitativa de mezclas de sustancias (Cuadro 7).

Cuadro 7. Bacterias identificadas mediante MALDI-TOF MS

Aislado Especie bacteriana Puntaje
9 Bacillus muralis 1.957
15 Bacillus simplex 1.969
16 a Bacillus simplex 1.984
16 b Bacillus muralis 1.938
22 Bacillus simplex 1.954

7.2 ldentificacién de merA y merR por PCR

Para conocer si la volatilizacion estaba relacionada a la presencia de genes
mer, a partir de la identificacion de las especies bacterianas Bacillus simplex y
Bacillus muralis se llevd a cabo la identificacidn del gen merA, que pertenece al
operon mer y codifica la mercurio reductasa. Se amplificd usando primers

especificos.
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El gen merR que igualmente pertenece al operon mer y que codifica un
activador de transcripcion fue amplificado usando primers especificos, en base a
secuencias previamente reportadas, la amplifiacion del gen debe dar una banda

con un peso aproximado de 500 pares de bases (Figura 9).

Los productos de esta amplificacion fueron purificados usando el Kit de
limpieza de ADN de Zymo Research. Y se clono en el vector de clonacién pJET
1.2/blunt de Thermo Scientific. Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas
por Macrogen Corea por la técnica de Sanger.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas y comparadas por Ila
herramienta BLAST (Altschul y col, 1990) contra secuencias obtenidas de
GenBank y con la base de datos de KEGG GENES (Carver y col. 2009). La
alineacion de las secuencias se llevd a cabo con el programa ClustalW vy la
reconstruccion filogenética se hizo via maxima comparacion con el programa

MEGAG.
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1500 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Figura 9. Amplificacion del gen merR en gel de Agarosa al 1% El panel A muestra
la amplificaciéon a una temperatura de alineacién de 45°C para merR, el panel B
muestra la amplificacion a una temperatura de 50°C para merR, por ultimo el panel
C muestra una temperatura de alineacion de 45°C para merA. El orden de las
cepas fue el siguiente: carril 1:9, 2:15, 3:16a, 4:16b y el quinto carril 22 para cada

amplificacion.

De la cepa CA22 se obtuvo un fragmento de merR de 435 pb, la alineacion
de éste a la base de datos de Gene Bank revel6 alta similitud con secuencias de
merR de bacterias como Cupriavidus, Ralstonia, Pseudomonas y Serratia (Figura
10) ElI numero de la secuencia del nucledtido merR es Banklt1850974 merR-

KT585675.

Este alineamiento se importé al programa MEGA4 para la construccion del

arbol filogenético (Figura 11) usando el método de Neighbor Joining (NJ) con
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valores de bootstrap de 1000 unidades, dichos arboles filogenéticos se modelaron

en Interactive Tree Of Life (iTOL) (Letunic y Bork, 2006).

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 merR PA14_15480
Pseudomonas aeruginosa PA7 merR PSPA7_0101
Pseudomonas putida W619 merR PputW619_2341
Pseudomonas putida S16 merR PPS_5237

Pseudomonas putida HB3267 merR B479_00020

99| Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 merR PSTAB_1238
Ralstonia mannitolilytica merR TK49_23250

Ralstonia eutropha JMP134 merR Reut_D6498

62 Cupriavidus metallidurans merR Rmet_6171

Cupriavidus metallidurans merR Rmet_6344
Bacillus simplex merR @

Serratia marcescens SM39 merR SM39_pSMC1_13
L Burkholderia sp. YI23 merR BYI23_E002870
Halothiobacillus neapolitanus merR Hneap_1213

Acidovorax ebreus merR Dtpsy_2129

Pseudomonas putida DLL-E4 merR DW66_5859

Aeromonas salmonicida merR ASA_P4G087

Pseudomonas aeruginosa NCGM2.S51 merR NCGM2_1754

Klebsiella oxytoca E718 merR A225_1957

Klebsiella pneumoniae PMK1 merR PMK1_ndm00236

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 merR KPHS_p200220
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 gInR BSU17450

Figura 10. Dendrograma que muestra la relacion filogenética de merR de distintos
géneros bacterianos (® )corresponde a fragmento de merR de 435 pb de Bacillus

simplex.
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8. Discusion de Resultados

En este trabajo, se aislaron bacterias identificadas como Bacillus simplex y
Bacillus muralis de la rizosfera de Malus domestica, estos aislados mostraron alta
resistencia a mercurio y a otros metales. Los suelos de donde provienen las
muestras presentan altos niveles de mercurio, que exceden el limite permisible
por la NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004 de 23 mg kg™ (637451 mg kg™) (Cruz-

Medina y col, 2012).

