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RESUMEN

Los plaguicidas constituyen una herramienta importante para el desarrollo de la agricultura y su
uso ha contribuido a incrementar la produccién de alimentos y de materias primas. Sin embargo,
la aplicacién de plaguicidas puede causar efectos adversos a las diferentes formas de vida y a los
ecosistemas, lo cual hace necesario desarrollar tecnologias para garantizar su eliminacién de
manera eficiente. Entre éstas, se encuentra la remediacion bioldgica por microorganismos, donde
las enzimas median la degradacién de los contaminantes. Los estudios de biorremediacion de
plaguicidas se centraban en la caracterizacion de cepas bacterianas capaces de degradar estos
compuestos, actualmente con herramientas como las omicas han permitido analizar la expresion
de genes (Transcriptoma) e identificar proteinas (Proteémica) que este involucrados en la

degradacion de compuestos xenobidticos.

En el Laboratorio de Investigaciones Ambientales del Centro de Investigaciéon en Biotecnologia,
dependiente de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), en el afio 2012
Popoca-Ussino aislé la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 de muestras de suelo del
municipio de Tepoztlan, Morelos. La cepa tiene la capacidad de hidrolizar al plaguicida
organofosforado paration metilico (PM) en tres horas a una concentracion de 50 mg/L y degrada
completamente al principal metabolito de si hidrdlisis p-nitrofenol (PNF) en 15 horas,
utilizandolo como fuente de carbono. Este trabajo tuvo como objetivo analizar los cambios
transcripcionales y traduccionales de Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3 en presencia y ausencia

de paration metilico.

En este trabajo, a través de un enfoque transcriptémico y proteémico, se evaluaron los cambios
en la expresion génica y de proteinas durante la hidrélisis PM y la degradacion del PNF por
Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3, los cuales revelaron cambios diferenciales en la expresion de
genes y de proteinas. Los datos transcriptémicos mostraron la sobreexpresion de ocho genes en
el tiempo de cero horas, 376 en el tiempo de tres horas y 756 genes en el tiempo de nueve horas

en la condicién con PM. Por otro lado, en la condicién sin PM se obtuvieron cero genes en el
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tiempo de cero horas, 278 genes en el tiepo de tres horas y 823 en el tiempo de nueves horas.
Ademas, los genes catabdlicos PNF (pnpABAETE2FDC y pnpETE2FDC) se mostraron
sobreexpresados en presencia del PM presentes en Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3. Estos
clusters de genes se validaron mediante qRT-PCR la expresion del gen mpd, asi como los genes
responsables de la degradacion de PNF contenidos en los dos grupos, lo que demuestra las rutas
de degradacién de PNF por la cepa probada en este trabajo. La exposicion a PNF activa, en
primer lugar, la expresioén de los reguladores transcripcionales MarR, e IcIR, que son importantes
en la regulacion de genes del catabolismo de compuestos aromaticos, asi como la expresion de
genes que codifican transportadores, permeasas, bombas de eflujo y porinas relacionadas con la

resistencia a multiples farmacos y otros xenobioticos.

Por otro lado, en el analisis protedémico se identificaron proteinas en la condicion con PM, como
peroxirredoxinas, las cuales juegan un papel como enzimas antioxidantes, las cuales pueden estar
ayudando contra el dafio oxidativo a la bacteria. Ademas de NAD (+) cinasas las cuales pueden
estar neutralizando especies reactivas de oxigeno. Se demostré que la bacteria es capaz de
degradar el PNF por las dos rutas reportadas, debido a que se identificé la proteina Hidroguinona
1,2 dioxigenasa la cual esta implicada en la ruta de degradacion de PNF de las Gram positivas y la
proteina Hidroxiquinol 1,2 dioxigenasa implicada en la ruta de degradaciéon de PNF en Gram
negativas, y las vias metabdlicas como la de la degradacion de benzoato y el metabolismo de
glioxilato y dicarboxilato presentes en la condiciéon con PM, fortalecen el modelo de degradacion

de la cepa debido a que utilizan el plaguicida como fuente de carbono.
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INTRODUCCION GENERAL

Los plaguicidas se utilizan en el mundo para el control de diferentes plagas. Sin embargo, sus
aplicaciones han causado efectos adversos en todos los niveles de organizacion bioldgica, desde
las moléculas hasta los ecosistemas, lo que dependera del grado de sensibilidad de los organismos

y del tipo de plaguicidas empleados (Eden e a/, 2016; Mailly ez al.,, 2017).

Definicién de plaguicida

De acuerdo con el Cédigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucién y Uso de Plaguicidas
de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas, se establece
que un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar
cualguier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies de plantas o
animales indeseables que causan perjuicio o gue interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera

0 alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, ardcnidos u otras

Pplagas en o sobre sus cuerpos (FAO, 2006; Schaaf, 2013).

Importancia de los plaguicidas

Los plaguicidas constituyen una herramienta importante en el desarrollo de la agricultura y su
uso ha contribuido a incrementar la produccion de alimentos y materias primas, a pesar de los
esfuerzos realizados para encontrar métodos no quimicos para el manejo de las plagas y vectores
para enfermedades como la malaria, la fiebre amarilla, entre otras, estos siguen siendo muy
utilizados a nivel mundial. Ademas, la producciéon y uso de los plaguicidas presentan una fuente
de trabajo para un gran numero de personas, no solamente en el sector agricola, sino en la

industria quimica (Bonilla e7 a/,, 2000; Damalas, 2009; Grovermann e al., 2017).
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Clasificacioén de plaguicidas

Los plaguicidas se clasifican en funcién de varias caracteristicas. A continuacion, se presentan
las mas comunes (Eden e a/, 2016):

De acuerdo con su concentracion:

e DPlaguicida técnico: la maxima concentraciéon del ingrediente activo obtenida como
resultado final de su sintesis, y es utilizado exclusivamente como materia prima en la
formulacion de plaguicidas.

e Plaguicida formulado: mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos, con uno o mas
ingredientes conocidos como inertes o diluyentes, cuyo objeto es dar estabilidad al

ingrediente activo o hacerlo util y eficaz; constituye la forma usual de aplicaciéon de los

plaguicidas.

Por el organismo que controlan

Se clasifican en: Insecticida, Acaricida, Fungicida, Bactericida, Herbicida, Rodenticida y

Molusquicida.

De acuerdo con su composicion quimica

Los plaguicidas se clasifican de acuerdo a su composiciéon quimica, en la tabla 1 se muestran los

principales grupos.
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Tabla 1. Clasificacién de los principales grupos de plaguicidas segin su composiciéon quimica

(Ramirez y Lacasana, 2001; Ortiz-Hernandez ez al., 2013a).

Organoclorados Atomos de carbono, cloro, hidrégeno y en ocasiones oxigeno.
Poseen un atomo central de fésforo en la molécula. Son mas toxicos
Organofosforados _ )
y menos estables en el ambiente, en relacién con los organoclorados.
Estructura quimica basada en una planta alcaloide Physostigma
Carbamatos
venenosun.
Compuestos sintéticos similares a las piretrinas (alcaloides obtenidos
Piretroides

de los pétalos de Chrysanthemun cinerariefolium).

Productos botanicos directamente de plantas, que no se sintetizan
De origen botanico

quimicamente.
De cobre Compuestos inorganicos de cobre.
Difieren de los carbamatos en su estructura molecular en que
Tiocarbamatos ) o
contienen un grupo -S- en su composicion.
Organoestanicos Presencia de un estafio como atomo central de la molécula.
Organoazufrados Poseen un azufre como atomo central en su molécula.
Se reconocen por la presencia de dos grupos nitro (-NO») unidos a
Dinitrofenoles

un anillo fendlico.
Derivados de laurea  Compuestos que incluyen a la urea unida a compuestos aromaticos.
Triazinas, flalimidas, carboxiamidas, detivados de los acidos
Composiciéon diversa | tricloroaceticos y tricloropicolinico, guanidinas y nafloquinonas,

bipiridilicos.
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Plaguicidas organofosforados

Los compuestos organofosforados son ésteres del acido fosférico y de sus derivados (Fernandez
et al., 2010). El Bladan o Tetraetilpirofosfato (TEPP) fue uno de los primeros plaguicidas
organofosforados sintetizado y se usé como insecticida y rodenticida en Alemania (Pose e# al,
2000). El desarrollo de estos plaguicidas se atribuye a Gerhard Schrader a comienzos de 1930.
Posteriormente sintetizé otro compuesto denominado Schradan (insecticida sistémico), el cual
fue usado varios afios y fue descartado por ser altamente toxico. En los afios 1936 y 1944, se
sintetizaron varios ésteres organofosforados como el Sarin, Tabin y Séman, gases
extremadamente toxicos en humanos y considerados como armas de guerra. Su producciéon y
almacenamiento fueron prohibidos por la Convenciéon de Armas Quimicas en 1993

Posteriormente se sintetizaron derivados menos volatiles y menos peligrosos, como el paration.

Los plaguicidas organofosforados han sido utilizados para controlar una gran variedad de plagas
alrededor del mundo (Chino-Flores, 2011), son menos téxicos y tienen menor capacidad para
acumularse en los tejidos con respecto a los plaguicidas organoclorados (Ortiz ez al, 2014).
Ademas, estos plaguicidas inhiben la enzima acetilcolinesterasa, resultando en la acumulacién
del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis. Esta inhibicién causa convulsiones, paralisis y

finalmente la muerte para insectos y mamiferos (Van Dyk y Pletschke, 2011).

Uso de los plaguicidas organofosforados

Eluso proporcionado a los plaguicidas ha sido multiple, por ejemplo, la agricultura es la actividad
donde mas se emplean este tipo de compuestos, consumiendo el 85% de la produccion mundial,
con la finalidad de controlar plagas, las cuales disminuyen la cantidad y calidad de las cosechas.
Ademas, se utiliza un 10% de la produccion total de plaguicidas en actividades de salud publica,
para el control de vectores para enfermedades como la malaria (Anopheles sp.), Chagas (Iriatoma

infestans) y el dengue (Aedes aegypti).
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Los plaguicidas también son utilizados en la industria excesivamente en la fabricacién de equipos
eléctricos, pinturas, papel, cartén y materiales para embalaje de alimentos. Ademas, son utilizados
en la ganaderia y para el cuidado de animales domésticos. Otro sector donde son sumamente
empleados es en el hogar, en donde son aplicados dentro o fuera de la casa para el control de
insectos. Asimismo, son incorporados en productos como cosméticos, champus, jabones y

repelentes de insectos (Ramirez y Lacasafia, 2001).

Efectos de los plaguicidas organofosforados sobre la salud humana y el ambiente

Los plaguicidas organofosforados pueden ingresar al organismo por inhalacion, ingestiéon o via
cutanea, ocasionando reacciones alérgicas como vomito, cefalea, conjuntivitis, calambres
abdominales, disnea, tos, entre otros. Ademas estos plaguicidas presentan un modo de accién
toxico especifico que tiene lugar a nivel sinaptico, en donde al unirse en forma covalente con la
enzima acetilcolinesterasa (AChE, por sus siglas en inglés) en las terminaciones nerviosas inhiben
su actividad enzimatica normal de hidrélisis de la acetilcolina en colina y acetato, lo que da como
resultado la acumulacion excesiva de este neurotransmisor y en consecuencia perdida de la

coordinacion muscular, convulsiones y finalmente la muerte (Badii y Varela, 2008).

De acuerdo con la OMS, anualmente se intoxican dos millones de personas por exposicion
directa o indirecta a plaguicidas. Las tres cuartas partes de los afectados pertenecen a los pafses
subdesarrollados, donde unicamente se utiliza el 25% de la producciéon mundial de plaguicidas.
A nivel mundial, se estima que el 3% de los trabajadores rurales se intoxican con plaguicidas de

uso agricola cada afio (Fernandez ez al., 2012).

El uso de plaguicidas puede también causar efectos adversos sobre las diferentes formas de vida
y sobre los ecosistemas. Esto dependera del grado de sensibilidad de los organismos en cuestion
y del tipo de plaguicida empleado (Eden e 4/, 2016). El uso de plaguicidas para controlar las
plagas y proteger los cultivos ha sido asociado ampliamente con la contaminacién de agua, suelo,

aire y alimentos. Los plaguicidas que se aplican en la agricultura representan una fuente
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importante de contaminacion, que no solo impacta en los suelos, sino que, al ser dispersados
por el viento, pueden llegar a cuerpos de agua afectando a las especies asiociadas (Tomita y
Beyruth, 2002). Otra potencial fuente de contaminaciéon por plaguicidas son los
almacenamientos de productos caducos y obsoletos que se disponen sin ningun control y
generalmente expuestos al ambiente (Martinez ¢ a/, 2005). Los informes de la Organizacion de
las Naciones Unidas estiman que, de todos los plaguicidas usados en la agricultura, menos del

1% alcanza los cultivos y el resto termina contaminando el suelo, el aire y principalmente, el agua

(Gamon et al., 2003; Shalaby y Abdou, 2010).

M¢étodos de transformacion de los plaguicidas

Los dafios que causan al ambiente y a la salud, asi como la existencia de plaguicidas obsoletos,
hacen necesario el desarrollo de tecnologias que garanticen su eliminacion de una manera segura,
eficiente y de bajo costo. Diferentes métodos de transformacion han sido utilizados para eliminar
residuos de plaguicidas, asi como plaguicidas caducos u obsoletos, algunos de los cuales se

describen a continuacién:

M¢étodos fisicoquimicos

Los métodos fisicoquimicos mas utilizados son la incineracion a altas temperaturas, la hidrolisis
alcalina o acida y la filtracién a través de carbon activado. Un método puede ser aplicado
efectivamente para un grupo de plaguicidas, pero totalmente inadecuado para otro, por lo que

es esencial revisar el método y el producto que se desea tratar.

La incineracién es un proceso de oxidacion térmica a altas temperaturas mediante el cual las
moléculas del plaguicida se descomponen en gases y sélidos (cenizas). Por otro lado, a la
hidrolisis alcalina se le afiade hidréxido sédico o cal, utilizada para destruir plaguicidas
organofosforados y carbamatos, reduciendo su actividad bioldgica. Sin embargo, el tratamiento

quimico presenta algunas limitaciones a pesar de que la hidrélisis puede afectar al ingrediente
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activo, por lo general no influye en los disolventes organicos utilizados en la formulacién, siendo
necesario eliminar el disolvente. Otro de los problemas es que pueden dar origen a subproductos

sumamente toxicos y, ademas, generar un volumen mayor de residuos (FAO, 2010).

Tratamientos biologicos

Los tratamientos bioldgicos prometen ser eficientes, mas econémicos y seguros, debido a que se
llevan a cabo mediante diferentes tipos de reacciones catalizadas por enzimas de
microorganismos especificos (Ortiz-Hernandez ¢ al, 2013b). La importancia de los
microorganismos, para la remediacion, radica en su gran capacidad de adaptacion, su diversidad
metabolica y a la existencia de diversas enzimas microbianas, lo que les permite desarrollar
capacidades para degradar xenobiéticos cuando son expuestos a ellos (Singh y Walker, 20006;

Ortiz-Hernandez ez al., 2018).

Actualmente los microorganismos, especialmente las bacterias, han sido ampliamente estudiadas
y utilizadas para la degradacion de plaguicidas, debido a la diversidad metabolica que les permite
utilizar a estos compuestos quimicos como fuente de carbono y energia (Nojiri y Tsuda, 2005).
Inicialmente los estudios de biorremediacion de plaguicidas se enfocaban en el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de cepas bacterianas o consorcios capaces de degradar estos
compuestos, posteriormente se llevaron a cabo estudios de genémica ambiental, los cuales se
enfocaron en la caracterizacion de cepas a través del marcador 16S RNAr y el establecimiento
de propuestas para las vias de degradacion de plaguicidas (Symons y Bruce 20006). Sin embargo,
este conocimiento no es suficiente para predecir el comportamiento de los organismos durante

el proceso de biodegradacion.

Se han utilizado sistemas biolégicos como los microorganismos para dar tratamiento a sitios
contaminados con plaguicidas (Moens ez a/., 2004). Estos compuestos quimicos constituyen una
adecuada fuente de carbono y pueden servir como donadores de electrones para ciertos

microorganismos (Rodriguez, 2003).
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Han sido reportados numerosos microorganismos con la capacidad de degradacion de
plaguicidas, siendo los géneros de Pseudomonas, Flavobacterium, Rhodococcus, Agrobacterinm y
Aspergillus los mas frecuentes. Estos microorganismos presentan enzimas involucradas en la
hidroélisis de enlaces como P-O, P-F, P-S y P-C encontrados en una amplia variedad de
plaguicidas organofosforados (Singh y Walker, 2006) y a su vez estas enzimas degradadoras estan

codificadas por distintos genes, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Enzimas que degradan compuestos organofosforados (Modificado de Singh y Walker,
2000).

o TE @ T PO PF PSS PC

BACTERIAS

OPH opd Psendomonas 72 Dimero + + + +
diminnta

MPH mpd Plesiomonas sp. M6 35 ND ND ND ND ND

OPAA opal\ Alteromonas sp. 50-60  Mondémero + + - +

OPDA opdA Agrobacterium 70 Dimero + + + +
radiobacter

ADPasa adpB Nocardia sp. 43 Mondémero + ND ND -

AMPP pepA Escherichia coli 52 Tetramero + ND ND ND

HOCA hocA Pseudomonas monteilli 19 Mondmero + ND - ND

PEH pehA Burkholderia 58 Tetramero - - - +
caryophilli

Fosfonatasa phn Bacillus cereus 37 Dimero - - - +

HONGOS

A-OPH A-opd Aspergillus niger 67 Mondémero - ND + ND

P-OPH P-opd Penicillinm lilacinum 60 Mondmero + ND + ND

PM = peso molecular, ND = no determinada, + = actividad positiva, - = actividad negativa. OPH= Hidrolasa de
Organofosforados, MPH= Metil Paratiéon Hidrolasa, OPAA= Anhidrolasa Acido de Organosfosforados, OPDA=
Agente Degradante de los Organosforados, AMPP= Aminopeptidasa P, HOCA= Hidrdlisis de Coroxon, PEH=

Hidrolasa de Ester de Fosfonato.
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ANTECEDENTES

En el Laboratorio de Investigaciones Ambientales del Centro de Investigaciéon en Biotecnologia,
dependiente de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), en el afio 2012
Popoca-Ursino aislé la cepa S4-3 denominada Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 de muestras
de suelo de cultivo de Tagefes erecta llamada cominmente flor de cempaxuchitl del municipio de
Tepoztlan, Morelos. La cepa tiene la capacidad de hidrolizar al plaguicida organofosforado
paratién metilico (PM) con una actividad especifica de 14.94 umol/min/mg de proteina, en tres
horas a una concentracién de 50 mg/L y degrada completamente al principal metabolito p-
nitrofenol (PNF) en 15 horas, utilizindolo como fuente de carbono. Estas observaciones
sugieren que este microorganismo presenta genes, que potencialmente generan enzimas con la
capacidad de hidrolizar el PM y degradar el PNF (Hernandez-Mendoza ef al., 2014). Actualmente
se cuenta con el borrador (Draft) del genoma de la cepa, la cual tiene 154 contigs, una longitud
de 7,666,843 bp. Ademas, los resultados sugieren que B. zheiangensis CEIB S4-3 presenta al
menos dos cromosomas. Estos analisis han permitido identificar el gen de degradaciéon de
paration metilico (7pd) con una identidad del 99% con el gen MpdB de Burkholderia cepacia
caracterizada por Ekkhunnatham ez a/ (2012) y dos grupos de genes catabolicos de PNF similares
a pnpABA'E1E2FDC y pnpE1E2FDC; identidades que van del 67 al 100% con proteinas
PopABE1E2FDC de Burkholderia sp. S]98 (Vikram et al., 2012; Vikram ez al., 2013). Estos genes
catabdlicos podrian explicar la capacidad de la bacteria para hidrolizar el PM y degradar

completamente el PNF (Hernandez-Mendoza e al., 2014; Popoca-Ursino ez al., 2017).

Se ha reportado que las enzimas mas comunes en la hidrélisis del plaguicida paration metilico
(PM) son las fosfotriesterasas, las cuales son aisladas de cepas bacterianas o de consorcios (Singh,
2009; Ortiz-Hernandez e al., 2011). La hidrolisis del PM genera dos compuestos intermediarios,
el acido dimetiltiofosférico y el PNF (Munnecke y Hsieh, 1976; Martinez-Ocampo, 2015). Sin
embargo, el PNF al irse liberando y aumentando su concentracion presenta un efecto toxico en
las células bacterianas y en los sistemas biolégicos, 1o que ha llevado a su clasificacién como un

contaminante prioritario (Liu ez a/, 2005). Sin embargo, muy pocos trabajos han reportado cepas
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que hayan sido capaces de mineralizar completamente el plaguicida, como es el caso de
Psendomonas sp. A3 (Ramanathan y Lalithakumari, 1999; Liu ez a/, 2005), el género Ochrobactrum
(Qiu et al, 2006) y Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 (Popoca-Ursino, 2012; Hernandez-
Mendoza ¢t al., 2014).
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JUSTIFICACION

Si bien la informacién proporcionada por la genémica estructural es sumamente importante y
aporta datos reveladores, no es suficiente para poder tener un analisis global de los procesos
biolégicos que estén involucrados en la degradacion de plaguicidas y otros xenobidticos. Los
métodos para secuenciacion masiva del DNA han hecho posible conocer otros aspectos
relacionados con el proceso de biodegradacion, como es el caso de cambios transcripcionales
bajo diferentes condiciones ambientales (transcriptoma) y la expresion diferenciada de proteinas
cuando la bacteria estd en contacto con los plaguicidas (proteémica). Particularmente la
transcripcion es de gran interés en la biologfa molecular y celular. La investigacion en esta area
es indispensable para descifrar los elementos funcionales del genoma y determinar cuando los
genes son expresados y de qué forma son regulados. El analisis de los cambios en la expresion
de genes que acompafia a la exposicion de las bacterias a los plaguicidas ayudara a comprender
el proceso bioldgico de la cepa durante la degradacion del plaguicida, a caracterizar los cambios
en la transcripciéon de genes y a conocer los mecanismos moleculares involucrados en la
degradaciéon de los plaguicidas. Por otro lado, realizar el analisis de proteinas diferencialmente
expresadas en respuesta a la presencia de plaguicidas es importante para entender qué tipo de
proteinas estan involucradas en la tolerancia a dichos plaguicidas o las que son responsables para
la regulaciéon del proceso de degradacion de los mismos. El conocimiento de estos aspectos
servira de base para hacer mas eficiente la eliminaciéon de residuos de plaguicidas y la
biorremediaciéon de sitios contaminados, ya que Burkholderia  hejiangensis CEIB  S4-3

potencialmente puede ser utilizada en dichos procesos.

El presente proyecto surge con la finalidad de analizar los cambios transcripcionales y de la
expresion diferenciada de proteinas cuando la bacteria Burkholderia 2hejiangensis CEIB S4-3 esta
en contacto y degrada el plaguicida organofosforado PM. El conocimiento de estos aspectos
ayudara a comprender en mayor medida el proceso de degradacién, lo que servira de base para

hacer mas eficiente la eliminacién de residuos de plaguicidas y la biorremediacién de sitios

11
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contaminados, lo que evidencia el potencial de esta cepa para que se convierta en una

herramienta biotecnolégica para estos procesos.
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La cepa de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3, con capacidad de degradar al paration metilico,
experimentara cambios transcripcionales y traduccionales en presencia o ausencia de este
plaguicida. El conocimiento de estos cambios ayudara a comprender el proceso biolégico de la

cepa durante la degradacion del plaguicida.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los cambios transcripcionales y traduccionales de Burkholderia 2hejiangensis CEIB S4-3 en

presencia y ausencia de paration metilico.
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CAPITULO I
DEGRADACION DEL PARATION METILICO POR LA CEPA Burkbolderia
zhejiangensis CEIB S4-3

1.1. INTRODUCCION

El Paration Metilico (PM) es uno de los insecticidas organofosforados desarrollados para
sustituir a los organoclorados. Aunque su uso es restringido, es utilizado en la agricultura para el
control de plagas en cultivos algoddn, ajo, arroz, papa, café, cebolla, frijol, tabaco, maiz, soya,
tomate y trigo; debido a su alta actividad insecticida es utilizado en la acuicultura, en casas
habitacion e industrias (Machado y Fanta, 2003; Monteiro ez a/, 2006). Presenta un enlace P=S
y de acuerdo con Sharma (2015) es extremadamente peligroso para mamiferos. En cuanto a los
efectos sobre la salud, se cataloga por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) dentro de los
compuestos extremadamente toxicos (Tiwarl et al., 2018). Esta toxicidad es debido a la conversién
metabdlica procesada en los hepatocitos donde el grupo P=S se transforma en P=0, el
compuesto resultante es el Paraoxén el cual es responsable de la inhibiciéon de varios sistemas
enzimaticos como la acetilcolinesterasa, carboxilasa y la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial
(Machado y Fanta, 2003). La accién bioldgica de los plaguicidas organofosforados es
principalmente la inhibicién de la funcién de la acetilcolinesterasa, que causa un efecto toxico
port la acumulacién del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis (Gowda ez a/, 2016; Liao ez al.,

2016). Algunas caracteristicas importantes de paration metilico se presentan en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Caracteristicas generales y estructura quimica de Paratién Metilico (Chem Service,

2005).

Nombre comercial: Folidol

Formula condensada: CsHi(NOsPS

Nombre IUPAC: O,0-Dimetil-O-p-nitrofenil fosforoditioato

Peso molecular: 263.22 g/mol

Solubilidad en agua: 55-60 mg/L

Solubilidad en solventes: Soluble en la mayoria de los

solventes organicos

Presion de vapor: 0.97x10° a 20°C

Punto de fusion: 37-38°C
Punto de ebullicion: 100-143°C

Densidad: 1.358 g/mL

1.2. DEGRADACION DEL PARATION METILICO

Diferentes enzimas microbianas presentan la capacidad de hidrolizar el PM, como la hidrolasa
de organofosforados (OPH) o paratiéon hidrolasa, codificada en el gen gpd; la metil paration
hidrolasa (MPH), codificada en el gen mpd; la fosfotriesterasa de hidrolisis de coroxén (HOCA),
codificada por el gen hocA, las cuales fueron aisladas de Flavobacterinm sp., Plesiomonas sp. M6 y
Psendomonas  moteilli, respectivamente (Horne e al, 2002; Chino-Flores ez al, 2012). Ia

degradacion del PM esta bien documentada, a continuacion, se mencionan algunos estudios:

Rani y Lalithakumari (1994) reportan que Pseudononas putida utiliza el PM como unica fuente de

carbono y fésforo, presenta la enzima anhidrolasa 4cida de organofosforados (OPAA), la cual
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hidroliza al PM en p-nitrofenol (PNF). Posteriormente el PNF es degrado en hidroquinona y
1,2,4-bencenotriol, este tltimo metabolito es trasformado por bencenotriol oxigenasa a maleil
acetato. Pakala e# a/. (2007) reportan la degradacion de PM y PNF por Serratia sp. cepa DS001,
la bacteria es capaz de utilizar el PM como fuente de carbono. Liu ez a/. (2007) reportan la
biodegradacion de PM por Acinetobacter radioresistens USTB-04, la cual se puede incrementar en
presencia de fosfato y urea. Shen ez a/. (2010) reportan que la cepa Stenotrophomonas sp. SMSP-1
aislada de lodos provenientes del tratamiento de aguas residuales, es capaz de hidrolizar el PM a
PNF. Ademas, esta cepa es capaz de hidrolizar a otros plaguicidas organofosforados como
fenitrotion, paration etilico, fention y foxim. Ekkhunnatham ez 4/ (2012) mencionan una MPH
nativa de Burkholderia cepacia es capaz de hidrolizar el PM. Fernandez-Lopez e al. (2017) reportan
un incremento significativo en la hidrolisis de PM y degradacion de PNF por Burkhbolderia
cenocepacia cepa CEIB S§5-2 cuando las células se encuentran inmovilizadas sobre alguna fibra
organica. Popoca-Ursino ez al. (2017) reportan la capacidad de la bacteria Burkholderia hejiangensis
CEIB S4-3 en hidrolizar el PM y degradar el PNF, ademas, menciona que la cepa presenta los

genes involucrados en la ruta de degradacion del PNF por ambas vias.

En general el paso inicial para la degradacion del PM es una hidrolisis, con lo que se generan dos
metabolitos: el Acido dimetiltiofosférico y PNF. Esta reaccion es catalizada por la enzima OPH
o paration hidrolasa, codificada en el gen denominado gpd (degradador de organofosforados), la
cual fue identificada por Sedar e al. (1982) en Pseudomonas diminuta (Figura 1.1). E1 PNF no solo
es generado durante el proceso de hidrolisis de los plaguicidas organofosforados, sino también
constituye un contaminante ambiental muy comun, producto ampliamente utilizado para la
fabricaciéon de productos farmacéuticos, explosivos, medicamentos, colorantes y agroquimicos
(Trapido y Kallas, 2000; Chauhan ez 4/, 2010; Zhang et al., 2012; Martinez-Ocampo, 2015).
Ademas, es considerado un contaminante potencialmente toxico, aunque menos toxico que el
paratién metilico (Zhang ez al., 2009). Presenta toxicidad hacia la microflora del suelo, puede

causar la muerte de varios invertebrados y también plantea un riesgo para la salud humana. Por
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otro lado, el PNF se encuentra en la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de

Proteccion Ambiental (EPA) de Estados Unidos (Nielsen e Ingvorsen, 2013).

Paration Metilico

OPH

S
o

P—OH HO NO,
cu_io/

Acido Dimetiltiofosférico

p-Nitrofenol

Figura 1.1. Hidrdlisis del paratién metilico por accién de la enzima OPH.

Existen dos vias oxidativas reportadas para la degradacion del PNF, identificadas con base en
sus intermediarios (Figura 1.2). La via de la Hidroquinona (HQ), utilizada principalmente por
bacterias Gram negativas como Moraxella sp., Pseudomonas sp. cepa WBC-3 y Pseudomonas putida
DLL-E4 (Chen ¢t al., 2016) y la via del Hidroxiquinol o Bencenotriol (BT) la cual es utilizada por
bacterias Gram positivas tales como Bacillus sphaericus ]S905 y Rhodococcus opacus SAO101 (Zhang
et al., 2012). No obstante, Chauhan ez a/, (2010) y Vikram e al, (2012) reportan que la cepa
Burkholderia sp. cepa SJ98, una bacteria Gram negativa, es capaz de realizar la degradacion de
PNF a través de la via BT y por la HQ), utilizandolo como unica fuente de carbono, nitrégeno y

energia (Min ez al., 2017).
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En otro reporte, Zhang e/ al., (2012) describieron que la cepa Pseudononas sp. 1-7, bacteria Gram

negativa, presenta genes correspondientes a ambas vias de degradacion del PNF, el conjunto de

genes pdcABCDEFG, involucrados en la via HQ), asi como los genes pdeCG involucrados en la

via BT.
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Figura 1.2. Rutas de degradacion del PNF (Modificada de Martinez-Ocampo, 2015).

1.3. OBJETIVO

Caracterizar el crecimiento de la cepa Burkhbolderia 3hejiangensis CEIB S4-3 y su capacidad de

degradacion del paration metilico.
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1.4. METODOLOGIA

1.4.1. Plaguicida paration metilico

Se utilizé Paration Metilico (PM) grado analitico (O,0-Dimetil-O-p-nitrofenil fosforoditioato)
con 98% de pureza (Ultra Scientific, Analytical Standards, E.E.U.U.). Se prepar6 un stock de
PM (10,000 mg/L) utilizando metanol de calidad HPLC como disolvente.

1.4.2. Preparacion del pre in6culo

Seis cultivos independientes de la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 fueron incubados
durante 12 horas, a 30°C con agitacion (150 rpm), en 250 mL Caldo de Soya Tripticaseina, hasta
alcanzar una densidad 6ptica (600 nm) de 1.0. Posteriormente, la pastilla de cada matraz se
colect6 por centrifugacién durante 10 minutos a 4°C y 10,000 rpm; las pastillas se lavaron y se
resuspendieron en cinco mL de Medio de Sales Minerales (MSM) cuya composicién en g/L se
muestra en la tabla 1.2, de acuerdo a lo reportado por Popoca-Ursino (2012). Las seis pastillas
obtenidas fueron utilizadas como pre in6culos para las cinéticas de crecimiento con la cepa, en

un total de 36 matraces y a una densidad 6ptica inicial de 0.5 (600 nm).

1.4.3. Cultivo de la bacteria Burkholderia 2hejiangensis CEIB S4-3 en presencia del plaguicida

paration metilico

Para verificar la capacidad de degradacion de PM por la cepa Burkbolderia hejiangensis CEIB S4-
3 y caracterizar su crecimiento, se realizaron cultivos en batch de la cepa Burkhbolderia 3hejiangensis
CEIB S4-3 partiendo de una densidad optica de 0.5 (600 nm), se cultivaron en matraces

Erlenmeyer de 250 mL con 50 mLL. de MSM previamente esterilizado.
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Tabla 1.2. Composicion del medio de sales minerales.

COMPUESTO CANTIDAD (g/L)

SOLUCION A
K.HPO, 0.82
KH,PO, 0.19
MgSO, 7H,O 0.20
KNO; 2.00
(NH,),S0, 0.99
SOLUCION B*
H;BO; 2.80
MnSO, H,O 2.55
CuS0, 5H,0 0.17
CoCl, 6H,0 2.43
ZnSO, 7TH,0 0.25
pH 7.0 + 0.05

*Agregar 2 mL de la solucién B por cada litro de solucion A.

Los cultivos se llevaron a cabo durante 27 horas en ausencia y presencia del plaguicida, evaluando
dos concentraciones finales diferentes: 50 mg/L y 100 mg/L. Las condiciones fueron las
siguientes: tres matraces Etlenmeyer de 250 mL con 50 mL de B.z+MSM+50 mg/L de PM
(B.z= Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3) y tres matraces B.z+MSM+100 mg/L. de PM para
medir el crecimiento y el PNF; ademas, de tres matraces Erlenmeyer de la misma capacidad, con
50 mL de MSM+100 mg/L de PM para el control negativo, tres matraces con 50 mL de
B.z+MSM para el control positivo. Los matraces se incubaron a 30°C con agitacién constante a
150 rpm. Durante este tiempo, se midi6 el crecimiento a través del monitoreo de la densidad

optica a 600 nm. La hidrolisis del PM se monitore6 mediante la liberacion de PNF y la
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concentracion del PNF se midi6 a una longitud de onda de 400 nm, ambos fueron registrados

en un espectrofotébmetro BioMate 3 de Thermo Scientific cada tres horas.

En los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento, se observaron mejores resultados a
una concentracién de 50 mg/L, pues se logré la degradaciéon del metabolito PNF en un menor
tiempo (12 horas) comparado con la cinética de 100 mg/L que fue a las 21 horas (ver seccion de

resultados en este capitulo y figura 1.3).

Por tal motivo, posteriormente las cinéticas de crecimiento y degradacion se llevaron a cabo solo
a una concentracion final de 50 mg/L. Estos cultivos fueron realizados para tomar muestras que
proporcionaran la siguiente informacioén: a) Caracterizar la degradacion del PM, b) Analizar los
cambios transcripcionales de la cepa (capitulo 2) y, c) analizar la expresion de proteinas de la

cepa (capitulo 3), ambos durante la degradacion del PM.

La biomasa fue colectada al inicio de la cinética (cero horas); a las tres horas, que corresponde al
momento en que se detect6 la maxima concentracion de PNF, después de que se lleva a cabo la
hidrolisis del PM; y finalmente a las nueve horas, donde la concentracién del PNF ha disminuido
considerablemente respecto a las tres horas. Las muestras se colectaron por centrifugacion a
3,500 rpm por 10 minutos a 4°C en tubos Falcon de 50 mL, en presencia de 400 ul. de RN Alater.
Posteriormente fueron congeladas en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C para la

posterior extraccion de RNA y de proteinas (ver capitulos 2 y 3).

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Cinéticas de crecimiento de la cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3

Durante las cinéticas de crecimiento a 50 y 100 mg/L de PM, se obsetva que la cepa no

experimenta un crecimiento, sino que mas bien se mantienen en el medio de cultivo. En ambas
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cinéticas se observa la maxima concentracion del metabolito PNF a las tres horas, una
disminucién del metabolito a partir de las seis horas y la cepa refleja un ligero incremento en el
crecimiento en la cinética de 50 mg/L, lo que podria relacionarse con una capacidad de la cepa
para utilizar el PM como fuente de catbono y energfa. Sin embargo, en la cinética de 100 mg/L
no se muestra este incremento en el crecimiento, probablemente debido al efecto toxico del
PNF. Finalmente, en la cinética suplementada con 50 mg/L de PM, la degradacion completa del
PNF se observa a las 12 horas, mientras que en la cinética con 100 mg/L del PM se obsetva la
degradacion del PNF en un tiempo mas amplio (21 horas). Ademas en esta condicion
experimental se observa una fase de adaptacion de 12 horas, la que no sucede en la condicién de
50 mg/L (Figura 1.3). Por lo tanto se observaron mejores tesultados a una concentracion de 50
mg/L, ya que se logré la degradacion del metabolito PNF en un menor tiempo. En los controles,
de MSM y la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 no se observaron cambios significativos a
pesar de obtener una densidad 6ptica de ~0.5, y en el control negativo, el MSM con el PM los
matraces se mantuvieron en una lectura de cero durante las cinéticas, es decir que no se presentd
una hidrélisis del PM y por lo tanto no se gener6 el PNF. Por lo que se demuestra que a hidrolisis
del plaguicida y la degradaciéon del PNF es mediada por la presencia de la cepa Burkholderia
ghejiangensis CEIB §4-3.
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Figura 1.3. Cinética de crecimiento y degradacién de PM a 50 y 100 mg/ L de la cepa Burkholderia
ghejiangensis CEIB §4-3.

A partir de los resultados anteriores, se repiti6 la cinética de crecimiento y degradacion, pero a
una concentracién de 50 mg/L. Durante la cinética, se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm para
el monitoreo del crecimiento de la cepa Burkholderia 2hejiangensis CEIB S4-3 y a 410 nm para la
generacion y degradacion del PNF (metabolito resultante del hidré lisis del PM). Se observé un
incremento a las tres horas en el PNF y la cepa disminuye en su crecimiento debido a la presencia
de este metabolito. Si bien la cepa no experimenta un crecimiento, las células podrian mantenerse
en el medio de cultivo, a una concentraciéon tal que son capaces de degradar al PNF.
Posteriormente, se observa una disminucion de la concentracion del PNF a las seis horas (Figura

1.4), y su completa degradacion a las 12 horas.
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Por otro lado, con respecto a la generacion y degradacion del PNF, se observé que al inicio de
la cinética (cero horas), que corresponde a un tiempo de entre 5-10 minutos de exposicioén al
PM, se obtuvo una concentracién de PNF de 9.2 mg/L; postetiormente de 31.9 mg/L y de 20
mg/L a las tres y nueve horas, respectivamente (Figura 1.4). En los controles, de MSM vy la cepa
Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 no se observaron cambios en la absorbancia significativos a
pesar de obtener una densidad 6ptica de ~0.5, que podria ser debido a la falta de una fuente de
carbono en el MSM. En el control negativo, el MSM con el PM los matraces se mantuvieron en
una lectura de cero durante las cinéticas. Asimismo, se observa que la cepa Burkholderia
ghejiangensis CEIB §4-3 llevé a cabo la degradacion del PNF en 12 horas. Popoca-Ursino (2012)
observo una degradacion del PNF en un tiempo de 15 horas con la misma concentracién del
plaguicida y con esta misma cepa, pero a una concentraciéon de inéculo de 0.1 de densidad 6ptica.
Por lo tanto, la velocidad de generacién y degradacion del PNF obtenido en este trabajo esta

relacionado con la mayor concentracion bacteriana en este ensayo.
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Figura 1.4. Cinética de crecimiento y degradacion de PM de la cepa Burkholderia 3hejiangensis

CEIB $4-3, a una concentracién final de 50 mg/L.
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La cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3 fue aislada de suelo agricola con un historial previo
de aplicaciones de plaguicidas organofosforados (Popoca-Ursino, 2012) y presenta la capacidad
de hidrolizar el PM a las tres horas y degradar el PNF a las 12 horas (50 mg/L) y en la
concentracién de 100 mg/L se degrado a las 21 horas. Existen escasas bactetias que son capaces
de hidrolizar el PM y degradar el PNF, debido a la toxicidad del PNF. Existen diversos reportes
sobre la alta toxicidad del PNF para algunos microorganismos, por lo cual las altas
concentraciones de compuestos nitro-aromaticos limitan su degradacion (Samuel e af, 2014),
motivo por el cual generalmente se estudian concentraciones bajas. Asimismo, Ismail y Gescher
(2012) reportan que los compuestos aromaticos son resistentes a la biomineralizaciéon debido a
una mayor estabilidad causada por la resonancia del anillo aromatico. Fernandez-Lopez (2017)
menciona que las bajas concentraciones de PNF permiten el crecimiento microbiano y la
degradacion de este compuesto. Sin embargo, mencionan que concentraciones de PNF mayores
a 25 mg/L inhiben totalmente el crecimiento de la cepa Burkholderia sp. S5-2. En este trabajo, a
las tres horas se presenta una concentracion cercana a los 32 mg/L, no se muestra una inhibicién
completa del crecimiento a esta concentracion, pero si se observa una ligera disminucion en el
registro de absorbancia debido a la presencia del PNF, lo que permite que las bacterias aun

presentes en el cultivo realicen la degradacion de este metabolito.

Pakala ¢f al. (2007) evaluaron una cepa denominada Serratia sp. cepa DS001 con la capacidad de
utilizar al plaguicida PM y PNF como fuentes de carbono, utilizando concentracién de 0.6 y 0.3
mM, respectivamente. En este estudio se utilizaron concentraciones de 0.2 y 0.4 mM de paratién
metilico, que, de acuerdo a la estequiometria de la reaccién, al hidrolizarse genera una
concentracién equimolar de PNF. Es probable que las concentraciones utilizadas en este estudio
no permitan el crecimiento de la bacteria y que el carbono obtenido de la degradacion de estos

compuestos solo sea suficiente para el mantenimiento de la poblacién bacteriana existente.

Por lo tanto, la capacidad que presenta la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 de hidrolizar

el PM y degradar el PNF la convierte en una herramienta biotecnoldgica para la biorremediacion.
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1.6. CONCLUSIONES

o La cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 es capaz de hidrolizar el PM en un periodo
de tiempo muy corto, ya que a los 10-15 minutos después de haberla puesto en contacto
con el plaguicida fue posible observar la generacion del PNF.

o Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3 es capaz de degradar totalmente al PNF generado a
partir de 50 mg/L de MP en un tiempo de 12 horas.
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CAPITULO II
ANALISIS DE LOS CAMBIOS TRANSCRIPCIONALES DE cepa Burkholderia

zhejiangensis CEIB S4-3 DURANTE LA DEGRADACION DEL PARATION
METILICO

2.1. INTRODUCCION

Recientemente se han desarrollado nuevas estrategias para la busqueda e identificacion de
enzimas relacionadas con el proceso de degradacion de plaguicidas, tales como la regulacién
transcripcional, el comportamiento cinético y la relacién estructura-funciéon de las enzimas
involucradas en el proceso (Svedruzi¢ ez al, 2005). Los métodos de secuenciacion masiva del
DNA han hecho posible el analizar masivamente la expresion de los genes bajo diferentes

condiciones ambientales (transcriptoma).

El transcriptoma se refiere al subconjunto de genes transcritos en cualquier organismo,
constituyendo un vinculo entre el genoma y el proteoma. La transcripcién es un paso esencial
en la expresion de genes y su conocimiento es de gran interés en la biologia molecular y celular.
La investigacién en esta area es indispensable para descifrar los elementos funcionales del
genoma y determinar cuando los genes son expresados y de qué forma son regulados (Soto y
Loépez, 2014). Ademas, es uno de los procesos clave para la adaptacioén a los cambios de las

condiciones ambientales y por lo tanto para la supervivencia (Singh y Nagaraj, 2000).

En la década de los ochenta, los northern blots, y en los noventa los wicroarreglos, los RT-PCR, los
¢DNA-AFLP y el analisis serial de expresion de genes SAGE (de/ inglés Serial Analysis of Gene
Expression), entre otras técnicas (Lowe ef al, 2017), permitieron el desarrollo y generacion de
conocimiento en transcriptomica, al estudiar la expresion de genes relacionados con respuestas
a estimulos o a condiciones particulares, asi como para determinar cambios en los patrones de

expresion génica. Sin embargo, estas estrategias resultan limitantes al estar basadas en hibridacion
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(por ejemplo microarreglos, Northern blots), tener baja cobertura y en algunos casos necesitan
algun conocimiento previo de la secuencia del genoma para su implementacion (Ward ez al.,, 2012;

Soto y Lopez, 2014).

Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de secuenciaciéon del DNA y a través de
tecnologias de nueva generacion NGS (del inglés Next Generation Sequencing), han
revolucionado campos como los de la genémica y la transcriptémica. Estas tecnologias no solo
permiten generar informacién masivamente, sino también entender el proceso de expresion

génica (Soto y Lopez, 2014).

El RNA-seq es una tecnologia recientemente desarrollada y disponible en las compaifiias
Roche/454, Solexa/Illumina (Strickler ez al, 2012), de gran utilidad para analizar
simultaneamente un gran numero de transcritos en un solo ensayo y proporciona una cobertura
completa de transcriptos (Sugganth e a/, 2015; Hrdlickova e a/, 2017). La informacioén de esta
manera puede ser integrada e interpretada, y se constituye de gran utilidad para vislumbrar

procesos biolégicos y mecanismos de coexpresion (Wang e al., 2010).

RNA-seq ha surgido como una poderosa herramienta para el analisis transcriptémico en el
campo de la microbiologfa ambiental (Yan ez a/, 20106), para el descubrimiento y caracterizacion
de genes relacionados con la tolerancia xenobidtica, procesos de biodegradacion y el campo de

biorremediacion (Zhang ez al., 2015; Yang e# al.,, 2016; Albers ef al., 2018).

Varios autores reportan estudios transcriptomicos de plaguicidas sobre microorganismos como
Klebsiella  pnenmoniae CG43 sobre Paraquat (Huang et al, 2013); Penicillium digitatum sobre
Prochloraz (Liu ez al, 2015); Trichoderma atroviride 'T23 sobre 2,2-diclorovinil dimetilfosfato
(Dichlorvos) (Zhang et al., 2015); Pseudomonas putida DII.-FE4 durante la degradacién de p-
nitrofenol (PNF) (Chen ez al., 2016), Mycobacterinm tuberculosis sobre Paraquat (Namouchi e/ 4/,
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2010); otro estudio es el de Tiwari ez al. (2018) con Fischerella sp., capaz de degradar el paration

metilico (PM).

El estudio del transcriptoma nos permite conocer el patrén de expresion de los genes que
coordinan la respuesta a la biodegradaciéon de los plaguicidas, ademas de identificar diversos

procesos biolégicos que ocurren dentro de la célula.

2.2. OBJETIVO

Analizar y caracterizar el transcriptoma de la cepa Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 en

respuesta a la presencia y ausencia del plaguicida paratién metilico.

2.3. METODOLOGIA

Para poder cumplir con el objetivo que se plantea en este capitulo, se parte de los cultivos
realizados y reportados en el capitulo 1, desde los cuales se obtuvieron 18 muestras para el

analisis de transcriptoma y 18 para el analisis de proteoma, como a continuacion se enlistan:

1. Al inicio de la cinética en el tratamiento donde Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 se
puso en contacto con el PM (inmediatamente se registré la presencia del PNF).

2. Alinicio de la cinética con Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 en ausencia de PM.

3. A las tres horas con la cepa en presencia del PM, donde el PNF alcanza su maxima
concentracion.

4. A las tres horas, en ausencia de PM.

5. Alas nueve horas en presencia de la cepa y cuando el PNF se esta degradando.

6. A las nueve horas, en ausencia de PM.
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2.3.1. Extraccion de RNA

La extraccion del RNA total de la cepa en cada uno de los puntos de muestreo, se realizé de
acuerdo al protocolo del Kit TRI Reagent” siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, las muestras se trataron con 5 pul. de DNAsa I de Thermo Scientific para la
eliminaciéon de restos de DNA vy finalmente para su posterior purificacion, se utilizaron las
columnas “RNA Clean and Concentrator” de la marca Zymo Research. La concentracién de
RNA fue determinada por la medicién de su absorbancia utilizando el espectrofotémetro UV-
Vis NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific). La integridad del RNA se evalué mediante la técnica

de electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Las muestras de RNA fueron enviadas a la empresa GENEWIZ Solid Science. Superior Service
en Nueva Jersey, Estados Unidos, especialista en Secuenciacion Masiva de Nueva Generacion

(https://www.genewiz.com), donde se evalué la calidad y concentracion de las muestras y la

eliminacién de RNA ribosomales utilizan el protocolo de Ribo-Zero, y la preparacion de las
librerfas y la secuenciaciéon por Illumina HiSeq 2x150 bp por linea, paired end. La empresa
solicité al menos 2 pug de RNA a una concentraciéon minima de 50 ng/ul. Para evitar la

degradacion, el transporte del RNA se realizé en hielo seco.