Aunque existen elevadas concentraciones de Hg en estos suelos, el
contenido alto de materia organica y el pH del suelo podrian estar ligando al
mercurio a éstos y hacerlo menos disponible, logrando el establecimiento del
cultivo del manzano en suelos contaminados con Hg (Biester y col. 2002; Sas-

Nowosielska y col. 2008; Sanchez-Fuentes, 2013).

Bacterias que se encuentran en el suelo y que se asocian a raices, las
cuales tienen efectos positivos en el crecimiento de plantas, son conocidas como
Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV). Estudios recientes de
BPCV se enfocan en especies de Bacillus (Bai y col, 2002; Hernandez y col,
2009). La distribucion extensa de Bacillus esta relacionada por su capacidad de
producir esporas y de su habilidad de generar enzimas, antibioticos y proteinas
que le permiten competir contra otros microorganismos, es decir que funcionan
como antagonistas para distintos hongos fitopatogenos, bacterias, oomicetos y

nematodos compitiendo por nutrientes y espacio (El, 2003).
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Avances recientes en técnicas moleculares y microbiolégicas han
contribuido de manera significante para entender los mecanismos de cémo los
microorganismos interactuan entre ellos, a través de productos y moléculas que
funcionan como sefales. Los cambios fisiologicos producidos en Bacillus spp.
pueden verse influenciados por pequefias moléculas secretadas por otras
especies bacterianas u hospederos, como son antibioticos, hormonas vegetales,

enzimas entre otros (Nihorimbere y col. 2010).

Se ha reportado que Bacillus simplex promueve el crecimiento de diversas
plantas, como son trigo, tomate, Arabidopsis, kiwi, chicharo entre otras, ademas
de la habilidad de volatilizar mercurio (Schwartz y col., 2013). En este trabajo se
encontré la capacidad de B. simplex que, por lo que su interaccion con M.
domestica podria ser importante para interferir con la movilizacién de mercurio en
esta planta establecida en suelos contaminados, volviéndose una caracteristica
importante como resultado de la expresion de sistemas genéticos que dan como
resultado la reducciéon enzimatica de Hg (ll). Sin embargo hace falta mayor
investigacion para conocer si estas cepas en especifico tienen caracteristicas de
BPCV vy el rol que juegan estas en la movilizacion del mercurio en el suelo. Se ha
reportado ademas que B. simplex produce diversas actividades como son

actividad nematicida y bioabsorcion de metales pesados (Wang y col, 2015).

En cuanto a Bacillus muralis se tiene menor informacién, pero su genoma

ya ha sido secuenciado y se encuentra en la base de datos de NCBI bajo el
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nimero de acceso de LMBV00000000. Esta fue aislada de pinturas murales de
una iglesia Luterana en Alemania llamada Greene-Kreiensen. Esta relacionado de
manera cercana a Bacillus simplex, y se han encontrado ambas en murales

deteriorados (Wang y col, 2016).

Diversos sistemas de resistencia a metales, como plasmidos, transposones
o determinantes cromosémicos se han identificado en diversos aislados
bacterianos. La resistencia a mercurio en cepas de Bacillus se ha localizado en
cromosoma y en plasmidos (Gupta y col, 1999; Hart y col, 1998; Narita y col, 2003;
Amadio y col. 2009). La prueba de resistencia a metales indico que las cepas de
Bacillus aisladas de la rizosfera de M. domestica han desarrollado alta resistencia
a diversos metales. En estudios previos la resistencia ocurre para un rango de
iones metalicos (Bruins y col, 2000). Sin embargo las Concentraciones Minimas
Inhibitorias CMI, podrian no ser comparables cuando hay diferencias en los
medios de cultivo y que los mismos componentes de los medios de cultivo podrian
ser quelantes de los metales adicionados y no representar la concentracion real

disponible al microorganismo.

Trabajos previos demuestran como Bacillus spp es capaz de resistir un
amplio rango de metales toxicos, incluyendo cobre, hierro, magnesio, oro y plomo
(Schwartz y col., 2013). Sin embargo los metales de transicion son esenciales
para una gran diversidad de procesos bioldgicos en la célula, que van desde

cofactores para reacciones de oxido-reduccion, transferencia de electrones,
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quimica acido-basica e hidrolitica, centros de estructura y estabilizacion de
enrollamiento de proteinas. El zinc Zn(ll) posee un doble rol en la célula, como

elemento estructural y como cofactor catalitico.