2.3.2. Analisis y mapeo de los datos del RNA-seq

Para obtener la identidad de cada mensajero, se utiliz6 RNA-seq, la cual es una herramienta

transcriptomica que cambia la manera de cémo se analizan y comprenden los transcriptomas

(Garber et al., 2011).

Los datos obtenidos por el RNA-seq fueron procesados con diversos programas. El inicio del
analisis consiste en la obtencién del valor de calidad de los datos crudos (programa FastQC) asi

como la filtracién de secuencias de baja calidad y los adaptadores (Programa CutAdapt), ademas
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de secuencias duplicadas (Programa Prinseq). Posteriormente las secuencias fueron alineadas
contra el draft del genoma de Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 (GenBank bajo el numero de
acceso JSBM01000001.1), como genoma de referencia, utilizando el programa CLLC Genomics
Server v. 10.0.1, el alineamiento obtenido fue visualizado utilizando el software IGV

(Thorvaldsdottir ef al, 2013) y finalmente para el analisis de expresion se utilizé el programa

DESeq2.

Ademas, se utilizaron las herramientas bioinformaticas y parametros como el RPKM (del inglés
reads per kilobase of exon per million reads mapped), que permite cuantificar niveles de transcriptos y
facilita la comparacion entre muestras (Mortazavi ez al., 2008). Otro parametro utilizado fue el
“fold change” o veces de cambio de las lecturas que corresponde a la division del nimero de
lecturas generadas para un gen particular en una muestra contra el de la otra. Al estimar este
parametro es posible correlacionar la expresion de un gen en dos condiciones distintas, ademas

de establecer radios de expresion génica diferencial entre tratamientos (Auer y Doerge, 2010).

2.3.3. Conjunto de Grupos de Ortélogos de Proteinas (COGs)

Los genes expresados diferencialmente de cada tiempo fueron categorizados de acuerdo a su
funcién segun las categorfas funcionales del COG. La base de datos de COGs tiene como
objetivo clasificar en grupos de ortélogos las proteinas de microorganismos que conocemos su
genoma completo. Para esto se utilizé la base de datos de Integrated Microbial Genomes &
Microbiomes (IMG/M), la cual se encuentra en la siguiente direccion electronica:

https://img.jgi.doe.gov de los genes de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3, la cual contenfa

7,096 genes. Para realizar este analisis se reviso el listado de genes y se clasificaron de acuerdo

con un un valor de veces de cambio £1.5 y un p-valne menor a 0.05 (Galperin ez al., 2014).
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2.3.4. Analisis de la anotacion funcional de los genes

Para ubicar a cada uno de los genes expresados diferencialmente, de ambas condiciones, de los
tiempos cero, tres y nueve horas, en las vias metabolicas fueron sometidos a un analisis en la
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway Color. Se obtuvo el gen
Knockout (KO) de la base de datos de Integrated Microbial Genomes & Microbiomes (IMG/M)

la cual se encuentra en la direccién electronica: https://img.jgi.doe.gov, y este KO fue utilizado

en la base de datos del KEGG (http://www.genome.jp/kegg/tool/map pathway2.html)

utilizando a Burkholderia sp. RPEG7 con el cédigo de organizacion “bue”.

2.3.5. RT-PCR del gen mpdy pnpC

Adicionalmente, se realizaron RT-PCR, iniciando con 2 pg de RNA tratado con DNAsa. Se
utiliz6 la enzima retrotranscriptasa para la sintesis del DNA complementario siguiendo el
instructivo del producto “RevertAid First Strand cDNA Synthesis” de Thermo Fisher Scientific.
Ademas, para evaluar la expresion de genes especificos, se disefiaron y enviaron a sintetizar tres
pares de oligonucleétidos que corresponden al grupo de genes de reeA, el gen mpd involucrado

en la hidrélisis del PM y en la ruta de degradacion del PNF el gen pupC.

2.3.6. qRT-PCR del gen mpd y de los genes pnpABA "E1E2FDC

Con la finalidad de validar los datos transcriptémicos, se utiliz6 gqRT-PCR para obtener una
evaluacion independientre de la expresion del gen 7pd y de los genes que integran ambas vias de

degradacion del PNF.

Se utiliz6 el kit RevertAid First Strand cDNA (Thermo Scientific) para la sintesis de cDNA a
partir de RNA total, el cual fue utilizado como plantilla para los experimentos de qRT-PCR; los

primers especificos para gen se presentan en la tabla 2.1. Cada mezcla de reaccion contenia 5 pl.
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de la mezcla de SYBR green PCR (Thermo Scientific), 2 ul. de H>O, 2 pl. del primer forward y
reverse y 1 uL. de cDNA. Las PCR se realizaron en el Rotor-Gene Q (Quiagen) utilizando el
siguiente programa: 50°C durante 2 minutos y 95°C durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos
de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. El
protocolo de disociacion fue de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 20 segundos, seguidos
de una rampa de 60°C a 95°C durante 20 minutos. La transcripcién de la proteina recombinasa
A (recA) se utiliz6 como referencia interna (no regulada) para la cuantificacion relativa. Todas

las reacciones se realizaron por triplicado.

Tabla 2.1. Primers utilizados para la validacion de genes por qRT-PCR.

Gen Primets
recA recAf (5"-TAC AGC TAC AAC GGC GAT CG 3"
recAr (5°-GCG ATT CGC GGA TCT TGT TC-3")
mpd mpdt (5-TAC ATC ACC CAC ATG CAC CC-3")
mpdr (5"-ATC GGC TTC TTT CTG GTC CG-3")
ppC ppCE (5-AAA TCG TCG TTG GTG GTC GA-3)
ppCr (5°-CGC TTG ACG TCG AAA AAG GG-3))
pupA pp At (5°-AGG AGG TGC GTC GTC GTA TG-3")
ppAr (5°-ATT CAG GTG GTC GAC GCG AT-3")
pnpA” pp At (5-TGA AAA GCT CAA CGG CGT GC-3")
pp AT (5" ACG AAG CGA CGT CAT TAC TCT-3")
pnpB pupBf (5°-GCT ATC GCG CTG CAT TCG AA-3)
pnpBr (5"-ACA TGT TGC CGA ATC GCG TC-3")
ppC ppCE (5-AAA TCG TCG TTG GTG GTC GA-3)
ppCr (5°-CGC TTG ACG TCG AAA AAG GG-3))
pnpD ppDt (5°-GCA TTG GCA TAC AAC CGC GA-3")
pnpDr (5'-AAC AGC CTG CGG ACC ATC TT-3")
pupE2 pupE2t (5°-GCA CTA CGC GAA GTC GAA CG-3)
ppE2r (5°-GGT TCT TCG CGA CAA CCA CC-3")
pnpET pupETE (5°-CAT GGC GAC GTT CAA GGC AA-3)
pnpETr (5°-TCG CCA TGC TTG CTA CCG TA-3")
pnnF punFt (5°-GCA ATC GAG GCA AAT GCG GA-3)
pnnFr (5°-ACG TCA AGA AAG CGC GTG TC-3)
cpnpG? sprpGeA (57-GCG AAG TCA TCA TGT GCG CA-3)
sppGer (5-TTT GCA AGG TCC ATC GAC GC-3")
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2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Concentraciéon de RNA de la cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3

La concentracién del RNA fue en promedio de 1.7 ug. El grado de pureza del RNA se calculd
mediante la relacién Aze/Azso y Azeo/ Azzo. Donde Azgo es la absorbancia de los acidos nucleicos
a 260 nm; Asg es la absorbancia de las proteinas a 280 nm; y Az es la absorbancia de los
compuestos organicos contaminantes a 230 nm. EIl RNA tuvo una relacion Asg/Asso entre 1.9 a
2.0 (el grado de pureza 6ptimo es de 1.8 a 2.0) y una relacién Azo/ Az de 1.1 a 2.3 (el grado de
pureza 6ptimo es de 2.0 a 2.2) (Tabla 2.2). Estos resultados indican que el RNA de /z cepa B.
ghejiangensis CEIB §4-3 tuvo un elevado grado de calidad y pureza. En la Figura 2.1 se muestran
las bandas esperadas de 23S y 16S, la presencia y relacion de las dos bandas en el gel de agarosa

indica que el RNA no estaba degradado.
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Tabla 2.2. Concentraciones e integridad del RNA total de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3.

1 Bz R1 PM TO 2.27 2.05
2 Bz R2PM TO 1.98 2.05
3 Bz R3 PM TO 2.18 2.05
4 Bz R1SP TO 2.20 2.01
5 Bz R2 SP TO 2.69 2.04
6 Bz R3 SP TO 2.06 2.02
7 Bz R1 PM T3 1.70 2.01
8 Bz R2PM T3 1.52 2.00
9 Bz R3PM T3 1.10 1.98
10 Bz R1 SP T3 0.91 1.97
1n Bz R2 SP T3 1.02 1.99
12 Bz R3 SP T3 0.74 2.01
13 Bz R1 PM T9 1.19 2.00
14 BzR2PM T9 1.21 2.01
15 BzR3PMT9 1.39 2.03
16 Bz R1 SP T9 1.34 2.00
17 Bz R2 SP T9 3.24 2.00
18 Bz R3 SP T9 0.97 1.90

Burkholderia zhejiangensis (Bz), PM=Paratiéon Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, R=No. de réplica, T=Tiempo de colecta.
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Figura 2.1. Electroforesis de RNA total de la cepa de B. gbegiangensis CEIB S4-3, carriles 1-3 y

del 8-10 sin PM, réplicas 1, 2 y 3, carriles 4-6 y 11-13 con PM, réplicas 1, 2 y 3. Los carriles del
1-6 corresponden al tiempo 0 y del 8-13 son del tiempo 3 horas. Se utiliz6 buffer TBE 0.5X y se

cargaron 2 ul. de cada muestra.
Asimismo, la empresa de GENEWIZ obtuvo los resultados de concentracion y calidad de RNA,

los cuales también se integran en la tabla 2.3 y en la figura 2.2. Las 18 muestras cubren con los

requetimientos solicitados RIN >0, relacion 260/280 >1.9 y concentracion ng/ul >50.
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Tabla 2.3. Concentracion e integridad de los 18 RNAs de la cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB
S4-3.

1 Bz R1 PM TO 3,175.2 1.98 2.32 9.0
2 Bz R2PM TO 4,627.8 1.95 2.28 9.0
3 Bz R3PM TO 5,300.1 2.02 2.25 9.4
4 Bz R1 SPTO 5,000.4 2.00 2.34 9.0
5 Bz R2 SP TO 5,759.1 2.09 1.55 9.1
6 Bz R3 SP TO 5921.1 2.03 2.31 9.4
7 Bz R1 PM T3 5,756.4 2.02 2.05 9.0
8 Bz R2PM T3 8,032.5 2.08 2.15 9.5
9 Bz R3PM T3 5,481.0 2.02 2.34 9.5
10 Bz R1SP T3 6,855.3 2.04 2.26 9.4
1n Bz R2 SP T3 5,243.4 2.02 2.06 8.5
12 Bz R3 SP T3 3,315.6 1.98 1.96 8.7
13 BzR1 PMT9 5,043.6 2.07 1.14 9.3
14 BzR2PM T9 7,564.5 2.02 1.83 8.8
15 Bz R3 PM T9 4,881.6 2.04 1.79 9.1
16 Bz R1SP T9 5,653.8 2.05 2.19 9.1
17 Bz R2 SP T9 4,050.0 2.08 1.52 8.7
18 Bz R3 SP T9 5,580.9 2.03 1.28 9.0

Burkholderia 2hejiangensis (Bz), PM=Paratiéon Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, R=No. de réplica, T=Tiempo de colecta.
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Figura 2.2. Imagen representativa de las 18 muestras de RNA de la cepa de B. ghejiangensis CEIB
S4-3, analizadas por “RNA ScreenTape” de Agilent, carril 1=Marcador de peso de 6 kb, carriles
1-3 con PM, 4-6 sin PM del tiempo 0, del carril 7-9 con PM, 10-12 sin PM del tiempo 3 y del

carril 13-15 con PM y del 16-18 sin PM del tiempo 9.

2.4.2. Limpieza de muestras de RNA con DNAsa

De cada una de las 18 muestras de RNA se tomaron 30 ug para eliminar el DNA presente en las
muestras, se utiliz6 DNAse I de Thermo Scientific e inmediatamente el RNA se limpi6 utilizando
las columnas “RNA Clean and Concentrator” de la marca Zymo Research; al final del
tratamiento se tomo una alicuota de 5 ul. de cada muestra de las 18 muestras para determinar la
concentraciéon utilizando un nanodrop (Tabla 2.4) y revisar la integridad de los RNAs obtenidos
mediante electroforesis (el RNA del tubo de colecta se guardé inmediatamente en un
ultracongelador a -70°C) (Figura 2.3). Las lecturas en nanodrop demostraron una concentraciéon
final que oscilé entre los 175 a 2,215 ng/ul., mientras que la empresa GENEWIZ solicit6 la
concentraciéon minima de =250ng. A pesar de contar con la réplica dos del tiempo nueve horas

con una concentracién de 175 ng/ul, fue suficiente para ser analizada.
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Tabla 2.4. Concentraciones ¢ integridad del RNA total de Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3,

posterior al tratamiento con DNAsa.

1 Bz R1 PM TO 1,727.1 2.24
2 Bz R2 PM TO 930.4 2.09
3 Bz R3 PM TO 1,283.1 2.07
4 Bz R1SP TO 949.3 2.08
5 Bz R2 SP TO 1,037.4 2.05
6 Bz R3 SP TO 758.4 1.74
7 Bz R1 PM T3 748.3 2.06
8 Bz R2PM T3 1,316.8 212
9 Bz R3 PM T3 1,208.9 2.08
10 Bz R1 SP T3 2,171.8 2.10
1n Bz R2 SP T3 782.3 2.05
12 Bz R3 SP T3 2,215.0 2.11
13 Bz R1PMT9 1,024.6 2.13
14 Bz R2PM T9 812.7 2.09
15 Bz R3 PM T9 750.7 2.10
16 Bz R1 SP T9 600.4 2.04
17 Bz R2 SP T9 175.5 2.09
18 Bz R3 SP T9 824.6 2.10

Burkholderia zhejiangensis (Bz), PM=Paratiéon Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, R=No. de réplica, T=Tiempo de colecta.
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Figura 2.3. Electroforesis de RNA total de la cepa de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3,
carriles 1-3 con PM, 4-6 sin PM del tiempo 0, el carril 7 es el marcador de 1 Kb, del carril 8-10
con PM, 11-13 sin PM del tiempo 3 y del carril 14-16 con PM y del 17-19 sin PM del tiempo 9.
Se utiliz6 buffer TBE 0.5X y se cargaron 1.5 uL. de cada muestra.

Para verificar que los RNA s estuvieran libres de DNA, de cada una de las 18 muestras de RNA
tratado con DNAsa, se tomaron 0.5 pl. para realizar una reaccién de PCR; el tamafio del
fragmento esperado era de 500 pb. Como control positivo se utilizé el templado DNA genémico
de la bacteria (alrededor de 5 ng) y como control negativo, la reaccion sin templado. En la Figura

2.4 solo se representa el tiempo tres horas.
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Figura 2.4. Electroforesis de DNA para verificar el resultado del tratamiento con DNAsa, de
los carriles 2 al 7 se utilizé6 como templado 0.5 ul. de RNA del tiempo tres horas, el carril 8 es el
control positivo utilizando de templado DNA gendmico de la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB
S4-3 y el control negativo es la reacciéon sin el templado. PM=Paration Metilico, SP=S8in
Paration, T=tiempo de colecta y R=No de réplica. Se utiliz6 buffer TAE al 1X y 5 uL. de cada

muestra.

2.4.3. RT-PCR del gen mpdy pnpC

Adicionalmente, para evaluar los genes recA, el gen mpd involucrado en la hidrolisis del PM y en
la ruta de degradacion del PNF el gen pnpC se realiz6 RT-PCR. En la figura 2.5 se muestra la

electroforesis de DNA del gen mpd en el cual no se observa diferencia de expresion en presencia

o ausencia del PM.
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Figura 2.5. RT-PCR punto final del gen mpd. Carril 1 Marcador de peso de 1 kb (1.5 plL); Carril
2: PMTOR2 (0.5 pL); Carril 3: SPTOR2 (0.5 pL); Carril 4: PMT3R3 (0.5 pL); Carril 5: SPT3R3
(0.5 pL); Carril 6: PMTIR3 (0.5 uL); Carril 7: SPTIR3 (0.5 ul); Carril 8: ReeAPM (0.5 pl); Carril
9: ReeASP (0.5 pL); Carril 10: ReeAPM (1 pL); Carril 11: ReeASP (1 pL); Carril 12: Control
positivo (DNA de la cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB §4-3) y el Carril 13: Control negativo
(Agua). PM=Paratién Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, T=Tiempo de colecta y R=No. de
réplica. Se utiliz6 buffer TAE 1X.

Sin embargo, no pasa lo mismo con el gen pnpC se observa una banda mas abundante en
presencia de PM; no obstante, aun observamos una diferencia basal en la condicién de ausencia

de PM (Figura 2.6).
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Figura 2.6. RT-PCR punto final del gen pzpC. Carril 1 Marcador de peso de 1 kb (1.5 uL); Carril
2: PMTOR2 (0.5 uL); Carril 3: SPTOR2 (0.5 uL); Carril 4: PMT3R3 (0.5 uL); Carril 5: SPT3R3
(0.5 uL); Carril 6: PMTIR3 (0.5 pL); Carril 7: SPT9R3 (0.5 uL); Carril 8: ReeASPTIR3 (0.5 ul);
Carril 9: Ree APMTIR3 (0.5 pL); Carril 10: Control negativo (Agua); Carril 10: Control positivo
(DNA de la cepa Burkhbolderia zhejiangensis CEIB S4-3). PM=Paratién Metilico, SP=Sin Paration
Metilico, T=Tiempo de colecta y R=No. de réplica. Se utilizé buffer TAE 1X.

B. zhejiangensis CEIB $4-3 presenta dos diferentes grupos de genes PNP’s el pnpABA 'E1E2FDC
y el pnpETE2FDC (Hernandez-Mendoza et al., 2014) involucrados en la degradacion del PNP.
Un grupo se localiza en el conting 4 y el otro en el 33, a diferencia de B. cenocepacia CEIB S5-2 la

cual presenta un solo grupo de genes catabolicos pnpABA’E1E2FDC (Martinez-Ocampo, 2016).
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2.4.4. Secuenciacion por Illumina HiSeq

En la tabla 2.5 se muestran los datos obtenidos de la secuenciacion de la cepa B. ghejiangensis
CEIB $4-3 mediante una corrida de tipo Paired-End (lecturas dobles o pareadas) al utilizar el
secuenciador HiSeq de la compafia Illumina, la cual muestra la secuencia del cédigo de barras
utilizado en la amplificaciéon por puente, el nimero de lecturas obtenidas por muestra oscila entre
~19 a 44 millones, el rendimiento en mega pares de bases el cual se encuentra entre ~6 a 13 mil,
la calificacion de calidad media que se encuentran entre ~39 y el porcentaje de bases el cual se

encuentra en ~95%, lo cual nos demuestra una buena calidad de las secuencias obtenidas.

Tabla 2.5. Descripcion general de la calidad de las secuencias.

e e S N g SE

1 Bz R1 PM TO ATCACG 32,727,484 9,884 39.0 94.4
2 Bz R2 PM TO CGATGT 44,315,149 13,383 39.0 94.4
3 Bz R3 PM TO TTAGGC 32,701,862 9,876 38.8 93.9
4 Bz R1 SP TO TGACCA 23,551,869 7,113 38.9 94.2
5 Bz R2 SP TO ACAGTG 20,531,941 6,201 39.0 94.3
6 Bz R3 SP TO GCCAAT 28,541,303 8,619 39.0 94.3
7 Bz R1 PM T3 CAGATC 19,956,792 6,027 39.1 94.7
8 Bz R2PM T3 ACTTGA 31,320,438 9,459 38.9 94.2
9 Bz R3 PM T3 GATCAG 28,816,751 8,703 39.0 94.4
10 Bz R1 SP T3 TAGCTT 25,832,456 7,801 38.9 94.1
1 Bz R2 SP T3 GGCTAC 21,410,193 6,466 39.0 94.4
12 Bz R3 SP T3 CTTGTA 29,805,494 9,001 38.8 93.9
13 Bz R1 PM T9 AGTCAA 20,547,696 6,205 39.0 94.3
14 Bz R2PM T9 AGTTCC 27,443,606 8,288 39.0 94.5
15 Bz R3 PM T9 ATGTCA 25,615,014 7,736 39.0 94.3
16 Bz R1 SPT9 CCGTCC 30,863,887 9,321 39.0 94.5
17 Bz R2SPT9 GTCCGC 30,859,762 9,320 39.0 94.4
18 Bz R3 SPT9 GTGAAA 31,852,805 9,620 39.0 94.3

Burkholderia ghejiangensis (Bz), PM=Paratién Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, R=No. de réplica, T=Tiempo de colecta.
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2.4.5. Contenido de GC de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3

La figura 2.7 muestra el porcentaje de nucleétidos de las lecturas, lo cual indica que el genoma
de B. zbejiangensis CEIB S4-3 presenta un contenido de GC promedio de ~65% y no existe
contaminaciéon de otro material genémico. Esto coincide con lo reportado por Martinez-

Ocampo (2015), donde menciona que el porcentaje de GC de esta cepa se encuentra en ~63%.
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Figura 2.7. Contenido promedio de GC por secuencia.

2.4.6. Mapeo de las secuencias de Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3

Posteriormente, se realizé el mapeo de las secuencias con el genoma de referencia. Las lecturas
de secuencias fueron recortadas para eliminar posibles secuencias de adaptadores y nucledtidos

de mala calidad (tasa de erros <0.05) al final. Después de recortar, se descartaron las lecturas de
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secuencias mas cortas que 35 nucleétidos. Las lecturas de secuencias restantes se alinearon con
el genoma de referencia de B. gbejiangensis CEIB §4-3 con el programa CLC Genomics Server

program v. 10.0.1. En la tabla 2.6 se muestran las estadisticas del mapeo.

Tabla 2.6. Numero de fragmentos totales, mapeados y no mapeados con el genoma de

referencia Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3.