Los metales pesados y metaloides que no juegan ningun rol biolégico, como
mercurio, cadmio, arsénico, plomo y estafio y son extremadamente toxicos, ya que
forman enlaces covalentes con tioles celulares o ligandos con calcio en el caso de
Pb(ll). Es por eso que los microorganismos han desarrollado mecanismos para la
desintoxicaciéon o eflujo de los no esenciales para hacer uso de los metales

esenciales de transicion

En la mayoria de las bacterias las proteinas metaloregulatorias controlan la
expresion de genes que codifican los transportadores de membrana y las
proteinas que secuestran metales, para lograr homeostasis y resistencia. Estos
sensores de metales estan especializados en proteinas alostéricas, por lo que
puede cambiar su especificidad, si hay una determinada concentracién de un
ligando en el medio, hara que la proteina sea mas o menos afin, desplazandose el
equilibrio. Es por esto que se puede presentar una multiresistencia a distintos
metales, un mecanismo que permite la resistencia a metales, por ejemplo al Zn, es
a través de las proteinas de resistencia a Hg. Ya que las proteinas de regulacién a
Zn y Co metales pertenecen a la misma familia que MerR, la respuesta generada

es de menor eficiencia comparada al metal de esta proteina (Reyes y col., 2011).
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En cuanto a la prueba de resistencia antibiéticos, los aislados mostraron
una multiresistencia a estos, lo que sugiere y que ademas en estudios previos se
muestra que el plasmido que confiere la resistencia a metales toxicos fuera el
mismo que el que confiere resistencia a antibiéticos. Sin embargo, en este trabajo
no se determin6 el analisis de plasmidos. Nuestras cepas asiladas mostraron
mayor sensibilidad a la tetraciclina, llamada asi por su estructura de cuatro anillos,
ésta inhibe la sintesis de proteinas, ya que se une al 30S del ribosoma previniendo

la unidn del tRNA (Belliveau y col. 1991).

En este trabajo, las cinco cepas de Bacillus volatilizaron el mercurio, sin
embargo las condiciones de amplificacion por PCR para la obtencion de los
componentes del operon mer fueron parcialmente exitosas debido a que la
amplificacion no fue especifica y se obtuvieron multiples bandas de amplificacion.
Sin embargo, logramos obtener la secuencia de merR de la cepa CA22 y mostro
similitud al gen merR previamente reportado en Serratia, Cupriavidus, Ralstonia 'y
Pseudomonas (Wang y col, 2010). Este resultado sugiere que el mecanismo de
resistencia a mercurio pudiera provenir de esas especies bacterianas. Es
necesario mas trabajo para determinar los mecanismos genéticos y moleculares
de resistencia a antibidticos y metales en esas cepas de Bacillus y demostrar su

utilidad en sistemas de remediacion en los suelos de Nuevo San Joaquin, Qro.
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9. CONCLUSIONES

1.

Se logro aislar e identificar bacterias que volatilizan el mercurio de la
rizosfera de M. Domestica de la regiébn minera de San Joaquin Querétaro,

zona que presenta altas concentraciones de Hg (63751 mg/kg).

. Se logr6 obtener la secuencia para el gen merR, sin embargo la

amplificacion y secuenciacion de merA no fue exitosa en las condiciones de
este trabajo.

En cuanto a las cepas obtenidas: Bacillus simplex y Bacillus muralis la
importancia de este genero en la rizosfera de M. domestica podria ser clave
para el establecimiento del cultivo en la zona minera de San Joaquin. Seria
importante probar en trabajos futuros la relacion de éstas cepas como

Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal.
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11. APENDICE

11.1 Apéndice | Soluciones utilizadas

Cuadro 8. Solucion |

Reactivo Volumen (mL) Concentracion final
Tris-HCL (pH 8.0) 1M 1.25 25 mM
EDTA 0.25 M 2.00 10 mM
Glucosa 1M 2.50 50 mM
Agua destilada 50.00

Cuadro 9. Solucion |l

Reactivo Volumen (mL) Concentracion final
NaOH 1N 5.00 0.2N
SDS al 10% 2.50 1.0%
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Cuadro 10. Solucion lli

Reactivo

Volumen (mL)