1 Bz R1 PM TO 32,643,774 27,748,262 4,895,512 85.0
2 Bz R2 PM TO 44,265,153 39,113,650 5,151,503 88.4
3 Bz R3 PM TO 32,662,464 27,989,409 4,673,055 85.7
4 Bz R1 SP TO 23,531,603 18,442,661 5,088,942 78.4
5 Bz R2 SP TO 20,507,262 17,191,298 3,315,964 83.8
6 Bz R3 SP TO 28,488,233 23,843,014 4,645,219 83.7
7 BzR1PM T3 19,905,111 17,563,748 2,341,363 88.2
8 BzR2PM T3 31,233,051 25,664,847 5,568,204 82.2
9 Bz R3 PM T3 28,718,690 24,103,989 4,614,701 83.9
10 Bz R1SP T3 25,781,879 21,055,362 4,726,517 81.7
1 BzR2 SP T3 21,377,341 18,858,954 2,518,387 88.2
12 Bz R3 SP T3 29,749,398 24,190,584 5,558,814 81.3
13 Bz R1 PM T9 20,500,030 17,427,529 3,072,501 85.0
14 Bz R2 PM T9 27,381,708 24,015,237 3,360,471 87.7
15 Bz R3 PM T9 25,548,945 23,111,906 2,437,039 90.5
16 Bz R1 SP T9 30,820,624 27,302,321 3,518,303 88.6
17 Bz R2 SP T9 30,830,107 26,722,055 4,108,052 86.7
18 Bz R3 SP T9 31,814,350 20,234,514 5,579,836 82.5

Burkholderia zhejiangensis (Bz), PM=Paratiéon Metilico, SP=Sin Paratién Metilico, R=No. de réplica, T=Tiempo de colecta.
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2.4.7. Expresion diferencial de genes de la cepa Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3

Como resultado del analisis transcriptémico de ambas condiciones, con 50 mg/L de PM y sin la
presencia del plaguicida, se observaron un total de 6,941 transcritos para el inicio del
experimento, a las tres horas se obtuvieron un nimero de 6,810 y finalmente a las nueve horas
0,741 transcritos. El nimero total de genes es de 7096 genes codificantes y 75 no codificantes
(tRNAs, RNAs ribosomales, entre otros). Para identificar los Genes Expresados
Diferencialmente (GED) en cada una de las condiciones, se realizé un analisis con el programa
DESeq2 y tomando los genes con un valor de veces de cambio 1.5 y un valor de p <0.05, en
el tiempo cero horas sin PM no se obtuvo ningun GED, respecto al tiempo de tres horas se
obtuvieron 278 GED, mientras que en el tiempo de nueve horas se obtuvieron 823 genes. Las
veces de cambio de la condicién experimental con PM revel6 la expresion diferencial de ocho
genes al inicio de la cinética (cero horas), en el tiempo de tres horas fueron identificados 376
GED vy finalmente, en el tiempo de nueve horas, se detectaron 756 genes. En la figura 2.8 se

muestra la distribucién de GED por DESeq de acuerdo a cada tiempo y condicion experimental.
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Figura 2.8. Diagrama de Venn total de genes expresados en ambas condiciones con Paration
Metilico (PM) y sin PM (SPM). Se muestra la distribuciéon de GED por DESeq de acuerdo a
cada tiempo (tiempo cero (T0), tres (T3) y nueve (T9) horas) y condicién experimental, en rojo

PMy en verde SPM.
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Delos GED, 318 se compartieron en presencia de PM, entre los tres tiempos, de los cuales ocho
corresponden a los GED del tiempo de cero horas y 310 genes se compartieron entre en el
tiempo tres y nueve horas. En la condicién control sin PM se compartieron 211 genes entre el
tiempo tres y nueve horas, no se reportaron GED compartidos entre los tres tiempos debido a
que no se observé ningin GED en el tiempo de cero horas. Ademas, no se compartieron GED
entre la condiciéon con PM y sin PM en los tres tiempos, lo que sugiere que la cepa B. 3h¢jiangensis

CEIB $4-3 responde de manera diferente al estrés ejercido por cada condicion (Figura 2.9).

a) b)

T0_BzPM T0_BzSPM
0

0

Figura 2.9. Diagrama de Venn con genes expresados diferencialmente compartidos por
condicién entre los tres tiempos. a) Genes expresados en presencia de PM y b) Genes expresados
en ausencia de PM. Bz= Burkholderia 3hejiangensis CEIB S4-3, PM=Paratién Metilico y SPM=S8in

Paration Metilico.

Los ocho GED en la condicién experimental con PM y al inicio de la cinética fueron los
siguientes: un transportador, dos proteinas de funcion desconocida; una permeasa; dos proteinas hipotéticas,
un regulador transcripcional Miiltiples de la Resistencia a los Antibidticos (MarR). En general, los
homologos de MarR regulan la actividad de genes implicados en la resistencia a antibiéticos,
respuestas de estrés, virulencia o catabolismo de compuestos aromaticos (Perera y Grove, 2010);
un regulador transcripcional (IclK), los miembros de esta familia son represores del gen isocitrato
liasa (Romero-Rodriguez ef al, 2015), sus funciones son diversas, algunas de ellas son el

metabolismo del carbono en Enterobacteriaceas, degradacién de compuestos aromaticos por
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bacterias del suelo, tolerancia a disolventes en Pseudomonas (Krell et al., 2006). Ademas, de dos
proteinas hipotéticas las cuales fueron analizadas en Blast, pero no se encontrd ninguna proteina

reportada para estas secuencias.

De los GED en la condicién con PM se observé la induccién de varias protefnas hipotéticas y
proteinas de funcién desconocida, representando el 50% para el tiempo inicial (cero horas), el
20% y 15% para el tiempo tres y nueve horas respectivamente. En la condiciéon sin PM se
observo la induccion de este tipo de genes, representando el 33 y 36% en el tiempo tres y nueve
horas respectivamente. Chen ef 2/ (2016) reportan el analisis transcriptomico de Pseudomonas
putida DLL-E4 en presencia de PNF, en la cual encontraron que el grupo mas grande de genes

correspondia a proteinas hipotéticas y proteinas con funcién desconocida.

Ademas, en la condiciéon con PM se observé una induccién de genes involucrados en la
regulacion transcripcional con dos elementos para el tiempo de cero horas representando el 25%,
29 elementos para el tiempo de tres horas (8%) y 41 elementos en el tiempo de nueve horas
(5%). Chen et al. (2016) mencionan que multiples componentes que incluyen reguladores
transcripcionales y otros factores desconocidos regulan la degradacion de PNF en Psexdomonas
putida DLL-E4, como el regulador transcripcional tipo LysR (LTTR) el cual activa la expresion
de genes en respuesta al inductor especifico PNF. Ademas, Wang et al. (2017) menciona que un
LTTR, PnpR, se ha demostrado que activa la transcripcion de los operones pupABCDEFG para
la degradacion de PNP en Pseudomonas sp. cepa WBC-3. Este regulador también se encuentra en
la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 y se observa una sobreexpresion de este regulador en
la condicién con PM. Los LTTR se encuentran en diversos generos bacterianos. Estan asociados
con la regulacién de las vias de degradacion de los compuestos aromaticos y controlan la
expresion génica del catecol (CatR) y Clorocatecol (ClcR y CbnR) (Diaz y Prieto, 2000; Tropel y
Van Der Meer, 2004).
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Asimismo, se observé en este trabajo la sobreexpresion de otras familias de reguladores
transcripcionales, como GntR, AraC y MerR, en presencia del plaguicida. Los reguladores
transcripcionales de la familia GntR estan ampliamente distribuidos en las bacterias. Regulan
diversos procesos biologicos, incluidos los procesos celulares fundamentales como la motilidad,
el desarrollo, la produccién y resistencia a antibidticos, la transferencnia de plasmidos,
lavirulencia y la degradacion de los compuestos aromaticos (Dfaz y Prieto, 2000; Tropel y Van
Der Meer, 2004; Hoskisson y Rigali, 2009). El miembro de la familia de reguladores
transcripcionales de AraC mejor caracterizado en el catabolismo de compuestos aromaticos es
la proteina XylS. Esta protefna regula positivamente el promotor Pw, que se deriva de la
expresion de la via de escision meta TOL para compuestos aromaticos (Dfaz y Prieto, 2000).
Finalamente, la familia MerR es un grupo de activadores transcripcionales, que responden a
estimulos ambientales, como el estrés oxidativo, los metales pesados o la presencia de

antibiéticos (Brown ¢# al., 2003).

Otro estudio es el de Tiwari e/ al. (2018), en el cual reportan la estrategia de tolerancia y
degradacion del plaguicida PM de la cianobacteria Fischerella sp., el cual se llevo a cabo a través
de un analisis proteémico utilizando la técnica 2D acoplada con MALDI-TOF MS/MS, ademas
de un analisis transcriptomico a través de RT-PCR. El estudio mostré algunas proteinas
hipotéticas reguladas positivamente en Fischerella sp., en presencia del plaguicida. Se menciona
que un sistema regulatorio de dos componentes transmite la sefial a una proteina hipotética, que
manera directa o indirecta, esta proteina posiblemente funge como factor de transcripcion, por
lo que se proponen que pudiera estar induciendo diferentes proteinas de respuesta al estrés, junto
con la induccién de otra proteina hipotética, una probable hidrolasa que presenta una capacidad
de unién a carbohidratos y a su afinidad con el PM. Por lo tanto, sugieren que esta proteina

podtia tener un papel crucial en la degradacion del plaguicida.
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2.4.8. Anotacion funcional por COG’s

Con la finalidad de identificar si los genes GED participan en diversas funciones o bien si estos
se distribuyen en un reducido numeré de categorias analizamos la distribucién de los GED. Para
ello, los GED se clasificaron de acuerdo con las categorias funcionales de grupos de ortélogos
de genes (COG) (Galperin e al., 2014). En el tiempo cero, en la condicién experimental en
presencia de PM, se observaron tres genes GED, dos de ellos agrupados en la categoria funcional
[K]: transcripciéon y uno en la categorfa [G]: transporte y metabolismo de carbohidratos, cada
una representando el 12.5%, de los cuales representan el 38% de los GED, mientras que el 62%
no se agrup6 en ninguna categoria (Figura 2.10). No se reportaron GED para el tiempo cero

horas en la condiciéon sin PM, por lo cual no se cuenta con COG’s para esta condicion.

30
25
20

15

COG’s (%)

10

O]

(Gl [K]
Categorias funcionales

Figura 2.10. Categorias funcionales del tiempo cero horas en presencia de paration metilico.
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Después de tres horas, la condicion experimental MSM sin PM mostré un conjunto de 278 GED
de los cuales 158 genes se agruparon en 22 COG’s representando el 56.8%, y 120 elementos no
se agruparon en ninguna categoria representando el 43.2%. Las cinco categorfas principales, de
acuerdo con el nimero de genes GED, fueron [P]: transporte y metabolismo de iones
inorganicos con 23 elementos (14.6%), 17 elementos de la categoria [C]: produccion y
conversion de energfa (10.8%), 13 elementos de la [G]: transporte y metabolismo de
carbohidratos representando el 8.2%, 12 elementos de la categoria [T]: mecanismos de

transduccion de sefiales (7.6%) y 12 genes sin funcién asignada [S] representando el 7.6%.

En el mismo tiempo, en la condicién experimental con MP, se encontraron 376 GED. De estos
271 GED se agrupan en 20 COG's, lo que representa el 72.3% y 104 elementos no se agruparon
en ninguna categoria representado el 27.7%. Las categorias sobrerrepresentadas fueron [C]:
produccion y conversion de energia con 38 elementos corresponde al 14.0%, 36 elementos para
la categoria [K]: transcripcion (13.3%), 32 elementos para [E]: transporte y metabolismo de
aminoacidos (11.8%), 23 elementos para [P]: transporte y metabolismo de iones inorganicos

(8.5%), 22 genes con solo prediccion de funcion general [R] representando el 8.1% (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Categorfas funcionales del tiempo tres horas en presencia y ausencia de paratiéon
metilico. T3= Tiempo de muestreo a las tres horas, PM= Paratién metilico y SP= Sin paration

metilico.

Como se muestra en la figura 2.12, en un tiempo de nueve horas la condicién experimental MSM
sin PM, de los 823 GED mostré un subconjunto de 427 genes agrupados en 23 COG's
representando el 51.9%, y el 48.1% con 396 elementos no se agruparon en ninguna categotia.
Las cinco categorfas principales, segun el numero de genes con perfiles transcripcionales
diferenciales, se encontraron 46 genes con solo una funcién de prediccién general [R]
representando el 10.8%, 40 elementos para la categoria [K]: transcripcion (9.4%), 39 elementos
para [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos (9.1%), 38 elementos para [T]: mecanismos
de transducciéon de sefiales, representando el 8.9% y 37 genes sin funcién asignada [S]

representando con el 8.7%.
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La condicion con PM al mismo tiempo, se encontraron 756 GED donde 556 genes son
agrupados en 23 COG representado el 73.5%, el resto corresponde al 26.5% con 200 elementos
que no se agruparon en ninguna categoria. ILas cinco categorias principales, siguiendo los mismos
criterios, fueron con 70 elementos la categoria [E|: transporte y metabolismo de aminoacidos
(12.6%), 69 elementos para |C]: produccion de energia y conversion (12.4%), 49 elementos para
[J]: traduccién, estructura ribosomal y biogénesis (8.8%), 48 elementos para [K]: transcripcion
representando el 8.6% y 39 elementos para [M]: biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana (7.0%). La categoria [B] denominada estructura y dindmica de la proteina solo fue

encontrada en esta condicion representada con un elemento (0.2%).

25.0 B'T9_PM (%)
BTY_SP (%)
20.0
~ 150
S
\rn
&) 10.0
Q
@)
0o llllll l--

(E] [C [0 K] M [G (SI [F VI IN] [U] [ (X] [D] [W] [B]

Categorias funcionales

Figura 2.12. Categorias funcionales del tiempo nueve horas en presencia y ausencia de paration
metilico. T9= Tiempo de muestreo a las nueve horas, PM= Paratiéon metilico y SP= Sin paration

metilico.

En la tabla 2.7 se muestran las cinco principales categorfas funcionales en los tres tiempos a las
cero, tres y nueve horas, asf como en las dos condiciones experimentales con y sin PM, en la cual

se observa un mayor nimero de GED en el tiempo de nueve horas comparado con el tiempo
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cero y tres horas. Ademas, en los tres tiempos con PM se comparte la categoria funcional [K] de
transcripcion; en el tiempo tres y nueve horas se comparten las categorias funcionales [C] de
produccion y conversion de energia y [E] de transporte y metabolismo de aminoacidos. Sin
embargo en la condicién sin PM las categorias funcionales que se comparten son [S] sin funcién

asignada y [T] mecanismo de transduccion de sefiales.
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Tabla 2.7. Resumen de los resultados de las categorias funcionales.

Ti Principales
iempo de muestreo 2 oy
. categorias Definicion
y tratamiento (COG)
Cero horas, sin PM -- -- -
Cero horas, con PM K] Transcripcion 2 25.0
[G] Transporte y metabolismo de carbohidratos 1 12.5
Tres, sin PM [P] Transporte y metabolismo de iones 23 14.6
Total =278 GED 158 inorganicos
agruparon en 22 [C] Produccion y conversion de energia 17 10.8
COG’s (56.8%). [G] Transporte y metabolismo de carbohidratos 13 8.2
120 sin agruparse [T] Mecanismos de transduccion de sefiales 12 7.6
(43.2%) [S] Sin funcién asignada 12 7.6
Ttres horas, con PM [C] Produccién y conversién de energia 38 14.0
Total =376 GED, 271 K] Transcripcion 36 13.3
agruparon en 20 [E] Transporte y metabolismo de aminoacidos 32 11.8
COG’s (72.3%). [P] Transporte y metabolismo de iones 23 8.5
104 sin agruparse inorganicos
(27.7%). R] Prediccién de funcién general 22 8.1
Nueve horas , sin [R] Prediccién general 46 10.8
PM K] Transcripcion 40 9.4
Total =823 GED, 427 [E] Transporte y metabolismo de aminoacidos 39 9.1
agrupados en 23 [T] Mecanismos de transduccion de sefales 38 8.9
CO(_},S (51.9%) [S] Sin funcién asignada 37 8.7
396 sin agruparse
(48.1%)
Nueve horas, con [E] Transporte y metabolismo de aminodcidos 70 12.6
PM [C] Produccion de energia y conversion 69 12.4
Total =756 GED, 556 Ul Traduccioén, estructura ribosomal y 49 8.8
agrupados en 23 biogénesis
COG’s (73.5%); 200 K] Transcripcion 48 8.6
sin agruparse (26.5%) [M] Biogénesis de la envoltura, pared celular y 39 7.0
membrana
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Las categorias funcionales [S] que corresponde a funcién desconocida y [R] a una funcién de
prediccion general y aquellos elementos que no se agruparon en ninguna categoria en la
condicion con PM, representan el 62% para el tiempo inicial (cero horas), el 40.2% para las tres
horas y el 41.6% para las nueve horas. Sin embargo, para la condicién control (en ausencia de
PM), el 57.1% y el 65.9% de los GED corresponden a la categoria [S], [R] y aquellos elementos
que no pertenecen a ningun COG, lo que sugiere que la cepa B. ghgjzangensis CEIB S4-3 puede
utilizar procesos celulares que no han sido caracterizados todavia, a pesar de que los genes
involucrados en la degradacion tanto de PM y PNF han sido ampliamente estudiados. Esto
coincide con lo reportado por Chen ez al. (2016), en este estudio se analizaron los mecanismos
de regulacion genética durante la degradacion de PNF en Pseudomonas putida DILL-E4,
observando cambios importantes en la expresion de un gran nimero de genes correspondientes

a proteinas hipotéticas y con funcién desconocida.

Liao ez al. (2018) demostraron que Citrobacter sp. degrada el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), aunque
el mecanismo de biodegradaciéon es poco conocido. Muestran que tres grupos de proteinas
reguladas hacia arriba y en la condicién con TNT durante 12 horas estuvieron involucradas en
la [C]: producciéon de energfa y conversion (18%), en [E]: transporte y metabolismo de
aminoacidos (18%), y en [O]: modificacién postraduccional, recambio proteico y chaperonas
(18%). Esto coincide con lo observado en la cepa B. gh¢jiangensis CEIB §4-3, en la condiciéon con
PM y en el tiempo tres y nueve horas, las proteinas reguladas hacia arriba son [C] con 38 y 69
elementos que representan el 14.0 y 12.4% respectivamente, [E] con 32 y 70 elementos
representado con el 11.8 y 12.6% respectivamente y [O] con 9 y 19 elementos representando
con el 3.3 y 3.4% respectivamente. Los xenobiéticos como el PNF y el TNT inducen efectos
toxicos a las bacterias, incluyendo el estrés oxidativo o dafo a las proteinas, sin embargo, conocer
el mecanismo de biotransformaciéon permite desarrollar estrategias de biorremediacién para

sitios contaminados.
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2.4.9. Anotacion funcional por Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

Los GED en los tres tiempos fueron analizados y ubicados en el mapa de KEGG, utilizando a
Burkholderia sp. RPEG7 con el cédigo de organizacion “bue” como cepa de referencia. En el
tiempo de cero horas y en la condiciéon con PM el 12.5% de los GED presentaron KOs,
mientras que para el tiempo tres y nueve horas se presentaron 52.9% y 56.9%, respectivamente.
Por otro lado, en la condiciéon sin PM se presentaron 0% de KO's en el tiempo de inicial, 38.1%

en el tiempo de tres horas y 31.7% para el tiempo de nueve horas.

Los genes de las cero horas y en ambas condiciones (con PM y sin PM) no fueron ubicados en

las vias metabodlicas de KEGG.

Para el tiempo tres horas, las vias metabodlicas unicas para la condicion con PM fueron: 1.
Biosintesis de acidos grasos insaturados; 2. Metabolismo de biotina; 3. Biosintesis de acidos
grasos; 4. Metabolismo del acido graso; 5. Cloroalcano y degradaciéon de cloroalcano; 6.
Metabolismo del 2-oxocarboxilico; 7. Metabolismo de arginina y prolina; 8. Metabolismo del
acido dibasico ramificado; 9. Glucolisis/Gluconeogénesis; 10. Biosintesis de valina, leucina e
isoleucina; 11. Metabolismo del butanoato; 12. Metabolismo del piruvato; 13. Metabolismo del
ascorbato y aldarato; 14. Clorociclohexano y degradacion de clorobenceno; 15. Metabolismo de
glicerolipidos; 16. Metabolismo de histidina; 17. Degradacién de limoneno y pineno; 18.
Degradacion de lisina; 19. Ciclo del citrato (Ciclo de TCA); 20. Metabolismo del metano; 21.
Degradacion de benzoato; 22. Metabolismo de fosfonato y fosfinato; 23. Sintesis y degradacion
de cuerpos ceténicos; 24. Metabolismo de galactosa; 25. Un grupo de carbono por folato; 26.
Degradacion de dioxinas; 27. Degradacion de fluorobenzoato; 28. Biosintesis de folato; 29.
Degradacion de naftaleno; 30. Degradaciéon de hidrocarburos aromaticos policiclicos; 31.
Resistencia a B-lactamicos; 32. Metabolismo del 4cido cianoamino; 33. Biosintesis de
novobiocina; 34. Metabolismo del propanoato; 35. Metabolismo de la taurina y la hipotaurina;

36. Quimiotaxis bacteriana; 37. Fijacién de carbono en organismos fotosintéticos; 38. Via de
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pentosas fosfato; 39. Biosintesis de la unidad de azicar poliquétido; 40. Biosintesis de
estreptomicina; 41. Ubiquinona y otras biosintesis de terpenoides y quinonas; 42. Biosintesis de
lisina; 43. Porfirina y metabolismo de la clorofila; 44. Metabolismo de riboflavina y 45. ARN

polimerasa.

En cambio, en la condicién control (Sin PM) las vias metabolicas unicas fueron: 1. Biosintesis
de pantotenato y CoA; 2. Nicotinato y metabolismo de nicotinamida; 3. Metabolismo de almidén
y sacarosa; 4. Metabolismo del azufre; 5. Unién final no homologa; 6. Metabolismo del amino
azucar y nucleoétido azucar; 7. Metabolismo del glicerofosfolipido; 8. Degradacion de estireno;

9. Interconversiones de pentosas y gluconato y 10. Degradacion de Xileno (Figura 2.13).
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Por dltimo, para el tiempo nueve horas las vias metabolicas tnicas para la condicién con PM
fueron: 1. Metabolismo de butanoato; 2. Ribosoma; 3. Metabolismo de fenilalanina; 4.
Degradacion de lisina; 5. Metabolismo del acido 2-oxocarboxilico; 6. Metabolismo de $ alanina;
7. Degradacion de limoneno y pineno; 8. Metabolismo del acido dibasico ramificado C5; 9.
Sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos; 10. Metabolismo de glicerolipidos; 11. Metabolismo
de arginina y prolina; 12. Resistencia a la 3-lactamasa; 13. Resistencia al péptido antimicrobiano
catiénico (CAMP); 14. Un grupo de carbono por folato; 15. Degradacion de coprolactamicos;
16. Degradaciéon de geraniol; 17. Metabolismo de fosfonato y fosfinato; 18. Recombinacion
homologa; 19. Degradacion de dioxinas; 20. Metabolismo de la taurina y la hipotaurina; 21.
Biosintesis de novobiocina; 22. Metabolismo de riboflavina; 23. Metabolismo del icido
cianoamino; 24. ARN polimerasa; 25. Metabolismo del fosfato de inositol; 26. Biosintesis de
monobactamico; 27. Biosintesis de estreptomicina; 28. Biosintesis de la unidad de azacar
poliquétido; 29. Metabolismo de tiamina; 30. Metabolismo del acido alfa linolénico; 31.
Biosintesis de Lisina; 32. Metabolismo D-glutamina y D-glutamato y 33. Biosintesis del ARNt

de aminoacilo.

En contraste, en la condicién control (sin PM), las vias metabdlicas fueron: 1. Metabolismo de
almidén y sacarosa; 2. Unién final no homologa; 3. Metabolismo del amino azucar y nucleétido
azucar; 4. Reparacion de escision de base; 5. Reparacion por escision de nucleétidos y 6.

Degradacion de xileno (Figura 2.14).

En la condicién con PM se inducen un mayor numero de vias metabolicas con respecto a la
condiciéon control, lo que sugiere que la activaciéon del metabolismo bacteriano se genera en
respuesta a los efectos toxicos derivados de la presencia del PNF y su asimiliacion metabdlica

como fuente de carbono y energfa.

Chen et al, (2016) reportan la capacidad de la cepa Pseudomonas putida DIL-E4 para degradar
PNF a través de la ruta de la Hidroquinona (HQ). El PNF indujo un cambio global en el
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transcriptoma de la cepa incluyendo cambios en el metabolismo del PNF; en el metabolismo de
carbono; en el ciclo del acido tricarboxilico; en la porina OprB de la membrana externa; en la
Glucosa deshidrogenasa Ged fueron significativamente sobreexpresadas cuando la cepa estaba
en contacto con PNF y glucosa, en comparacién con la condicion sin glucosa. Mientras que los
genes implicados en la via de las pentosas fosfato se vieron reprimidos en presencia de PNF.
Con la cepa B. zhejiangensis CEIB S4-3 se observé que el metabolismo del carbono y el ciclo del
acido tricarboxilico se encuentran representados con 65 y 22 elementos respectivamente en el
tiempo de nueve horas, los cuales fueron sobreexpresadas cuando la cepa esta en contacto con
PNF. Sin embargo, en la via de las pentosas fosfato se encuentra reprimida representada con

dos elementos, lo cual coincide con el reporte de Chen e7 al., (2016).
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El reporte de Chakka e a/. (2015) muestra el andlisis transcripcional de E. co/, la cual expresa un
marco de lectura abierto (Orf306) ubicado cerca del gen gph del plasmido pPDL2 de la cepa
Sphingobinm fuliginis ATCC 27551 y en presencia de PNF como tnica fuente de carbono. Este
gen codifica para una hidrolasa de organofosforados. Esta expresion del Orf306 sobreexpresa
genes que codifican para el catabolismo de carbono alternativo, el propionato, el glioxilato y el
ciclo del metilcitrato. Ademas, muestran una significativa disminucion en la transcripciéon de
genes que codifican para la glucolisis y enzimas del ciclo del TCA poco después de la induccion
de Orf306. De acuerdo con este reporte, el perfil transcripcional de Burkholderia zhejiangensis
CEIB $4-3 demostr6 una sobreexpresion de la via del propionato y el glioxilato en presencia de
PM, esta sobreexpresion comienza a observarse hasta el tiempo de nueve horas. Sin embargo,
con respecto a la glucolisis y al ciclo del TCA en B. ghejiangensis CEIB §4-3 existe también una
sobreexpresion de la glucolisis en la condiciéon con PM en el tiempo de tres horas el cual
incrementa en el tiempo de nueve horas. Mientras que el ciclo del TCA en la condiciéon con PM
comienza a observarse una sobreexpresion a partir del tiempo de nueve horas, lo cual no coincide

con lo reportado por Chakka ez al. (2015).

En el estudio de Lu ez a/ (2013) reportan el analisis de transcriptoma de E. co/i expuesto a
glifosato e incapaz de crecer en presencia de este herbicida organofosforado a 200 mM. Estos
resultados sugieren que el herbicida inhibe varias enzimas clave del metabolismo central de
carbono como la via de pentosas fosfato, el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), glioxilato y la

gluconeogénesis, lo cual reduce la capacidad glucolitica.

Como se mencioné anteriormente, en la via de las pentosas fosfato se encuentra reprimida
representada con dos elementos, lo cual coincide con el reporte de Chen e a/. (2016) y con Lu ez
al. (2013). Asimismo, el ciclo del TCA en B. ghejiangensis CEIB S4-3 en la condiciéon con PM
comienza a observarse una sobreexpresion a partir del tiempo de nueve horas. Para el caso de la
via del glioxilato a pesar de no estar sobrerrepresentada en los tiempos cero y tres horas en

presencia de PM, esta sobreexpresion comienza a observarse hasta el tiempo de nueve horas de
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exposicion al plaguicida y al PNF. En el caso de la gluconeogénesis a pesar de que parece estar
sobreexpresion en presencia de PM a las tres horas, sin embargo, a las nueve horas de exposicion

al plaguicida se observa una mejor sobreexpresion.

2.4.10. Analisis del gen mpd involucrado en la hidrélisis de PM

Uno de los aspectos relevantes del proyecto es conocer cuiles son los genes involucrados en la
completa mineralizacion del PM, para ello se realizé una bisqueda especifica de estos genes y su
perfil de expresion. El primer gen de la ruta de degradacion es el mpd, el cual codifica para una
metil paratiéon hidrolasa. Previamente en el laboratorio donde se lleva a cabo este proyecto, se

caracterizo el gen mpd cuyo producto presenta actividad de hidrolasa (Popoca-Ursino ez al, 2017).

Al revisar la expresion del gen pd, reportado como funcional, en el tiempo inicial (cero horas)
en presencia de PM, este gen mostré un valor con un FC de 0.07, el nivel de expresion de este
gen disminuyo en el tiempo de tres horas con un valor de -0.51, finalmente en el tiempo de
nueve horas la expresion diferencial en este gen alcanz6 un cambio de 0.71 (Figura 2.15). Estos
resultados fueron inesperados ya que se esperaba un perfil de expresion alto, debido a que su
producto proteico se relaciona con la hidrolisis de PM en acido dimetiltiofostérico y PNF, que
es el primer paso en ambas vias de degradacion bacteriana reportadas. Por esta razén, se
evaluaron los perfiles de expresion de otros genes con funcion similar al gen #pd, de acuerdo a

sus respectivos valores de veces de cambio.
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Figura 2.15. Expresion diferencial del gen zpd. Las veces de cambio positivo significa mayor

expresion en presencia de PM y negativo mayor expresion en la condicién sin PM.

El gen mpd identificado en la cepa B. ghejiangensis CEIB S4-3 muestra un porcentaje de similitud
del 99% y con un valor de E-value de 0.0 con respecto a la secuencia del gen MpdB (con numero
de acceso AAY18224.1 reportada en la base de datos de GenBank) de Burkholderia cepacia
reportado como responsable de la hidrolisis del PM en esta cepa. De acuerdo con esto, ambos
genes se agrupan como Glioxilasa de la superfamilia de B-lactamasas II. Sin embargo, este gen
de la cepa B. ghejiangensis CEIB S4-3 no mostrd expresion diferencial en la condicion de PM. Por
lo tanto, se realiz6 una busqueda en el genoma parcial de B. gheiangensis CEIB S4-3 y se
identificaron 10 probables hidrolasas, de los cuales solo cuatro de ellos mostraron cambios
significativos en sus perfiles de expresion, dos GED en la condicion experimental sin plaguicida
y dos en la condiciéon experimental con PM. En la primera condicién, los genes identificados
con los numeros de locus tag fueron 1097219 y 1065122 presentan un valor de veces de cambio
de -0.06,-0.51 y -2.36; 0.11, -0.52 y -1.62 en los tiempos cero, tres y nueve horas. En la condicién
experimental con PM, los genes identificados con los nimeros de locus tag 1043100 presentaron
un valor de veces de cambio de 0.14, 1.45 y 1.52, en tanto que el locus tag 1097271 0.015, 1.05

y 1.91 en tiempo cero, tres y nueve horas respectivamente (Figura 2.16). Con estos datos
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sugerimos que la hidrolasa(s) involucrada(s) en el primer pasé de la degradacion del PM son los

locus tag: 1043100 y 1097271, ambas inducibles por la presencia de PM.
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Figura 2.16. Expresion diferencial de los 10 genes que codifican para Glioxilasa de la

superfamilia de B-lactamasas 11 en los tiempos de cero, tres y nueve horas.

2.4.11. Anailisis de los clusters pnpABA'E1E2FDC y pnpEl1E2FDC involucrado en la
degradacion de PNF

Posteriormente, se analiz6 el cluster pup.ABA 'ETE2FDC ubicado en el Contig 33 de la cepa B.
ghejiangensis CEIB S4-3 (Figura 2.17A) presenta un aumento en expresion conforme aumento el
tiempo. El gen pnp.A que codifica para la enzima p-INitrofenol monooxigenasa I, esta reportada en la
degradacion inicial del PNF y su funcion es oxidarlo, teniendo como producto Benzoquinona. Este
gen se expreso en el tiempo inicial con un valor de veces de cambio de 0.5, el cual aumento en
el tiempo de tres horas a 4.5 y 5.5 para el tiempo de nueve horas. Para el caso del gen pnpB

(Benzoquinona reductasa) presenté un valor de veces de cambio de 0.06 para el tiempo de cero
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horas, 4.6 para el tiempo de tres horas y 5.8 para el tiempo de nueve horas. Para los genes pnpA ",
pnpETL, pnpE2  (Hidroguinona 1,2-djoxigenasa) se encontrd el mismo patrén de expresion,
obteniendo valores de veces de cambio para el TO=-0.1, 0.2, 0.5; para el T3= 4.7, 5.6, 5.9 y para
el T9= 5.6, 6.3, 6.4 respectivamente. Mientras tanto, para los genes pupl’ (4-Hidroxinucinico
semialdehido deshidrogenasa), pnpD (Maleiloacetato reductasa) y pnpC (Hidroxiquinol 1,2-dioxigenasa) los
valores de veces de cambio para el tiempo cero son -0.06, -0.101 y 0.057, para el tiempo de tres
horas valores de 4.7, 5.4 y 4.5 y finalmente para el tiempo de nueve horas valores de 6.6, 6.6 y
0.4 respectivamente. Finalmente, el gen pnpG el cual fue reportado por Popoca-Ursino e .
(2017) con posible actividad de p-nitrofenol monoxigenasa-11, se encontrd una expresion de 0.25 para
el tiempo de cero horas, de 5.0 para el tiempo de tres horas y 7.1 para el tiempo de nueve horas.

En este cluster se muestran de manera general una expresiéon mayor en el tiempo de nueve horas.

Para el caso del cluster pnpETE2FDC ubicado en el Contig 4 de B. zbeiangensis CEIB S4-3 se
observa que para el gen pnpET se expresé diferencialmente en los tres tiempos, obteniendo
valores de veces de cambio de 0.2 para el tiempo cero, de 5.8 para las tres horas y 6.2 para el
tiempo de nueve horas. Sin embargo, para los genes pupE2, pnpE, pupD, pupC'y pupG se observa
un patron de expresion desde el tiempo inicial hasta las tres horas y descendiendo en el tiempo
de nueve horas, obteniendo valores de veces de cambio de 0.7, 0.1, 0.04, 0.1, 0.2 para el tiempo
cero, para el tiempo de tres horas de 0.9, 6.4, 4.7, 5.4 y 4.8 y para el tiempo de nueve horas de
6.1,5.9, 3.7, 4.7 y 3.8 respectivamente. En general este cluster muestra una mayor expresion en

el tiempo de tres horas, donde esta la maxima concentracién de PNF en el medio (Figura 2.17B).
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Figura 2.17. A). Expresion diferencial del cluster pnpABAETE2FDC y B). Expresion
diferencial del cluster pmpETE2FDC.
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2.4.12. Validacién del gen mpd y del cluster pnpABA 'E1E2FDC por qRT-PCR

Los resultados de qRT-PCR fueron analizados utilizando el método 2**" (Livak y Schmittgen,
2001). El gen mpd mostré un incremento en la condiciéon con PM (Barras en color rojo) en
comparacion con la condicion experimental sin PM (Barras en color verde) la cual mostré una
expresion relativa de 1.0 en todos los tiempos de muestreo. Este gen es el responsable de la
hidrolisis del PM en acido dimetiltiofosférico y PNF, que es el primer paso en ambas vias de

degradacion bacteriana reportadas (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Validacién por gqRT-PCR del gen mpd. Las barras en color verde representan la
condicién sin PM (SPM) y las barras en color rojo la condicion con PM (PM). Los valores son
promedio de los resultados de tres experimentos independientes, las barras de error representan
la desviacién estandar. De acuerdo con la prueba de t no pareada, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion relativa del gen mpd entre ambas condiciones experimentales en el
tiempo de muestreo de cero horas (P= 0.0552), sin embargo, en el tiempo de tres horas se
muestra un incremento significativo en la expresion relativa del gen mpd en presencia del
plaguicida (P= 0.0098), mientras que en el tiempo de muestreo de nueve horas, la expresion

relativa del gen mpd disminuyo significativamente (P=0.0462) en la misma condicion.

78



el APITULO Il

CENTRO DE INVEST|GACION
EN BIOTECNOLOGIA UAEM

Asimismo, la expresion relativa del cluster de genes pnp.ABA ET1E2FDC fue comparable con la
observada en el andlisis transcriptomico. En la condicién ecperimental sin PM, los genes
mostraron una expresion relativa de 1.0 en todos los tiempos de muestreo (Barras en color
verde). Sin embargo, en la condicién con PM los resultados de qRT-PCR muestran un
incremento en la expresioén de todos los genes (Barras en color rojo), uno de los genes con mayor
expresion fue el gen prp.A " con un valor de 1.57 a las 0 horas, y el perfil de expresion incremento

con el tiempo con 625.93 y 201.61 a las 3 y 9 horas respectivamente (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Perfiles de expresion de los genes involucrados en la degradacion de PNF en Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3. Los valores

representan el promedio y la desviacion estandar.
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Continuacién de la Tabla 2.5.
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Continuacién de la Tabla 2.5.
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2.5. CONCLUSIONES

* El plaguicida PM y el PNF son compuestos que inducen a la cepa a una expresion
diferencial de genes involucrados en el proceso de degradacion.

* Deacuerdo a nuestros resultados, el numero de GED s en el tiempo cero es el mas bajo
(8), incrementando conforme avanza la cinética, siendo el tiempo tres horas y nueve
horas donde hay la mayor cantidad de GED’s (1132). Lo que demuestra el efecto del
plaguicida en el transcriptoma de la bacteria.

* Bajo las condiciones experimentales de este trabajo, en B. gbe¢iangensis CEIB S4-3 se
identificaron los reguladores involucrados en la respuesta inicial en presencia del
plaguicida. Los resultados de los GED del tiempo inicial, sugieren que inicia con el
regulador transcripcional MarR, un represor que controla los genes que codifican para
proteinas de las bombas de flujo localizadas en membrana.

* La presencia de transportadores, permeasas y porinas sugieren ser indispensables para el
traspaso del PN hacia la célula, ademas del intercambio de moléculas, para contender
con la toxicidad de los metabolitos.

*  Respecto a la respuesta de las tres y nueve horas, se observa constante en la condicién
de PM, una mayor expresion de genes que pertenecen al COG [C] referente a la
Producciéon y Conversion de Energia y al COG [K] de Transcripcion. El primero
demuestra la falta de glucosa, y la presencia de PM, permite a la bacteria la produccion
de ATP a través de vias alternativas. Por otro lado, la presencia del PM provoca la
expresion de factores de transcripcion a diferencia de la condicion en ausencia de PM
donde la bacteria expresa un menor nimero de reguladores probablemente para el
mantenimiento basico del metabolismo.

* Los resultados de KEGG respaldan y fortalecen el modelo de degradacion de la cepa, ya
que las vias de los GED’s correlacionan con reportes previos de organismos expuestos

a PNF (Chakka e a/, 2015). Por ejemplo, el Metabolismo del Propanoato presente solo
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en la condicién con PM a partir del tiempo tres horas, o la expresion de la succinato
deshidrogenasa del TCA.

* TFinalmente, todos los genes involucrados directamente en la degradacion del PNF, en la
bacteria, se expresan de manera similar a las tres y nueve horas, y al igual que el resto
ppABAETE2FDC tienen mayor veces de cambio y expresion relativa respecto a los
valores de este mismo grupo en la cepa, lo que podria explicar la velocidad de la total

degradacion de PM en 12 horas por la bacteria.
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CAPITULO III
ANALISIS DEL PROTEOMA DE Burkholderia zbejiangensis CEIB S4-3 DURANTE
LA DEGRADACION DEL PARATION METILICO

3.1. INTRODUCCION

La proteémica ha sido considerada como una metodologfa efectiva para entender las funciones
de las proteinas que se expresan diferencialmente. Ia proteémica es una disciplina utilizada para
el analisis de las proteinas expresadas por un organismo, asi como su funcién y estructura, tejido
o una célula en un punto de tiempo especifico en condiciones ambientales definidas. Hoy en dfa,
la protedmica se ha utilizado para muchos fines de investigacion, incluyendo la biodegradacion
de compuestos xenobioticos (Chauhan y Jain, 2010). Con el uso de la protedmica, se puede
determinar el perfil de expresion de proteinas relacionadas a cepas individuales o comunidades
microbianas. Ademas, proporciona una vision global de la expresion de proteinas de los sistemas
biolégicos y, en combinacion con otras tecnologias 6micas, tiene un papel importante en ayudar
a descubrir los mecanismos de estos procesos celulares y de esta manera avanzar en el desarrollo

de las biotecnologias ambientales.

La proteémica aborda tres categorfas de interés biolégico que incluyen la expresion, estructura y
funcién de proteinas. Las tecnologias protedmicas en general involucran tres pasos, los cuales
son separacién y/o fraccionamiento, cuantificacién e identificacién de la proteina en una
muestra biolégica en particular (Tabla 3.1). También la proteémica es una de las tecnologias
modernas utilizadas para los estudios de microorganismos o comunidades microbianas

implicadas en el proceso de biorremediaciéon de contaminantes (Chakraborty ez 4/, 2012).

El proteoma ha sido definido como el complemento del genoma (Jungblut ez 2/, 2008). Ademas,
el proteoma permite conocer los mecanismos de modificaciéon postraduccionales de las

proteinas, como afectan los cambios en las proteinas a los aspectos fundamentales de su
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funcionalidad. El termino proteoma y proteémica fue acufiado en 1995 por Marc Wilkins (James,

1997; Singh y Nagaraj, 2000).

Tabla 3.1. Tecnologias usadas en proteémica.

Tecnologia Usos
Electroforesis en geles 2D Se utiliza para identificar proteinas de baja abundancia.
Se utiliza para separar iones en muestras de masa
electronica, para identificar intermediarios catabdlicos de

Espectrometria de masa en

Tandem L
compuestos toxicos.
Se utiliza para el analisis de muestras termolabiles,
Espectrometria de masas compuestos organicos no volatiles o de alto peso
(MALDI-TOF)* molecular como proteinas, péptidos, glicoproteinas,

oligosacaridos y oligonucle6tidos.

Involucra la formacién de una nube de gas que contiene
electrones, iones y particulas neutrales. Se utiliza para la
cuantificacion ultrasensible de proteinas y péptidos en

Espectrometria de masas (ICP-

MS)** < 18
rangos molares muy pequefos (attomoles, 1x10
moles).

Estos son matrices con proteinas seleccionadas unidas a
Microarreglos ellas, que permiten seleccionarlas de acuerdo al

monitoreo de su actividad.
*MALDI-TOF: Desotcion/ionizacion laser asistida por mattiz- tiempo de vuelo; **ICP: Plasma de acoplamiento

inductivo (Modificado de Chauhan y Jain, 2010).

Por lo que, realizar el analisis de proteinas diferencialmente expresadas en respuesta a la presencia
de plaguicidas, es importante para entender qué tipo de proteinas estan involucradas en la
tolerancia a dichos plaguicidas o las que son responsables para la regulaciéon del proceso de
degradacion de los mismos. Lo que resulta mas relevante es poder correlacionar los cambios en
los patrones de expresion de proteinas contra el patrén de expresion normal que presentan los

genes involucrados en los procesos de degradacion de los plaguicidas.

En este trabajo el proteoma es importante no solo para analizar el comportamiento celular

durante el metabolismo de plaguicidas, sino también para integrar la informacion entre el
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genoma y el transcriptoma de la cepa, los metabolitos resultantes y tener un panorama mas
holistico del proceso. Se hace especial énfasis en la respuesta fisiologica y el proteoma de
Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 bajo el estrés del paration metilico y en ausencia de otra

fuente de carbono.

En este capitulo se analizan las proteinas con expresion diferencial en la condicion con y sin PM,
que permita conocer el patrén de expresion de las proteinas involucradas en la biodegradacion

del plaguicida, asi como de aquellos procesos biolégicos que ocurren en la célula.

3.2. OBJETIVO

Llevar a cabo un analisis proteémico de la cepa Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 en respuesta

a la presencia y ausencia del plaguicida paration metilico.

3.3. METODOLOGIA

Para el analisis de protedmica, se obtuvieron 18 muestras de la cinética de crecimiento de la cepa
Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 en presencia y ausencia de PM a 50 mg/L, con los mismo
tiempos cero, tres y nueve horas por triplicado cada uno (ver capitulo 1). Las muestras fueron

obtenidas de la siguiente manera:

7. Al inicio de la cinética en el tratamiento donde Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 se
puso en contacto con el PM (inmediatamente se registré la presencia del PNF).

8. Alinicio de la cinética con Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 en ausencia de PM.

9. A las tres horas con la cepa en presencia del PM, donde el PNF alcanza su maxima
concentracion.

10. A las tres horas, en ausencia de PM.

11. A las nueve horas en presencia de la cepa y cuando el PNF se esta degradando.
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12. A las nueve horas, en ausencia de PM.

3.3.1. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se realizé de acuerdo con el método basado en el uso de fenol 4cido.
Se tomaron 50 ml del cultivo de las cepas (en presencia y ausencia de los plaguicidas respectivos)
y se centrifugaron a 1400 g, por 15 minutos y a 20°C. Los pellets se lavaron con buffer PBS
(K:HPO, 7.1 mM, KH,PO4 2.9 mM y NaCl 151 mM en agua doble destilada, pH 7.0) y
posteriormente fueron resuspendidos en 1 mL de buffer SDS (Tris 100 mM pH 9.5 y SDS 1%
w/v). A seguir, las células se sonicaron, cinco pulsos de 30 segundos y descanso en hielo por un
minuto en cada ciclo, se precipitaron con dos volimenes de acetona absoluta, y se dejé reposar

toda la noche (Encarnacion ez al., 2005; Cocotl-Yanez ¢f al., 2014).

Posteriormente, se realizo la extraccion de proteina total. El extracto fue centrifugado a 7,000
rpm durante 10 minutos a 4°C y se retité la acetona. Enseguida se vertieron 3 ml de buffer de
extraccién cuya composicion en g/l es: Sacarosa, 23.6; Tris-base, 6.06; KCl, 0.75; EDTA, 25; 8-
mercaptoetanol, 2; HCI, 0.24; PVPP, 1.2. Se dejo reposar cinco minutos en hielo, después a cada
muestra se adicionaron 3 ml de fenol equilibrado, homogenizando mediante vortex, y se dejaron
en reposo durante 10 minutos, para después centrifugar a 7,000 rpm durante 10 minutos; se
recolect6 la parte fendlica del tubo y se pasé a tubos limpios para adicionar tres volumenes de
acetato de amonio en metanol al 0.1 M, y se dejé toda la noche, para después centrifugar como
en condiciones anteriores y decantar. Enseguida la pastilla celular se disgrego tres veces con 3
ml de acetato de amonio, y un lavado con acetona al 80%, al final los tubos se dejaron secar, en
cada lavado se centrifugd a 7,000 rpm durante 10 minutos y se decanté. La pastilla se resuspendio
con 500 pl de buffer de solubilizacién (TBP) el cual su composicién en g/l es: Urea, 4.207;
Thiourea, 1.522; CHAPS, 0.900; TBP, 0.100; Anfolitos pH 3- 10 al 40%, 0.200; DTT, 0.093; se

vertié en tubos Eppendorf, para centrifugar a 10,000 rpm durante 30 minutos, transcurrido el
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tiempo se obtuvo la parte liquida y se guardé en tubos limpios (Encarnacién ez al, 2005). La

muestra de proteina se cuantific6 mediante el método de Bradford (19706).

3.3.2. Electroforesis en geles de primera y segunda dimension

Se elaboraron geles en primera dimensiéon de isoelectroenfoque, los cuales presentan un
contenido de: Urea, 5.7 g; NP-40, 2.0 ml; CHAPS, 0.3 g; Poliacrilamida, 13 ml; anfolito de 4-6.5,
162.1pl; anfolito de 3-10, 104.8ul; anfolito de 5-8, 162.1ul; persulfato de amonio al 10%, 49.6 pl.
Se cargaron 500 pg del extracto proteico total, los geles se cortieron a 1500 volts/hora por 23
horas, obtenidos los geles se depositaron en un “caster” donde se lavaron con buffer de
equilibrio durante cinco minutos, el cual su composicién en g/l es: DTT, 0.38 g; azul de
bromofenol, 0.5; buffer de equilibrio analitico 50 ml. Posteriormente se retir6 el buffer y se
lavaron dos veces con 3 volimenes del mismo dejando reposar por cinco minutos en cada
lavado, para posteriormente montarlos en el gel de segunda dimension (Encarnacion ef al., 2005;

Cocotl-Yanez ¢# al., 2014; Chen et al., 2014).

Se realizaron geles en segunda dimensiéon SDS-PAGE (poliacrilamida al 12%, 211 ml; Tris-HCI
pH 8.8, 130 ml; H,O, 180.5 ml; SDS, 11.7ml; persulfato de amonio, 2.9 ml; TEMED, 0.376 ul),
donde las proteinas son separadas en funcioén a su peso. Se dejaron polimerizar por una hora, y
se mont6 el gel 1D en el 2D, se colocaron en la camara para electroforesis, enseguida se vertieron
2 L de buffer Tris-Glicina-SDS a 10X, el cual presenta un contenido de: Tris-Base, 30.28 g;
Glicina, 144.10 g; SDS, 10 g; de esta se tomaron 400 ml y se adicionaron en 1,600 ml de agua
quedando a 2X. Posteriormente, pata la corrida se emple6 voltaje constante de 1900 Volts/hora
durante 24 horas. Enseguida de la corrida, los geles se sometieron a un proceso con solucion
fijadora (50% metanol, 10% acido acético y 40% H>O) y se dejaron reposar por una hora para
después tefiirlos con azul de coomassie brillante y se estabilizaron con solucién de Tris Base

0.1IM pH 6.5 por cinco minutos (Fanous e al., 2007), transcurrido el tiempo se lavaron con
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metanol: agua a 25:75 para extraer el excedente de coomassie, por ultimo, se estabilizaron

durante una hora en 500 ml de (NH4)>SOy4 al 20%.

3.3.3. Digitalizacion y analisis de los geles de segunda dimension

Los geles se digitalizaron mediante un scanner de tipo (GS-800 Calibrated Densitometer) y el
programa Quantity one, posteriormente se us6é el programa PDQuest Advanced 8.0.1.
(Martinotti y Ranzato, 2016), con el fin de analizar los geles de una manera cuantitativa, para
lograr la ubicacién y busqueda de spots de interés. Asi mismo, el programa proporciona el nivel

de expresion de los spots de acuerdo a la intensidad y tamafo.