Acetato de potasio 5 M
Acido acético glacial

Agua destilada

60.0

11.5

28.5
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11.2 Apéndice Il Valores de resistencia a los antibiéticos utilizados

Cuadro 11. Cepa 9 valores de resistencia a distintos antibioticos

Resistencia (mm de inhibicién)

Antibidtico
1 Rifamcilina
2 Tetraciclina
3 Carbenicilina
4 Cloranfenicol**
5 Kanamicina
6 Espectomicina
7 Estreptomicina
8 Ampicilina
9 Polimixina

c1 c2 Cc3
0.5 0.5 2
4 5 6
1 2 2
0.5 0.5 1
1 2 4
0 0 0
3 5 6
0.5 1 2
0.5 0.5 0.5

Cuadro 12. Cepa 15 valores de resistencia a distintos antibioticos

Resistencia (mm de inhibicidn)

Antibidtico
1 Rifamcilina
2 Tetraciclina
3 Carbenicilina

C1 C2 C3
0 0 0
3.5 5 5.5
0 0 0
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4 Cloranfenicol 0 0.5

5 Kanamicina 0 1,5 3.5
6 Espectomicina 0 0
7 Estreptomicina 5.5 6
8 Ampicilina 0 0
9 Polimixina 0 0

Cuadro 13. Cepa 16 A valores de resistencia a distintos antibiéticos

Resistencia (mm de inhibicién)

Antibidtico Cc1 c2 c3
1 Rifamcilina 1 1 2
2 Tetraciclina 3 4 5
3 Carbenicilina 0 0 0
4 Cloranfenicol** 0.5 0.5 0.5
5 Kanamicina 0 0 1
6 Espectomicina 0 0 0
7 Estreptomicina 1 2 4
8 Ampicilina 0 0 0
9 Polimixina 0 0 0
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Cuadro 14. Cepa 16B valores de resistencia a distintos antibidticos

Resistencia (mm de inhibicidn)

Antibidtico
Rifamcilina
Tetraciclina
Carbenicilina
Cloranfenicol**
Kanamicina
Espectomicina
Estreptomicina
Ampicilina

Polimixina

c1

0.5

4

0.5

0.5

c2 Cc3
1 1
5 6
0 0
0.5 1
1 4
0 0
5 6
0.5 1
0 0.5

Cuadro 15. Cepa 22 valores de resistencia a distintas concentraciones de

antibidticos.

Resistencia (mm de inhibicidn)

Antibidtico

Rifamcilina

Tetraciclina

Carbenicilina

c1

0.5

c2 Cc3
1 1
5 7
2 3
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Cloranfenicol**
Kanamicina
Espectomicina
Estreptomicina
Ampicilina

Polimixina

0.5

1.5

15

4.5

0.5
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11.3 Apendice lll Vectores utilizados

Cuadro 16. E. coli TOP10 vector utilizado

Cepa

Genotipo Referencia

E. coli TOP10

Invitrogen

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15

AlacX74 recA1 araD139 A(ara
leu) 7697 galU galK rpsL

(StrR) endA1 nupG
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Fagl 103 Adel 120
Bvel 219

Pdml 2590 Alol 284
anl r=1k

Cspbl, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Pyul 2362 Hindlll 624

BovCl, Bpull 717

NmeAlll 2118 Esp3l 739

Bgll 2109
Ciri0l 2075 Mssl 761

Eco31l 2062
Bfil 2040
Eam11051 1990

Mun! 8a2

Smul 851
BsaXl 955

Aasl 1204 Lgul 979

BeeAl 1588
Call 1513

BseYl 1406

Figura 11. Mapa del vector pJET 1.2. Sistema conveniente para clonacion de

fragmentos para secuenciacion.
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11.4 Apéndice IV Articulo publicado

Titulo:

“Identification by MALDI-TOF mass spectrometry of mercury resistant

bacteria associated with the rhizosphere of an apple orchard”

Autores:

Camille Calzada Urquiza', Ivan Arvizu Hernandez?, Julio Alfonso Cruz Medina',
Miguel Angel Ramos Lépez', Jaime Pérez Cruz', Raquel Louvan Rivera Zarazua',
Zyanya Gloria Mena Casas', Diana Laura Juarez Arteaga', Adriana Anahid

Contreras Garcia', George H. Jones® and Juan Campos-Guillen”
Marzo 2016
Revista: Geomicrobiology

Factor de impacto: 1.4
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