3.3.4. Identificacion de proteinas por espectrofotometria de masas MALDI-TOF

Se generé un analisis por medio de PDQuest en donde se ubicaron una serie de spots los cuales
estan involucrados en la expresion diferenciada de la cepa, marcados cada uno de ellos se
localizaron en el gel 2D y fueron cortados manualmente con una navaja fina, y se colocaron en
un tubo Eppendorf previamente rotulado con el numero del spot y se realiz6 a cada uno dos

lavados de una hora cada uno, con un mililitro de agua mili Q.

Para destefiir las fracciones de gel que contiene el spot se usé solucion destefiidora la cual su
contenido es acetonitrilo: agua miliQQ 50:50, siendo que a esta dltima se adicionaron 250 pl de
bicarbonato de amonio al 2.5 mM, en seguida se dieron dos lavados con 1 mL a cada tubo
destifiendo durante dos horas, después se deshidrataron mediante dos lavados con acetonitrilo

puro durante 10 minutos, y se dejaron secar.

Después a cada muestra se le colocaron 30 pl de DTT 15 mM vy se redujeron las proteinas por
media hora, terminado el tiempo se les dio un spin y se desecho el liquido, y se alquilaron con
30 pl de iodoacetamida al 100 mM, dejandolas alquilar durante media hora a 37°C en la

obscuridad, cuando transcurrié el tiempo, se dio un spin y se retiré la iodoacetamida y se
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desecho, después se vertieron 100 pl de acetonitrilo puro para deshidratar el spot por 10 minutos,
se desech6 el liquido y se hidraté el spot con bicarbonato de amonio durante 10 minutos y se
desecho el bicarbonato, en seguida se pusieron 100 pl de acetonitrilo y se deshidrataron las piezas

por 10 minutos, se desecho el acetonitrilo y las muestras se dejaron secar durante 3 minutos.

Para hacer la digestion se colocaron 9 pl de enzima tripsina a cada muestra y se dejaron reposar
durante 30 minutos, transcurrido el tiempo se retird el sobrante de tripsina y se adicionaron 15

ul de agua miliQ, dejando reposar toda la noche.

Después se extrajeron los péptidos con soluciéon de extraccion la cual contenfa 5 ml de agua
miliQ y 5.5 pl de acido trifluoroacético (TFA,) de ésta se colocaron 50 pl a cada muestra y se
dejaron en agitaciéon durante 30 minutos, se colectd el liquido en tubos de 500 ul, a los spots sin
liquido se les adiciond agua miliQ, acetonitrilo 50:50 mas 5.5 pl de TFA, y las muestras se dejaron
en agitacién durante 30 minutos, el liquido obtenido se pasé a los tubos Eppendorf de 500 ul
rotulados con el numero de cada spot, después se adiciond solucion: agua miliQ), acetonitrilo
30:70, mas 5.5 pl de TFA, y se colocaron 50 pl a cada muestra y se agitaron durante 30 minutos,
se colectd el liquido en se puso en los Eppendorf de 500 ul. Finalmente se obtuvo un volumen
de 150pl en cada muestra. A continuacion, el extracto se redujo aproximadamente a 10ul,

mediante evaporacion en una centrifuga de vacio a temperatura ambiente.

Para la identificacion se colocaron 0.5 pl del estandar de péptidos en los pocillos de la placa
MALDI-TOF, y se dejaron secar, después se afladieron 0.5 ul de matriz saturada la cual su
contenido es 4mg de HCCA (4cido a-ciano-4-hidroxicindmico), 200 ul de acetonitrilo/agua al
33% (V/V), mas TFA al 0.1% vy se dejaton secar los pocillos, ya que se habian secado
completamente, la porta muestras se introdujo en el MALDI-TOF para generar una

identificaciéon mediante las masas de los péptidos (Fanous ez a/, 2007).
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La lista de masas para cada muestra se analiz6 utilizando el programa MASCOT v2.1.0

(MatrixScience; http://www.matrixscience.com) y comparadas también con la base de datos no

redundante del NCBI. Las secuencias generadas de los péptidos fueron comparadas con la base

de datos Swiss-Prot (http://www.expasy.org) con ayuda del programa MPSearch
(Europeanlnstitute of Bioinformatics, EBI). Solo las proteinas con masas moleculares y pl con
valores similares a los determinados en los geles de 2-DE, cobertura de secuencia y patrén de
digestién fueron anotadas como identificadas, las que no cumplan fueron anotadas como

desconocidas.

3.3.5. Conjunto de Grupos de Ortélogos de Proteinas (COGs)

Las proteinas identificadas de cada tiempo fueron clasificadas de acuerdo a su funcién segin las
categorias funcionales del COG. La base de datos de COGs tiene como objetivo clasificar en
grupos de ortdlogos, a las proteinas de microorganismos que conocemos su genoma completo.
Para esto se utiliz6 la base de datos de Integrated Microbial Genomes & Microbiomes (IMG/M),
la cual se encuentra en la siguiente direccion electronica: https://img.jgi.doe.gov de las proteinas
de Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3. Para realizar este analisis se reviso el listado de proteinas

y se clasificaron de acuerdo con un ratio hasta +2.0.

3.3.6. Anilisis de la anotacién funcional de los genes

Para ubicar las proteinas, de ambas condiciones, de los tiempos cero, tres y nueve horas, en las
vias metabdlicas fueron sometidos a un analisis en la Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) Pathway Color. Se obtuvo el gen Knock out (KO) de la base de datos de
Integrated Microbial Genomes & Microbiomes (IMG/M) la cual se encuentra en la direccion
electronica: https://img.jgi.doe.gov, y este KO fue utilizado en la base de datos del KEGG

(http://www.genome.jp/kegg/tool/map pathway2.html) utilizando a Burkholderia sp. RPEGT

con el cédigo de organizacion “bue”.


http://www.matrixscience.com/
http://www.expasy.org/
https://img.jgi.doe.gov/
https://img.jgi.doe.gov/
http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html
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3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Concentracién de proteinas

Se realiz6 la extraccion de proteinas utilizando el procedimiento a base de fenol y se determiné
la concentracién de proteina por el método de Bradford modificado, la cual se muestra en la
tabla 3.2. Obteniendo una concentracién de proteina de 12.1 y de 10.3 pg/uL en promedio en
la condicién con y sin plaguicida, respectivamente. Esta diferencia puede deberse a la presencia

del PNF el cual puede ser utilizado por la bacteria como fuente de carbono.

Tabla 3.2. Concentraciéon de proteina.

Tiempo de muestreo Concentracion (ug/pL)
(Horas) Con plaguicida (50 mg/L) Sin plaguicida
0 1156 £1.2 9.73£25
3 13.06 £ 1.2 11.0+£ 0.8
9 11.93 £ 1.1 102+ 15

3.4.2. Electroforesis en geles de dos dimensiones

Primeramente, se llevé a cabo la electroforesis en primera dimension usando anfolitos con un
pH entre 4 y 8, utilizando 500 pg de proteina. Posteriormente se realizé la separaciéon de
proteinas de acuerdo a su masa molecular, utilizando electroforesis bidimensional. Después de
la electroforesis, los geles se fijaron y tifieron con azul de Coomassie solucion R350, y se
digitalizaron utilizando un analizador de imagenes. En la figura 3.1 se muestran los 18 geles
realizados, en los cuales podemos observar los diferentes spots expresados en las diferentes

condiciones experimentales (con y sin plaguicida) y en los tres tiempos (cero, tres y nueve horas).
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3.4.3. Analisis de los geles bidimensionales en PDQuest

Con ayuda del software de PDQuest Advanced 8.0.1 se analizaron los geles bidimensionales,
identificando los spots y asignandoles un numero de identificaciéon. Asi mismo, el programa
realiza un analisis cualitativo y cuantitativo de los spots, los cuales permiten identificar spots

diferenciales entre los diferentes tratamientos y diferencias en los niveles de expresion.

Se llevoé a cabo un analisis estadistico en los tres tiempos, con el objetivo de obtener los spots
expresados diferencialmente de acuerdo con su densidad 6ptica, es decir, los spots se encuentran
en ambos tratamientos y replicas, pero la diferencia de expresion radica en la densidad 6ptica

que presenta o intensidad del spot; en el cual se utilizé a un 99% de confiabilidad.

Ademas, se realiz6 un analisis cualitativo a través de PDQuest, para obtener aquellos spots que
se estan expresando en una condicién y no en otra (es decir los propios de cada condiciéon),
obteniendo un mayor numero de spots propios en la condicion sin plaguicida (89) con respecto
a la condicion con PM (34 spots), ademas, se muestra que en el tiempo de tres horas y en las dos
condiciones experimentales existe un incremento en el nimero de spots, 17 spots en la condicién
con PM y 53 spots en la condicion sin PM (Anexo 1-9). En la condicién con PM y en este tiempo
(tres horas), se observo en la cinética de crecimiento la maxima concentracion del metabolito
PNF, lo cual puede ocasionar que este metabolito estd induciendo la expresion de proteinas en
la célula. Por otro lado, en la condicion sin PM la célula puede estar en estrés por la falta de una
fuente carbono y llevando a cabo procesos biolégicos con la finalidad de sobrevivir. En la tabla

3.3 se muestran los spots diferenciales presentes en las réplicas con y sin plaguicida.
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Tabla 3.3. Comparaciones de spots expresados en los diferentes tiempos con y sin plaguicida.

Tiempo de . Promedio de spots de las tres Spots propios
Tratamiento .

muestreo replicas expresados
0H PM 589 6
oras Sin PM 727 13
3 H PM 573 17
oras Sin PM 689 53
PM 558 11
? Horas Sin PM 568 23

PM: Paratién Metilico, SPM: Sin Paratién Metilico, T: Tiempo.

3.4.4. Andilisis de la expresion diferencial de proteinas

En las siguientes figuras, se muestran cinco spots con expresion diferencial en ambas
condiciones experimentales (con y sin plaguicida), los cuales representan graficamente las
proteinas que estan involucrados en la degradaciéon de PNF, asi como proteinas que tienen la

capacidad de defensa de la célula en el dafio oxidativo y proteinas para sintesis de aminoacidos.

En la figura 3.2 se muestran los segmentos de los geles correspondientes a los tiempos 0, 3 y 9
horas de los tratamientos sin y con plaguicida respectivamente, que muestran el spot 8004
(Anexo 1), en los cuales se puede observar un incremento en la expresion de la proteina que
corresponde a una Dibidropicolinato reductasa, pertenece a la ruta de la biosintesis de L-lisina
(Janowski ez al,, 2010; Anand, 2016). Sin embargo, en el tratamiento sin plaguicida no se observa

un incremento.
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Figura 3.2. Spot 8004 en el tratamiento sin y con plaguicida. T= Tiempo, el segundo niimero
(0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, el tercer nimero (1, 2 y 3) corresponde a la

repeticion y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.

En la figura 3.3 se muestran los segmentos de los geles correspondientes a los tiempos 0, 3y 9
horas de los tratamientos sin y con plaguicida respectivamente, en los cuales se puede observar
que a partir del tiempo 3 en el tratamiento con plaguicida comienza a incrementar la expresion
de la proteina con nimero de spot 4126 (Anexo 2), la cual se identific6 como una proteina
hipotética con peso molecular de 17,737 Da, sin embargo, mediante un analisis BLASTp de su
secuencia este spot corresponde a una Hidroxiquinol 1,2-dioxigenasa, con una identidad del
75% con la de Paraburkholderia sp. S27 y un E-value de 6E** con una cobertura del 98%. Sin
embargo, en el tratamiento sin plaguicida no se observa un incremento. Este tiempo se relaciona

con la aparicién de PNF en la cinética de crecimiento a 50 mg/L.
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Figura 3.3. Spot 4126 en el tratamiento sin y con plaguicida. T= Tiempo, el segundo nimero
(0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, el tercer numero (1, 2 y 3) pertenece a la

repeticion y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.

Asimismo, se encontr6 una proteina hipotética con un peso molecular de 37,711 Da que
corresponde al spot 7224 (Anexo 2), sin embargo, mediante un analisis BLASTp de su secuencia
este spot corresponde a una Hidroxiquinol 1,2-dioxigenasa con una identidad del 84% con la
de Burkholderia sp. yr520 y un E-value de 0.0 con una cobertura del 99%. La cual a partir del
tiempo de tres horas en el tratamiento con plaguicida comienza a incrementar su expresion
(Figura 3.4). Esta enzima participa en la degradaciéon del benzoato via hidroxilaciéon y
degradacion del 1,4-diclorobenceno y clorofenoles (El-Naas ¢7 a/, 2017). Ademas de participar
en la ruta de degradacion del PNF (Liu ez 4/, 2015).

102



Centr de Ciencias Genomicas AP lTU LO l I l

018 OZS TO3S TO1 T02 T03
e e B .
. : 8 [ 8 : .
Vo . v ° \m 9

TT3S T2 T338 ™1 T2 T33

w.'i--". il i

o £ ¢ ®
T91S T928 T93S T91 T92 T93
DR SO ey e T
S e BT e R

o e S . | .. ° u >

Figura 3.4. Spot 7224 en el tratamiento sin y con plaguicida. T= Tiempo, el segundo niimero
(0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, el tercer numero (1, 2 y 3) pertenece a la

repeticion y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.

Adicionalmente, se encontr6 otras dos proteinas hipotéticas con un peso molecular de 37,712
Da, con nimero de spot 8218 y 8219 (Anexo 2y 3), mediante un analisis BLASTp de la secuencia
estos spots corresponden a una Hidroquinona 1,2-dioxigenasa con una identidad del 99% con
la de Bukholderia sp. SJ98 y un E-value de 0.0 con una cobertura del 100% (Figura 3.5). En el
cual se puede observar que a partir del tiempo de tres horas en el tratamiento con plaguicida

comienza a incrementar la expresion de las proteinas.
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Figura 3.5. Spot 8219 en el tratamiento sin y con plaguicida. T= Tiempo, el segundo nimero

(0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, el tercer nimero (1, 2 y 3) corresponde a la

repeticion v la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
p y p g

En la figura 3.6 se muestran los 18 geles bidimensionales con diferencias entre los tratamientos
sin plaguicida y con plaguicida del spot nimero 7112 (Anexo 3), en el cual se presenta una
expresion sostenida desde el inicio del cultivo hasta las tres horas, disminuyendo en los cultivos
con plaguicida en los tiempos nueve horas y desapareciendo totalmente en los cultivos sin
plaguicida en los mismos tiempos, lo que corresponde al agotamiento del PNF en los cultivos.
Al identificar la proteina por espectrometria de masas se encontré que es una peroxirredoxina,
perteneciente a una familia ubicua de enzimas antioxidantes, la cual puede estar ayudando contra
el dafio oxidativo a la bacteria durante su crecimiento; se ha reportado que esta enzima se expresa
en presencia de perdxido de hidrégeno endogeno, exégeno y cuando la cepa se encuentra en
estrés general. Por lo que las diferencias en expresion de la proteina podtian estar relacionadas

con la presencia del plaguicida (Dubbs y Mongkolsuk, 2007).
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Figura 3.6. Spot 7112 en geles bidimensionales con y sin plaguicida. T= Tiempo, el segundo
namero (0, 3y 9) corresponde a las horas de muestreo el tercer nimero (1, 2 y 3) pertenece a

la repeticion y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.

Con esto se concluye que la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 utiliza las dos rutas de
degradacion del PNF reportadas la via de la Hidroquinona (HQ)) y la via del Hidroxiquinol (BT)
(Martinez-Ocampo, 2015).

Algunas de las enzimas listadas en la tabla 3.4 estan presentes en las vias reportadas de
degradacién de PNF, sin embargo, enzimas como Oxigenasa y Dioxigenasa bencenotriol han
sido descritas para Pseudomonas putida y Burkholderia sp. S]98, por lo que es probable que en este
estudio es posible identificar algunas de las enzimas reportadas para la degradacion de PNF,
principalmente aquellas involucradas en la via BT como fue reportado en Burkholderia sp. cepa
SJ98 por Chauhan ez al., (2010), sin descartar que puedan usar la via HQ debido a que Burkholderia

zhejiangensis CEIB S4-3 es una bacteria Gram negativa.

Posteriormente, se realizé una basqueda bibliografica para identificar enzimas reportadas con la

capacidad de degradar PNF en diferentes organismos. En la tabla 3.4 se muestra informacioén
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como género, nombre de la enzima, el punto isoeléctrico, el compuesto al que degradan y el
autor y/o autores de los trabajos. Se realiz6 la bisqueda de las secuencias de aminoacidos en la
base de datos en National Center for Biotechnology Information (NCBI), posteriormente se
utiliz6 las bases de datos de ProtParam de ExPASy para calcular los puntos isoeléctricos teéricos
de las proteinas. Por lo que con ayuda del PDQuest Advanced 8.0.1 se propone realizar una

busqueda profunda de spots que pudieran corresponder con esta caracteristica.
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Tabla 3.4. Enzimas involucradas en la degradaciéon de PNF.

Pseudomonas putida Oxigenasa bencenotriol PNF Raniy
Lalithakumari,
1994
Bacillus sphaericns] S905 Flavoproteina reductasa ~ Q6F4M8.1 520  59739.0 PNF Kadiyala y Spain,
Oxigenasa 1998
Rhbodococcus opacus SAO101 1,2-hidroxiquinol BAD30043.1 4.56  33199.0 PNF Kitagawa et al.,
dioxigenasa 2004
Serratia sp. Paratién hidrolasa PM Pakala ez al., 2007
p-nitrofenol hidroxilasa PNF
componente A
Burkholderia sp. S]98 Dioxigenasa EKS70306.1 4.89 31988.9 PNF Chauhan e al,
bencenotriol 2010
Burkholderia sp. AK-5 2-hidroxi-1,4- BAI77485.1 5.89 20211.0 Fenoles clorados y Nitrofenoles Takenaka ez al,
benzoquinona reductasa 2011
Burkholderia sp. S]98 Dioxigenasa EKS70671.1 597 521745 PNF Vikram ez al, 2012
Hidroxiquinol
Maleiacetato reductasa
Dehidrogenasa 4-
hidroximuconico
semialdehido
Arthrobacter sp. ]S443 PNF Monoxigenasa ABL75143.1 5.26  61005.6 PNF Kallubai ¢z al., 2015
RhodococcusimtechensisRIKJ300 Reductasa EIDS81708.1 4.54  37872.7 2-Cloro-4-nitrofenol Min ¢t al, 2016
Oxigenasa EID77603.1 4.57  34547.8 PNF
Trametesversicolor Lacasa PNF Levin et al., 2016

pI= Punto Isoeléctrico teérico (ProtParam)
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3.4.5. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Ademas de esta busqueda, se seleccionaron los spots con diferencias en expresion y se cortaron
manualmente, se destifieron, redujeron, alcalizaron, digirieron con Tripsina y fueron extraidos
para analizar en MALDI-TOF y se analizaron utilizando el programa MASCOT v2.1.0 y
comparadas también con la base de datos del NCBI (Anexos 1-9). En la tabla 3.5 se muestra el

nombre de la proteina identificada y funcion de las 41 proteinas identificadas.
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Tabla 3.5. Proteinas identificadas de Burkholderia zhejiangensis.

1102

1105

1108

1114

WP_008351476.1

WP _008351350.1

WP _008342797.1

WP_008342510.1

32,280

31,111

26,495

37,271

NAD (+) Cinasa

Succinato-
CoAligasa
subunidad alfa

Bifuncional
dependiente de
NADP 3-
hidroxiacido
deshidrogenasa /
3.
hidroxipropionato
dehidrogenasa

UDP-glucosa 4-
epimerasa GalE

La NAD (+) Kinasa (NADK) cataliza la fosforilacién de
nicotinamida  adenina  dinucleétido = (NAD+) a
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP+)
utilizando ATP como donador de fosfato. E1 NADP+ se
reduce a NADPH por deshidrogenasas, en particular
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y las enzimas malicas.
NADPH funciona como un cofactor importante en una
variedad de vias metabdlicas y biosintéticas. NADPH es
esencial para la neutralizacion de los niveles
peligrosamente altos de especies de oxigeno reactivo
generados por el aumento de la actividad metabdlica
(Tedeschi et al., 2016).

Es una enzima que participa en el ciclo de Krebs, cataliza
la reaccién reversible desde succinato a succinil-CoA. Es
una enzima tetramérica compuesta de dos subunidades alfa
y dos beta.

Involucrada en el metabolismo de pirimidinas.

Es una enzima esencial en el metabolismo de la galactosa,
también es conocida como UDP-Glucosa 4-epimerasa
(EC 5.1.3.2.) o GALE, es una epimerasa homodimérica
encontrada en células bacterianas, fungicas, plantas y
mamiferos
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http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161124/F043244.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043782.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043782.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20161117%2FFTicIxHmh.dat&hit=1&db_idx=1

1123

1134

1139

1213

1216

1217

1305

1407

WP

WP

008342883.1

WP

008354244.1

WP

008350851.1

WP

WP _008347720.1

WP

008342779.1

008342904.1

WP

008353714.1
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38,311

29,112

20,975

45,685

40,865

44,019

50,619

53,328

Gliceraldehido 3
fosfato reductasa
Orotidina-5"-
fosfato
descarboxilasa

NAD(P)H:quinon
aoxidorreductasa
Glutamato-1-
semialdehido-2,1-
aminomutasa
3-deoxi-7-
fosfoheptulonato
sintasa

Acil-
CoAdehidrogenasa

Subunidad de
biotina carboxilasa
de la acetil-
CoAcarboxilasa

Dihidropirimidinas
a

Es una enzima involucrada en la biosintesis de pirimidinas.

Eta enzima patticipa en la biosintesis de los esteroides.

Esta enzima participa en la biosintesis de porfirina y
clorofila.

Es la primera enzima de la via del shikimato, es
responsable de la biosintesis de los aminoacidos
fenilalanina, tirosina y triptéfano.

Constituyen una familia de flavoproteinas que catalizan la
«,B-dehidrogenacion del acido graso Acil-COA (Ghisla y
Thorpe, 2004).

Es una enzima dependiente de biotina que cataliza la
carboxilacion irreversible de la Acetil-CoA para producir
malonil-CoA a través de sus dos actividades cataliticas, la
biotina carboxilasa y la carboxiltransferasa.

La funcién mds importante de esta enzima es proporcionar
el sustrato de malonil-CoA para la biosintesis de dcidos
grasos.

Es un miembro de la familia de amidohidrolasa ciclica.
Esta enzima participa en tres vias metabdlicas:
metabolismo de las pirimidinas, el metabolismo de beta-
alanina y pantotenato y la biosintesis de CoA. También es
capaz de destoxificar xenobidticos (Huang, 2015).

110

162

120
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65%

55%

29%

35%

26%

23%

19%
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http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161118/F043199.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161124/F043229.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161124/F043236.dat&hit=1
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Es una enzima de la via de la pentosa fosfato en todos los
organismos (Kim et al., 2012).

Orotatefosforibosi Es una enzima implicada en la biosintesis de pirimidina.
2126 WP _008352701.1 25,623 Cataliza la formacion de orotidina 5°-monofosfato de 103 40%

1505 WP _008342873.1 73,726 Transcetolasa 73 15%

ltransferasa orotato y fosforibosilpirofosfato.
Es una familia de enzimas que catalizan la conjugacién del
glutatién endégeno a una variedad de compuestos
electrofilicos, protegiendo las macromoléculas biolégicas
2129 WP 0083459331 21,740 Glutation S- como las Vprot/el’x.las y los écido.s’ nucleicos de las 107 48%
- transferasa consecuencias toxicas de una reaccién covalente con el
insecticida. Estas enzimas han sido implicadas en la
destoxificacion y  biotransformacién de  muchos
xenobiéticos (Diaz et al., 2004; Allocati et al., 2009).
Antranilato Pertenece a la familia de las glicosiltransferasas,
2222 WP 008344422.1 36,645 fosforribosiltransfe | especificamente las pentosiltransferasas. Es una enzima 82 23%
rasa que participa en la biosintesis de aminoacidos aromaticos.
Es una proteina cuya existencia ha sido predicha, pero para
2309 WP _008342624.1 56,109 Proteina hipotética = la cual falta evidencia experimental de que se expresa in 106 24%
vivo.
2419 WP 008353556.1 60,586 Nucleasa Es una enz,ima capaz,d'e escindir'los enlaces fosfodiéster 159 39%
- entre monémeros de acidos nucleicos.
Es una familia pequefia de proteinas encontradas y
3127 WP 0083504681 20314 ProFejl’na de .la asociac’las con .inclusi.ones en células ' t.)actev{ianas. La 67 26%
- familia Phasin mayorfa se asocia con inclusiones de polihidroxialcanoato
(PHA) (Matsumoto e al., 2002)
3128 WP_008342965.1 28,869 dilv)its(i)ctsirz:aeﬁar Son reguladores que modulan la dinmica del anillo FrsZ 98 44%
en el sitio de division celular.
ZapD
3215 WP 008347250.1 40,725 Porina Son proteinas que actian como un poro, a través de las 54 14%

moléculas pueden difundirse.
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http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161124/F043241.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170127/F043727.dat&hit=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20161117%2FFTicIxewO.dat&hit=1&db_idx=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170127/F043728.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161215/F043517.dat&hit=1

3324

3528

4126

4130

5106

5128

5502

6312

6421

WP

033537244.1

WP

008346921.1

WP

033536619.1

WP

VP_008353900.1

WP

008342714.1

VP_008344416.1

WP

008341880.1

WP

008342775.1

WP

008341793.1
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38,054

58,560

17,737

28,405

21,556

20,700

62,108

45,974

55,856

Subunidad alfa
fenilalanina-
ARNtligasa

Isocitratoliasa

Proteina hipotética

Regulador
transcripcional de
la familia GntR

Superéxido
dismutasa
NADH-
azoreductasa
dependiente de
FMN

CTP sintetasa

Quinureninasa

2-isopropilmalato
sintasa

Esta enzima participa en la biosintesis de fenilalanina,
tirosina y tript6fano y biosintesis de aminoacyl-ARNt.

Es una enzima del ciclo del glioxilato que cataliza la
escision del isocitrato en succinato y glioxilato. Junto con
la malato sintasa, elimina las dos etapas de descaboxilacion
del ciclo del 4cido tricarboxilico.

Las proteinas hipotéticas fueron descubiertas a finales de
1990, de las cuales no se conoce informacién, con
excepcién de sus secuencias de aminoacidos.

GntR es un factor de transcripcion presente en bactetias y
que regulan diversos procesos bioldgicos (Suvorova ¢t al.,
2015).

Esta enzima cataliza la dismutacién de superéxido en
oxigeno y peréxido de hidrégeno. Debido a esto es una
importante defensa antioxidante en la mayoria de las
células expuestas al oxigeno.

Cataliza la escision reductora del enlace azo en compuestos
aromaticos a las correspondientes aminas. Requiere
NADH, pero no NADPH, como donante de electrones
para su actividad.

Es una enzima involucrada en la biosintesis de pirimidina
que interconvierte citidinatrifosfato (CTP) y Uridino-5"-
trifosfato (UTP).

Es una enzima dependiente de fosfato pixidoxal que
cataliza la escisién de la quinurerina en el 4cido antranilico.
También es parte del metabolismo del triptéfano.

Es una enzima que pertenece a la familia de transferasas
que convierten los grupos acilo en grupos alquilo en la
transferencia.
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20%

15%

44%

45%

54%

25%

13%

19%

17%


http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043786.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043796.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043766.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170130/F043756.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161215/F043555.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161215/F043562.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170201/F043856.dat&hit=1

7112

7132

7224

7307

7319

8004
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WP 008352971.1

WP _008344142.1

WP _033536618.1

WP_008351360.1

WP 008351353.1

WP _008350762.1

20,994

15,626

37,711

37,900

41,467

18,234

Peroxirredoxina

Fosforibosil-AMP

ciclohidrolasa
Proteina hipotética

Recombinasa
RecA
Succinato
formador de ADP-
subunidad beta de
CoAligasa
Proteina
YbhB/YbcL
familia Rafcinasa
tipo inhibidor

Son una ubicua familia de enzimas antioxidantes que
desempefian un papel en la reduccion de un amplio
espectro de peréxidos y se encuentra en una amplia gama
de organismos como las bacterias. La enzima requiere la
presencia de un intermediatio ti6lico, como la tiorredoxina
como cofactor reductor (Rhee et al., 2001; Wood et al.,
2003; Aran et al., 2009; Fernandez y De la paz, 2016).
Esta enzima pertenece a la familia de las hidrolasas,
participa en el metabolismo de la histidina.

Las proteinas hipotéticas fueron descubiertas a finales de
1990, de las cuales no se conoce informacién, con
excepci6n de sus secuencias de aminoacidos.

RecA tiene multiples funciones, todas relacionadas con la
reparacion del ADN.

Es wuna enzima mitocondrial que actia como
heterodimero, estdi compuesta por una subunidad alfa
invariante y una subunidad beta especifica del sustrato.
Funciona en el ciclo del 4cido citrico.

Son proteinas que se encuentran en el citoplasma y el
periplasma de bacterias. Podrian estar involucradas en la
inhibicién de la fosforilacién de proteinas por las cinasas
(Setre et al., 2001).
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153

67%

18%

55%

42%

41%
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http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170127/F043733.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043788.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20161215/F043509.dat&hit=1

8103

8150

8218

8219

8501
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WP _008352971.1

WP _008352971.1

WP _033536888.1

WP _033536888.1

WP_008342379.1

20,994

20,994

37,712

37,712

62,167

Peroxirredoxina

Peroxirredoxina

Proteina
hipotética

Proteina
hipotética

30S proteina
ribosomal S1

Son una ubicua familia de enzimas antioxidantes que
desempefan un papel en la reduccién de un amplio
espectro de perdxidos y se encuentra en una amplia
gama de organismos como las bacterias. La enzima
requiere la presencia de un intermediario tidlico,
como la tiorredoxina como cofactor reductor (Rhee
et al., 2001; Wood et al., 2003; Aran et al., 2009;
Fernandez y De la paz, 2016).

Son una ubicua familia de enzimas antioxidantes que
desempefian un papel en la reducciéon de un amplio
espectro de perdxidos y se encuentra en una amplia
gama de organismos como las bacterias. La enzima
requiere la presencia de un intermediario tidlico,
como la tiorredoxina como cofactor reductor (Rhee
et al., 2001; Wood et al., 2003; Aran et al., 2009;
Fernandez y De la paz, 2016).

Las proteinas hipotéticas fueron descubiertas a
finales de 1990, de las cuales no se conoce
informacién, con excepciéon de sus secuencias de
aminoacidos.

Las protefnas hipotéticas fueron descubiertas a
finales de 1990, de las cuales no se conoce
informacién, con excepcién de sus secuencias de
aminodcidos.

S1 es una protefna ribosémica atipica débilmente
asociada con la subunidad 30S que ha sido implicada
en la traduccién, la transcripcion y el control de la
estabilidad del ARN.

114

50%

53%

37%
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http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170201/F043838.dat&hit=1
http://132.248.34.208/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20170131/F043810.dat&hit=1
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Las proteinas con numero de spot 4126 y 7224 se identificaron como una proteina hipotética de
17,737 Da (ID). Se realizé un analisis BLASTp de su secuencia, arrojando como resultado una
Hidroxiquinol 1,2-dioxigenasa con una identidad del 75% con la de Paraburkholderia sp. S27
(E-value de 6E™ y cobertura del 98%). Esta enzima est4 implicada en la ruta de degradacion de
PNF de las Gram positivas, y realiza la bioconversiéon de hidroxiquinol a maleilacetato. Esta

proteina incrementa sus niveles de expresion en presencia de PM a partir de las tres horas

Por otro lado, el spot con numero 8219, también se identific6 como proteina hipotética
(WP_033536888.1) con un peso molecular de 37,712 Da, por lo que, al igual que para el spot
anterior, se realiz6 un analisis BLASTp de la secuencia de este spot, revelando que corresponde
auna Hidroquinona 1,2-dioxigenasa con una identidad del 99% con la de Burkholderia sp. S]98
(E-value de 0.0, cobertura del 100%). Esta enzima cataliza la conversiéon de hidroquinona a 4-
hidroximucénico semialdehido en la ruta de degradaciéon de PNF en Gram negativas. En los
geles de 2D se pudo observar que esta proteina incrementa su expresion a partir del tiempo tre

horas en presencia de PM.

Sin embargo, no se identificd la proteina denominada p-nitrofenol monoxigenasa Il la cual es la
enzima responsable de la primera y segunda reaccion de la ruta Bencenotriol, asi como las
proteinas de la ruta de la Hidroquinona realizada por bacterias Gram negativas, aunque, si se
encontraron los genes que codifican para la ruta de la Hidroquinona (Capitulo 2). A pesar de
esto, se confirma que la bacteria es capaz de realizar la degradacién del metabolito PNF por las
dos rutas reportadas. Esto coincide con lo reportado con Popoca-Ursino (2017) donde
menciona que la cepa Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 utiliza ambas vias de degradacion
simultaneamente, debido a la identificacion de intermediarios en la ruta de degradacion del PM
que generalmente utilizan las bacterias Gram negativas e intermediarios de la ruta de degradacion

que utilizan las bacterias Gram positivas.
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Vikram ez al. (2012) también menciona que Burkholderia sp. S]98 presenta los genes involucrados
en la ruta de degradaciéon del PNF que utilizan las bacterias Gram negativas (Hidroquinona). Sin
embargo, en este estudio solo encontraron de manera parcial la ruta Bencenotriol o
Hidroxiquinol de las bacterias Gram positivas al identificar el gen pupC (Hidroxiquinol 1-2

Dioxigenasa), por lo que se propone que la bacteria utiliza ambas vias.

Tiwati et al. (2018) reportan que las enzimas fructosa 1,6-bifosfatasa, fructosa bifosfato aldolasa
y 6-fosfogluconato deshidrogenasa fueron reguladas negativamente bajo el estrés del paration
metilico en la cianobacteria Fischerella sp. Sin embargo, en este trabajo se encontraron la fructosa-
bisfosfato aldolasa clase I y clase II (las cuales son enzimas que participan en la glucolisis), que
fueron encontradas como subexpresadas en la condicién con PM. Ademas, encontramos
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (la cual participa en la via de las pentosas fosfato) y

peroxirredoxinas, estas dos ultimas estan reportadas para proteger del dafio oxidativo.

También se identificaron oxidorreductasa que podrian estar involucradas en proteger a la cepa
del plaguicida PM, como lo que reportan Wang et al. (2008), que las oxidorreductasas estan
relacionadas para proteger P. putida KT2440 de contaminantes. Asimismo, se identificé una
hidrolasa, la cual se encuentra en diferentes cepas bacterianas aisladas de suelos, y esta reportada
con la capacidad de utilizar como fuente de carbono a plaguicidas organofosforados y

degradarlos (Siddavattam ez a/., 2000).
3.4.6. Anotacion funcional por COG’s
Las proteinas identificadas se clasificaron de acuerdo a los COG’s, para identificar si éstas

participan en diversas funciones o bien si estas se distribuyen en un reducido numero de

categorias.
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En el tiempo cero, en la condicién experimental en presencia de PM, se observaron 10 proteinas
de las cuales 9 presentaron COG’s representando el 90% y el 10% no se agrupé en ninguna
categoria. Las principales categorias, de acuerdo al nimero de proteinas fueron [E]: transporte y
metabolismo de aminoacidos con tres proteinas y representando el 22.2%, la [F]: transporte y
metabolismo de nucleétidos representado con dos elementos (22.2%), una proteina para [M]:
biogénesis de la envoltura, pared celular y membrana, la categoria [D]: Control del ciclo celular,
division celular, particién cromosomica, [L]: replicacion, recombinacion y reparacion, [R]: solo
prediccion de funcion general y la categoria [V]: mecanismos de defensa, cada una representada
con el 11.1%. La categoria funcional que solo se comparte con la condicion sin PM es la cetgoria

[M]: biogénesis de la envoltura, pared celular y membrana.

Por otra parte, en el tiempo cero en ausencia de PM, se observaron cuatro proteinas de las cuales
tres presentaron COG’s representando el 75% y una proteina no se agrupd a ninguna categoria
representando el 25%. Las principales categorias, de acuerdo al nimero de proteinas, fueron
[M]: biogénesis de la envoltura, pared celular y membrana, [J]: traduccion, estructura ribosomal
y biogénesis, y [O]: modificacién postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas

representada cada una con el 33.3% (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Categorfas funcionales del tiempo cero horas en presencia y ausencia de PM.

En la condicién experimental con PM, pero del tiempo tres horas, se obtuvieron 18 proteinas
de las cuales solo 12 se agruparon en 9 COG's representando el 66.7%, y el 33.3% con siete
proteinas no se agruparon a ninguna categoria. Las principales categorias fueron la [F]: transporte
y metabolismo de nucleétido, [C]: produccién y conversion de energia, [R]: solo prediccion de
funcién general, [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos, cada una con dos proteinas y
representando el 15.4% cada una y la categoria [M]: biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana representada con una proteina (7.7%). Las categorias que solo fueron encontrados
en este tiempo y en esta condicién fueron la categoria [E]: transporte y metabolismo de
aminoacidos (15.4%), [J]: traduccion, estructura ribosomal y biogénesis, [D]: Control del ciclo
celular, division celular, particién cromosémica, [L]: replicacion, recombinacion y reparacion y

[V]: mecanismos de defensa, representan el 7.7% (una proteina cada una).
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En el mismo tiempo, pero sin PM se obtuvieron 12 proteinas las cuales todas presentaron
COG’s (Figura 3.8). Las cinco principales categorias fueron: [F]: transporte y metabolismo de
nucleétido, representada con tres proteinas (25%), las categorias [C]: produccién y conversion
de energia e [I]: transporte y metabolismo de lipidos se encuentran representadas con dos
proteinas (16.7%). La categoria [R]: solo prediccion de funcién general y [M]: biogénesis de la
envoltura, pared celular y membrana se encuentran representadas con una proteina y 8.3% cada
una. Los COG’s que solo fueron encontrados en el tiempo tres horas y en la condicién sin PM
fueron [I]: transporte y metabolismo de lipidos con dos proteinas (16.7%), [G]: transporte y
metabolismo de carbohidratos, [H]: transporte y metabolismo de la coenzima y [O]:
modificaciéon postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas, representadas con una

proteina (8.3% cada una).
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Figura 3.8. Categorfas funcionales del tiempo tres horas en presencia y ausencia de PM.
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Como se muestra en la figura 3.9, en un tiempo de nueve horas la condicién experimental con
PM, de las 18 proteinas 12 presentaron COG’s representando el 66.7% y el 33.3% no se agrupo
en ningun COG. En esta condicion se encontrd la categorfa funcional [C]: produccién y
conversion de energfa y la categorfa [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos, con dos
proteinas y representada con el 16.7% cada una. Seguidas de la categoria [D] denominada control
del ciclo celular, division celular, particion cromosémica, [F]: transporte y metabolismo de
nucleétido, [I]: transporte y metabolismo de lipidos, [J]: traduccion, estructura ribosomal y
biogénesis, [L]: replicacion, recombinacion y reparacion, [M]: biogénesis de la envoltura, pared
celular y membrana, [R]: solo prediccion de funcidn general, [V]: mecanismos de defensa, estas

categorias fueron representadas con una proteina y con el 8.3% cada una.

Sin embargo, en la condicién sin PM y en el mismo tiempo se obtuvieron ocho proteinas las
cuales todas presentaron COG’s y se encuentran representadas en siete categorfas funcionales,
las que destacan [C] de producciéon y conversion de energia, [F] denominada transporte y
metabolismo de nucleétido, [I: transporte y metabolismo de lipidos, [M]: biogénesis de la
envoltura, pared celular y membrana, representadas con una proteina y con el 12.5% cada una y
el COG [V]: mecanismos de defensa (25.0%). Por otro lado, las categorias que solo se
presentaron en este tiempo y en esta condicion fueron la categorfa [O]: modificacion
postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas, y [P]: transporte y metabolismo de iones

inorganicos, representadas con una proteina y con el 12.5% cada una.
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Figura 3.9. Categorfas funcionales del tiempo nueve horas en presencia y ausencia de PM.

En la tabla 3.6 se muestran las principales categorias funcionales en los tres tiempos a las cero,
tres y nueve horas, asi como en las dos condiciones experimentales con y sin PM. En los tres
tiempos con PM se comparte la categoria funcional [E] de transporte y metabolismo de
aminoacidos, [F] de transporte y metabolismo de nucleétidos y [C] de produccion y conversion de
energfa. En la condicién sin PM la categorfa funcional [M] biogenesis de la envoltura, pared

celular y membrana es la que se comparte en los tres tiempos.
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Tabla 3.6. Resumen de los resultados de las categorias funcionales.

Cero horas, sin PM
Total =4 proteinas,
3 proteinas agruparon
en COG's (75%); una
sin agruparse (25%)

Cero horas, con PM
Total = 10 proteinas,
9 agruparon en
COG’s (90%); una sin
agruparse (10%0)

Tres horas, sin PM
Total =12 proteinas,
12 proteinas
agruparon en COG’s
(100%)

Tres horas, con PM
Total = 18 proteinas,
12 agruparon en
COG’s (66.7%); 6 sin
agruparse (33.3%)

Nueve horas, sin
PM
Total = 8 proteinas,
7 proteinas agruparon
en

COG’s (87.5%)

Nueve horas, con
PM
Total = 18 protefnas,
12 agruparon en
COG’s (66.7%); 6 sin
agruparse (33.3%)

OHFEE T

OEO<S EBHGE EBRE0E ERE

=

Biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana
Traduccién,
biogénesis
Modificacién postraduccional, recambio de
proteinas y chaperonas

Transporte y metabolismo de aminodcidos

estructura  ribosomal y

Transporte y metabolismo de nucleétidos
Biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana

Control del ciclo celular, division celulat,
particiéon cromosomica

Replicacién, recombinacién y reparacion
Transporte y metabolismo de nucleétidos
Produccién y conversiéon de energia
Transporte y metabolismo de lipidos
Solo prediccion de funcién general
Biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana

Transporte y metabolismo de nucleétidos
Produccién y conversion de energia
Solo prediccion de funcion general
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana

Produccién y conversion de energia
Transporte y metabolismo de nucleétidos
Transporte y metabolismo de lipidos
Biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana

Mecanismos de defensa

Produccién y conversion de energia
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Control del ciclo celular, divisién celular,
particién cromosémica

Transporte y metabolismo de nucle6tidos

Transporte y metabolismo de lipidos
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El COG [E] de transporte y metabolismo de aminoacidos fue uno de los mas representados en
los tres tiempos, pero exclusivamente en la condiciéon con PM. Se obtuvo la proteina Antranilato
Jfosforribosiltransferasa 1a cual participa en la biosintesis de aminoacidos aromaticos (tirosina,
triptéfano y fenilalanina). Asimismo, se encontré la proteina denominada Quinureninasa
reportada como parte del metabolismo del triptéfano para generar alanina y acetil-CoA. Por lo
tanto, estos resultados demuestran la presencia de aminoacidos glucogénicos, es decir aquellos
esqueletos de carbono que se degradan a piruvato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato u
oxalacetato, y son, por lo tanto, precursores de la glucosa. También, se encuentran aminoacidos
cetogénicos, cuyos esqueletos de carbono son degradados a acetil-CoA o acetoacetato y pueden

ser convertidos a acidos grasos o cuerpos cetonicos.

Otro COG representado es el [F] de transporte y metabolismo de nucleétidos, en el cual estan
implicadas proteinas en la biosintesis de pirimidinas y purinas en las dos condiciones
experimentales. Las proteinas identificadas en la condiciéon con PM fueron Orotato fosforibosil
transferasa la cual es una enzima implicada en la biosintesis de pirimidina. Cataliza la formacion
de orotidina 5’-monofosfato de orotato y fosforibosilpirofosfato, y la proteina CTP sintetasa
involucrada en la biosintesis de pirimidina que interconvierte citidinatrifosfato (CTP) y Uridino-
5’-trifosfato (UTP). Por otro lado, en la condicién sin PM se identificé una NAD (+) Cinasa, la
cual cataliza la fosforilaciéon de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) a nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADP+) utilizando ATP como donador de fosfato. E1 NADP+
se reduce a NADPH por deshidrogenasas, en particular glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y las
enzimas malicas. NADPH funciona como un cofactor importante en una variedad de vias
metabdlicas y biosintéticas. NADPH es esencial para la neutralizacion de los niveles
peligrosamente altos de especies de oxigeno reactivo generados por el aumento de la actividad
metabolica (Tedeschi ef al, 2016). Orotidina-5 “fosfato descarboxilasa, enzima involucrada en la
biosintesis de pirimidinas y la proteina Dibidropirimidinasa, es miembro de la familia de

amidohidrolasa ciclica. Esta enzima participa el metabolismo de las pirimidinas, el metabolismo
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de beta-alanina y pantotenato y la biosintesis de CoA. También es capaz de destoxificar

xenobidticos (Huang, 2015).

En la condicién con PM y en el COG [C] de produccion y conversion de energia, se encontraron
proteinas como Isocitratoliasa 1a cual participan en el ciclo del glioxilato y la proteina N.ADH-
azoreductasa dependiente de FNIN que cataliza la escision reductora del enlace azo en compuestos
aromaticos. Proteina como la NAD(P)H: guinona oxidorreductasa involucradas en la biosintesis de

esteroides.

En las dos condiciones experimentales se encontré la categoria funcional [M] de Biogénesis de
la envoltura, pared celular y membrana. Identificando una Porina las cuales son proteinas que

actian como un poro, a través de las moléculas pueden difundirse.

Asimismo, se encontr6 la presencia de la categoria funcional [V] la cual se refiere a mecanismos
de defensa, donde se identifico la proteina como una peroxirredoxina, perteneciente a una familia
ubicua de enzimas antioxidantes, la cual puede estar ayudando contra el dafio oxidativo a la

bacteria durante su crecimiento (Dubbs y Mongkolsuk, 2007).

3.4.7. Anilisis de la funcién de las proteinas utilizando Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEGG)

Para ubicar en las vias metabdlicas a cada una de las proteinas identificadas por MALDI-TOF,
se utiliz6 la utileta KEGG Pathway Color. De las 41 proteinas identificadas, 28 se ubicaron
mediante este programa, estas representan el 68.3%. Fue utilizada Burkholderia sp. RPEG7 con el
cédigo de organizacion “bue” como cepa de referencia. En el tiempo de cero horas y en la
condicion con PM el 19.5% presentaron KO's, mientras que para el tiempo tres y nueve horas
se presentaron el 26.8% para cada uno. Por otro lado, en la condiciéon experimental sin PM y del
tiempo de cero horas se presentaron el 7.3%, 29.3% en el tiempo de tres horas y 19.5% para el

tiempo de nueve horas.
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Las proteinas de las cero horas y en presencia de PM fueron ubicadas en vias metabdlicas Gnicas
de 1. Metabolismo de pirimidina (40%), 2. Biosintesis de aminoacidos, 3. Biosintesis de
metabolitos secundarios, 4. Recombinacién homologa, 5. Metabolismo de triptéfano, 6.
Biosintesis de antibiéticos y 7. Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano representadas cada

una con el 10%.

En cambio, en la condicion control (Sin PM) las vias metabdlicas tnicas fueron: 1. Metabolismo
de glutatién (65%), 2. Metabolismo de amino azdcar y azicar nucleétido, 3. Metabolismo de
galactosa, representando estas dos 15% cada una, y 4. Ribosoma representada con el 5% (Figura

3.10).
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Figura 3.10. Distribucioén de proteinas de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3en KEGG en el

tiempo de cero horas.
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Para las tres horas, las vias metabdlicas unicas para la condicién con PM fueron: 1. Biosintesis
de aminoacil tRNA, 2. Metabolismo de fenilalanina, tirosina y triptéfano, 3. Metabolismo de
glioxilato y dicarboxilato y 4. Recombinaciéon homologa representadas cada una con el 7.1%.
Mientras que en la condicién sin PM las vias metabodlicas tnicas fueron: 1. Metabolismo del
glutation (13%), 2. Fijaciéon de carbono en organismos fotosintéticos, 3. Via de pentosas fosfato
representadas cada una con el 8%. 4. Biosintesis de Pantotenato y CoA, 5. Metabolismo de amino
azucar y azucar nucleétido, 6. Metabolismo de beta alanina, 7. Metabolismo de galactosa
representadas con el 3% cada una. 8. Biosintesis de ubiquinona y otros terpenoides quinonas, 9.
Metabolismo de porfirina y clorofila representada cada una con el 2%, 10. Biosintesis de acidos
grasos, 11. Degradacion de acidos grasos, 12. Degradaciéon de benzoato, 13. Degradacion de
lisina, 14. Metabolismo de acidos grasos, 15. Metabolismo de glicina, serina y treonina, 16.
Metabolismo de nicotinato y nicotinamida, 17. Metabolismo de propanoato y 18. Metabolismo

del piruvato representadas cada una con el 1% (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Distribucion de proteinas de Burkholderia ghejiangensis CEIB S4-3 en KEGG en el

tiempo de tres horas.
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Por ultimo, para el tiempo nueve horas las vias metabdlicas tnicas para la condicién con PM
fueron: 1. Metabolismo de pirimidina, 2. Metabolismo de tript6fano cada una representada con
el 11.8%, 3. Degradaciéon de benzoato, 4. Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano, 5.
Recombinaciéon homologa, 6. Degradacion de acidos grasos, 7. Biosintesis de aminoacil tRNA,
8. Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato, 9. Degradaciéon de lisina y 10. Biosintesis de
aminoacidos representada con el 5.9% cada una de las vias mencionadas. Mientras que en la
condicién sin PM las vias metabdlicas unicas fueron: 1. Metabolismo de glutation (41.9%), 2.
Metabolismo de amino azicar y azicar nucleétido, 3. Metabolismo de galactosa, representada
cada una de las vias con el 9.7%, 4. Biosintesis de ubiquinona y otros terpenoides quinonas
(6.5%), 5. Biosintesis de acidos grasos, 6. Metabolismo de acidos grasos, 7. Metabolismo de
nicotinato y nicotinamida, 8. Metabolismo de propanoato, 9. Metabolismo del piruvato, cada

una representada con el 3.2% (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Distribucioén de proteinas de Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3en KEGG en el

tiempo de nueve horas.
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Kuo y Tang (1998) reportan que la via de las pentosas fosfato se estimula bajo condiciones de
estrés oxidativo causado por el paraquat. Sin embargo, en el estudio de Lu ez 2/ (2013) reportan
el analisis de transcriptoma de E. co/i expuesto a glifosato e incapaz de crecer en presencia de
este herbicida organofosforado a 200 mM. Estos resultados sugieren que el herbicida inhibe
varias enzimas clave del metabolismo central de carbono como la via de pentosas fosfato, el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA), glioxilato y la gluconeogénesis, lo cual reduce la capacidad
glucolitica. En comparacion con este trabajo no se encontraron representadas la via de pentosas
fosfato, el ciclo del acido del acido tricarboxilico (TCA), pero si se encontré representada en la
condiciéon con PM el metabolismo de glioxilato y dicarboxilato en el tiempo tres y nueve horas.
El ciclo del glioxilato es una variante del ciclo del acido citrico, la cual permite generar glucosa a

partir de acidos grasos y es necesaria para el desarrollo de la cepa.

Gao et al. (2017) reportan un analisis proteémico con un bactericida denominado
Fubianezuofeng, con el que las proteinas expresadas diferencialmente se enriquecieron para el
metabolismo de pirimidina. En este trabajo también se encontré sobrerrepresentado el
metabolismo de pirimidinas en la condicién con PM, que puede ser debido al dafio oxidativo
que puede estar causando el PNF a los acidos nucleicos, se requiere producir estas bases

nitrogenadas (citosina, tiamina y uracilo) para la generacién de nuevos nucleétidos.

Chakka e a/. (2015) muestran el analisis transcripcional de E. co/, la cual expresa un marco de
lectura abierto (Orf306) ubicado cerca del gen gph del plasmido pPDL2 de la cepa Sphingobinm
Sfuliginis ATCC 27551 y en presencia de PNF como unica fuente de carbono. Este gen codifica
para una hidrolasa de organofosforados. Esta expresion del Orf306 sobreexpresa genes que
codifican para el catabolismo de carbono alternativo, el propionato, el glioxilato y el ciclo del
metilcitrato. Ademds, menciona que una tendencia similar se observé en los datos de proteémica.
En este trabajo el metabolismo de glioxilato y dicarboxilato se encuentra presente en el tiempo

tres y nueve horas, pero sobrerrepresentada en el tiempo tres horas donde se encuentra la
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maxima concentracion de PNF. Para el caso del metabolismo de carbono se encuentra en las

dos condiciones experimentales en el tiempo tres y nueve horas.

Por otra parte, se encontré solo en la condicion sin PM sobrerrepresentado el metabolismo de
galactosa, la cual estd involucrada en la transformacion de galactosa en glucosa a través de una
serie de reacciones que conforman la via de Leloir. Adicionalmente, la glucosa-1-fosfato es
transformada en glucosa-6-fosfato, que entra a la via de la glucolisis para ser metabolizada y
generar energfa para el desarrollo de la cepa. Asimismo, se encontré sobrerrepresentado el
metabolismo del glutation. El glutation (GSH) es un tripéptido formado por glutamato (Glu),
Cisteina (Cys) y Glicina (Gly) con un enlace tipo y entre los dos primeros aminoacidos. Es el
principal compuesto tidlico no proteico presente en bacterias, hongos, plantas y animales. Se
encuentra en un rango de concentracion entre 1-10 mM y se presenta en su forma reducida. Su
principal funcién es como molécula antioxidante en el mantenimiento de la homeostasis celular redox.,
pero ademas desempefia otras multiples funciones como la formaciin de desoxirribonucledtidos
precursores del ADN;, transporte y almacenamiento de ciertos aminodcidos como la cisteina; detoxificacion de
compuestos xenobidticos y otros agentes tixicos, el GSH es capaz de conjugarse con xenobidticos como
los plaguicidas, los conjugados son mas solubles y por lo tanto, menos toxicos, lo que facilita la
expulsion de la celula, asi mismo, las moléculas de GSH se unen a cationes metilicos (Hg*", Ag",
Cd*, As™, Pb*, Au’, Cu’ y Cu*), inmovilizandolos e impidiendo que interaccionen con
estructuras y moléculas biolégicas y por lo tanto, que puedan ejercer sus efectos toxicos; y
finalmente otr funcion es la Defoxificacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrggeno (ROS, NOS) lo

cual evitan una situacion celular de extrés oxidativo.

Otras vias representadas en la condicion sin PM fue el metabolismo de propanoato se encontrd
en el tiempo tres y nueve horas. Esta via puede estar involucrada en la gluconeogénesis, es decir
en la produccién de azdcar a partir sustancias diferentes a los carbohidratos (propionato), y la
via de las pentosas fosfato sobrerrepresentada en el tiempo de tres horas, la cual es necesaria

para la biosintesis de nucleétidos y acidos nucleicos.
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CONCLUSIONES

El plaguicida PM y el PNF son compuestos que inducen a la cepa a una expresion

diferencial de proteinas involucradas en el proceso de degradacion.

LLa Metodologfa utilizada permiti6 identificar 41 proteinas.

La bacteria es capaz de degradar el PNF por las dos rutas reportadas, debido a que se
identifico la proteina Hidroguinona 1-2-Dioxigenasa la cual es una enzima que participa en
la ruta Hidroquinona de bacterias Gram negativas, ademas se identific6 la proteina
Hidroxiquinol 1-2-Dioxigenasa la cual participa en la ruta Hidroxiquinol de las bacterias
Gram positivas.

Se identificaron protefnas sobreexpresadas en la condiciéon con PM, como
peroxirredoxinas, las cuales juegan un papel como enzimas antioxidantes, las cuales pueden
estar ayudando contra el dano oxidativo a la bacteria. Ademas de NAD (+) Cinasas las
cuales pueden estar neutralizando especies reactivas de oxigeno.

A las tres horas, que es el punto en el cual el PNF se encuentra a su maxima
concentracién, se produjo la mayor expresion exclusiva de proteinas.

Se observa que, en la condicién con PM en los tres tiempos, la mayor expresion de
proteinas pertenece al COG |[E] referente al transporte y metabolismo de aminoacidos,
y al COG [C] de producciéon y conversion de energia. Lo que demuestra la falta de
glucosa, y la presencia de PM, permite a la bacteria la produccion de ATP a través de
vias alternativas.

Los resultados de KEGG muestran vias metabdlicas como la de la degradacion de
benzoato y el metabolismo de glioxilato y dicarboxilato presentes en la condicién con
PM, las cuales fortalecen el modelo de degradaciéon de la cepa debido a que utilizan el

plaguicida como fuente de carbono.
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CAPITULO IV
ANALISIS GLOBAL DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES Y DE
PROTEINAS DE Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3 DURANTE LA
DEGRADACION DEL PARATION METILICO

4.1. INTRODUCCION

Los estudios transcriptémicos y proteémicos son de gran interés para conocer el proceso de los
microorganismos en la biorremediacién, y como responden a cambios en el ambiente debido a
la adicién de contaminantes (Ahmad y Ahmad, 2014). Estos estudios se realizan en diferentes
disciplinas bioldgicas, su uso en el campo de la biorremediacién de plaguicidas también se ha
reportado (Tiwari e al., 2018). Se han identificado enzimas relacionadas con la degradacion y la
resistencia a ciertos tipos de plaguicidas (Singh y Nagaraj, 2006; Braconi ez a/., 2008; Breugelmans

et al., 2010; David ez al., 2010; Tang et al., 2010; Ge et al., 2011; Seo et al., 2013).

Ademas, se reporta que los estudios transcriptomicos proporcionan una vision mas completa de
los patrones de expresion de los genes que los estudios protedmicos. Por lo que, se considera
que los estudios transcriptébmicos son necesarios para complementar el enfoque protedémico

(Singh y Nagaraj, 20006).
4.2. OBJETIVO
Analizar de manera integral los resultados transcriptomicos y protedmicos, a través de la

propuesta de categorfas funcionales y vias metabdlicas de Burkholderia ghejiangensis CEIB S4-3 en

presencia y ausencia del plaguicida.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Anotacion funcional por COG’s

Se integraron los resultados de transcriptoma y proteoma de acuerdo a las categorias funcionales
de grupos de ortélogos de genes (COG’s).

Los resultados de transcriptoma en el tiempo de cero horas, en la condicién experimental con
PM, muestra tres genes GED, dos de ellos agrupados en la categoria funcional [K]: transcripcion
y uno en la categorfa [G]: transporte y metabolismo de carbohidratos, cada una representando el
12.5%, de los cuales representan el 38% de los GED, mientras que el 62% no se agrupd en
ninguna categoria. No se reportaron GED para el tiempo cero horas en la condiciéon sin PM,
por lo cual no se cuenta con COG’s para esta condicion. El primero demuestra que la presencia
del PM provoca la expresion de factores de transcripcion a diferencia de la condicion en ausencia
de PM donde la bacteria expresa un menor nimero de reguladores probablemente para el
mantenimiento basico del metabolismo, y el segundo se refiere a una permeasa lo cual podria

estar involucrado en el transporte del plaguicida al interior de la célula.

Por otro lado, los resultados de proteoma en el tiempo de cero horas y en la condicion
experimental con PM, mostraron 10 proteinas agrupadas en siete categorias funcionales. Con la
finalidad de observar los COG’s mas representativos, se seleccionaron los dos principales los
cuales fueron la categoria [E] denominada transporte y metabolismo de aminoacidos con tres
proteinas y representando el 22.2% y la categoria [F] denominada transporte y metabolismo de
nucleétidos representado con dos elementos (22.2%). Por lo tanto, estos resultados demuestran
la presencia de aminodacidos glucogénicos, es decir aquellos esqueletos de carbono que se
degradan a piruvato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato u oxalacetato, y son, por lo tanto,
precursores de la glucosa. También, se encuentran aminoacidos cetogénicos, cuyos esqueletos
de carbono son degradados a acetil-CoA o acetoacetato y pueden ser convertidos a acidos grasos
o cuerpos cetonicos. En la categorfa [I] las proteinas estan implicadas en la biosintesis de

pirimidinas y purinas en las dos condiciones experimentales; esto puede ser para la reparacion
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de acidos nucleicos debido al dafio que podtia ocasionar el PNF, y al estrés por la falta de una
fuente de carbono en la condicién sin PM. Ademas, en la condicion sin PM, se identificé una
NAD (+) Cinasa, la cual cataliza la fosforilacién de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD+)
a nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP+) utilizando ATP como donador de
fosfato. El NADP+ se reduce a NADPH por deshidrogenasas, en particular glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y las enzimas malicas. El NADPH es esencial para la neutralizacién de los niveles
peligrosamente altos de especies de oxigeno reactivo generados por el aumento de la actividad
metabolica (Tedeschi ef al.,, 2016). Esta actividad puede ser debida al estrés que presenta la célula
por la fuente de carbono y la necesidad de generar una fuente de carbono para su crecimiento.

En la condicién sin PM se encontrd la categoria [M] biogénesis de la envoltura, pared celular y
membrana con una proteina identificada como UDP-glucosa 4-¢pimerasa GalE la cual es una
enzima esencial en el metabolismo de la galactosa. Asimismo, se encontré la categoria |[]]
traduccion, estructura ribosomal y biogénesis, identificando la proteina 308 proteina ribosomal S'1
la cual es una proteina ribosémica asociada con la subunidad 30S que ha sido implicada en la

traduccion, la transcripcién y el control de la estabilidad del ARN.

Por lo tanto, integrando los resultados tanto de transcriptoma y proteoma, en este tiempo y en
las dos condiciones experimentales se observa que no se presentan los mismo COG’s (Tabla
4.1), lo cual se puede inferir que los resultados de un estudio, comparado con otro, son
complementarios. Por lo que, se considera que los estudios gendémicos son necesarios para

complementar el enfoque protedmico (Singh y Nagaraj, 2000).
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Tabla 4.1. Categorias funcionales representativas en transcriptoma y proteoma del tiempo cero

horas.

Tiempo de Principales
Estudio muestreo y categorias Definicion
tratamiento (COG’s)
Cero horas, con - Trans;‘;irels;rrlr}l)ectfl:ohsmo o
Transcriptoma PM (G] de carbohidratos 12,5
Cero horas, sin PM -- -- -
Transporte y metabolismo
Cero horas, con [F] de aminoacidos 222
PM [F] Transporte y n}eFabohsmo 299
de nucleétidos
Proteoma L
Biogénesis de la envoltura,
M pared celular y membrana 333
Cero horas, sin PM Traduccid tructur
0l aduccion, estructura 33.3

ribosomal y biogénesis

Para el caso del tiempo de tres horas, y en la condiciéon experimental con PM, en el estudio del
transcriptoma se encontraron 376 GED de estos tenemos a 271 GED que se agrupan en 20
COG's lo que representa el 72.3%, el 27.7% no se agrup6 en ninguna categoria. Las categorfas
sobrerrepresentadas fueron [C]: produccién y conversion de energia con 38 elementos
corresponde al 14.0%, 36 elementos para la categoria [K]: transcripcion (13.3%), 32 elementos
para [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos (11.8%), 23 elementos para [P]: transporte y
metabolismo de iones inorganicos (8.5%), y 22 genes con solo prediccion de funcion general [R]
representando el 8.1%. La condicion experimental sin PM mostr6 un conjunto de 278 GED de
los cuales 158 genes se agruparon en 22 COG’s representando el 56.8%, y 120 elementos no se
agruparon en ninguna categorfa representando el 43.2%. Las cinco categorias principales, de
acuerdo con el nimero de genes GED, fueron [P]: transporte y metabolismo de iones
inorganicos con 23 elementos (14.6%), 17 elementos de la categoria [C]: produccion y

conversion de energfa (10.8%), 13 elementos de la [G]: transporte y metabolismo de
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carbohidratos representando el 8.2%, 12 elementos de la categoria [T]: mecanismos de

transduccion de sefiales (7.6%) y 12 genes sin funcién asignada [S] representando el 7.6%.

En el mismo tiempo (tres horas) pero en el estudio del proteoma, y en la condicién experimental
con PM se obtuvieron 18 proteinas de las cuales solo 12 se agruparon en 9 COG s representando
el 66.7%, y el 33.3% con siete proteinas no se agruparon a ninguna categoria. Las cinco
principales categorias fueron la [F]: transporte y metabolismo de nucleétido, [C]: produccion y
conversion de energfa, [R]: solo prediccion de funcidn general, [E]: transporte y metabolismo de
aminoacidos, cada una con dos proteinas y representando el 15.4% cada una y la categoria [M]:
biogénesis de la envoltura, pared celular y membrana representada con una proteina (7.7%). En
el mismo tiempo, pero sin PM se obtuvieron 12 proteinas las cuales todas presentaron COG’s.
Las cinco principales categorias fueron: [F]: transporte y metabolismo de nucleétido,
representada con tres proteinas (25%), las categorfas [C]: produccién y conversion de energia e
[I]: transporte y metabolismo de lipidos se encuentran representadas con dos proteinas (16.7%).
La categoria [R]: solo prediccion de funcidn general y [M]: biogénesis de la envoltura, pared

celular y membrana se encuentran representadas con una proteina y 8.3% cada una.

En este tiempo y en la condicién con PM se observa en los dos estudios que solo se comparten
las categorias funcionales [C] de producciéon y conversion de energfa, [E] denominada transporte
y metabolismo de aminoacidos y la categoria [R] solo prediccion de funcién general. En la
condicién sin PM solo se comparte la categoria [C] de produccion y conversion de energia y la

categoria (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Categorias funcionales representativas en transcriptoma y proteoma del tiempo tres

horas.

[C] Produccién y conversion de energfa | 14.0
K] Transcripcion 13.3
Tres horas, [E] Tra_nsp’oFte y metabolismo de 1138
aminoacidos
con PM . .
Transporte y metabolismo de iones
[’ inorganicos 8.5
[R] Prediccién de funcion general 8.1
Transcriptoma 7] Transporte y metabolismo de iones 14.6
inorganicos i
[C] Produccién y conversion de energfa  10.8
Tres horas, G Transporte y metabolismo de 32
sin PM 1G] carbohidratos '
(1] Mecanismos de transducciéon de 76
sefiales ’
[S] Sin funcién asignada 7.6
I ”rl:iiisggé;es y metabolismo de 15.4
[C] Produccién y conversion de energia | 15.4
Tres horas, [R] Solo predicciéon de funcién general 15.4
con PM IE] ;F;irrllizc;ir;i) S y metabolismo de 15.4
Biogénesis de la envoltura, pared 7
Proteoma M celular y membrana ’
] Transporte y metabolismo de 75,0
nucleétidos )
- - 0 167
Tres horas, [C] Produccién y conversion de energfa 6
. ] Transporte y metabolismo de lipidos | 16.7
sin PM S -
[R] Solo prediccion de funcion general 8.3
M] Biogénesis de la envoltura, pared 33

celular y membrana

Por otro lado, en el estudio del transcriptoma, en la condicién con PM y en el tiempo de nueve

horas, se encontraron 756 GED donde 556 genes son agrupados en 23 COG representado el
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73.5%, el resto corresponde al 26.5% con 200 elementos no se agruparon en ninguna categoria.
Las cinco categorias principales, siguiendo los mismos criterios, fueron con 70 elementos la
categoria [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos (12.6%), 69 elementos para [C]:
producciéon de energia y conversion (12.4%), 49 elementos para [J]: traduccion, estructura
ribosomal y biogénesis (8.8%), 48 elementos para [K]: transcripcion representando el 8.6% y 39
elementos para [M]: biogénesis de la envoltura, pared celular y membrana (7.0%). Sin embargo,
en la condicion sin PM, se encontraron 823 GED donde solo 427 genes se agruparon en 23
COG's representando el 51.9%, y el 48.1% con 396 elementos no se agruparon en ninguna
categorfa. Las cinco categorias principales, segun el numero de genes con perfiles
transcripcionales diferenciales, se encontraron 46 genes con solo una funcién de prediccion
general [R] representando el 10.8%, 40 elementos para la categoria [K]: transcripcion (9.4%), 39
elementos para [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos (9.1%), 38 elementos para [T]:
mecanismos de transduccion de sefiales, representando el 8.9% y 37 genes sin funcion asignada

[S] representando con el 8.7%.

Para el caso del proteoma, en el tiempo de nueve horas la condicion experimental con PM se
obtuvieron 18 proteinas, de las cuales 12 presentaron COG s representando el 66.7% y el 33.3%
no se agrupé en ningin COG. En esta condicién se encontré la categoria funcional [C]:
producciéon y conversion de energia y la categoria [E]: transporte y metabolismo de aminoacidos,
con dos proteinas y representada con el 16.7% cada una. Seguidas de la categoria [D] denominada
control del ciclo celular, divisién celular, particion cromosémica, [F]: transporte y metabolismo
de nucledtido, [I]: transporte y metabolismo de lipidos, estas categorias fueron representadas con

una proteina y con el 8.3% cada una.

Sin embargo, en la condicién sin PM y en el mismo tiempo se obtuvieron ocho proteinas las
cuales todas presentaron COG’s y se encuentran representadas en siete categorias funcionales,
las que destacan [C] de producciéon y conversion de energia, [F] denominada transporte y

metabolismo de nucleétido, [I]: transporte y metabolismo de lipidos, [M]: biogénesis de la
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envoltura, pared celular y membrana, representadas con una proteina y con el 12.5% cada una y

el COG [V]: mecanismos de defensa (25.0%).

En el tiempo de nueve horas se observa en los dos estudios que se comparten categorias
funcionales, en la condicién con PM y sin PM se comparten las categorfas [C] de produccion y

conversion de energfa y [E] denominada transporte y metabolismo de aminoacidos (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Categorias funcionales representativas en transcriptoma y proteoma del tiempo

nueve horas.

Transporte y metabolismo de

[E] aminoacidos 12:6
N [C] Produccién de energia y conversion  12.4
ueve Traduccion, estructura ribosomal y
horas, con 1] igetness 8.8
PM
K] Transcripcion 8.6
M] Biogénesis de la envoltura, pared 70
Transcriptoma celular y membrana '
[R] Prediccién general 10.8
K] Transcripcion 9.4
Nueve Transporte y metabolismo de 9.1
horas, sin [F] aminoacidos ’
PM Mecanismos de transduccion de
1] sefiales 8.9
[S] Sin funcién asignada 8.7
[C] Produccién y conversion de energia | 16.7
Transporte y metabolismo de
N [E] aminoacidos 16.7
hot:se‘z)n D] Control del ciclo celular, division 33
Pl\’/I celular, particién cromosémica '
I Transporte y metabolismo de 33
nucleétidos ’
Proteoma 1] Transporte y metabolismo de lipidos = 8.3
[C] Produccién y conversion de energfa  12.5
Transporte y metabolismo de
Nueve It nucle6tidos 12:5
horas, sin (1] Transporte y metabolismo de lipidos = 12.5
PM M] Biogénesis de la envoltura, pared 125
celular y membrana '
[V] Mecanismos de defensa 25.0

Por lo tanto, se concluye que la categoria funcional [C] denominada produccion y conversion de

energfa, demuestra la falta de glucosa, y la presencia de PM permite a la bacteria la produccion
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de ATP a través de vias alternativas, y la categoria [G] sobre el transporte y metabolismo de
carbohidratos que solo se encuentra en el estudio de transcriptoma. Se reporta que los
carbohidratos tienen numerosas funciones cruciales en los procesos metabdlicos, sirven como
fuente de energfa y como elementos estructurales de las células, pero no solo permite obtener
energfa, sino también la sintesis de aminoacidos para producir protefnas y que permitan
contender con el estrés por la falta de una fuente de carbono y por la presencia del plaguicida,
port lo cual en este trabajo se sobrerrepresento la categoria [E] de transporte y metabolismo de

aminoacidos.

4.3.2. Analisis de la funcién de las proteinas utilizando Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (KEGG) Pathway Color

Para ubicar en las vias metabdlicas a cada una de las proteinas identificadas en proteoma y las
expresadas diferencialmente en transcriptoma, se utilizé la utileria KEGG Pathway Color. Cada
una de las proteinas fue etiquetada en su respectiva via, con los siguientes colores: rojo para
aquellas que son expresadas en la condicién con PM, verde para las proteinas expresadas en
ausencia del plaguicida (Figura 4.1 y Figura 4.2). En la condicién con PM se observa que las

proteinas son inducidas por la presencia del plaguicida.

Se encontraron 102 vias en total en las dos condiciones experimentales (con PM y sin PM), de
las cuales 29 son exclusivas en la condicién con PM y seis son exclusivas en la condicion sin PM,

67 se comparten en ambas condiciones (Figura 4.3).

Las 29 vias exclusivas en la condicién con PM son las siguientes: Metabolismo de butanoato,
Metabolismo del dcido 2-oxocarboxilico, Degradacion de limoneno y pineno, Sintesis y
degradacion de cuerpos cetonicos (los cuerpos cetonicos se producen como resultado de la
degradacién de los acidos grasos y se sintetizan en respuesta a bajos niveles de glucosa),

Metabolismo del dcido dibdsico C5 ramificado, Metabolismo de glicerolipidos (se
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encuentran en membranas de las bacterias), Metabolismo de arginina y prolina, Resistencia
a betalactimicos, Resistencia al péptido antimicrobiano cationico (CAMP), Un grupo de
carbono por folato, Degradacion de geraniol, Degradacion de caprolactam, se sintetiza a
partir del componente de benzeno de la corriente de produccion de BTEX, existen cepas que
son capaces de degradarlos y utilizarlos como fuente de carbono y nitrégeno (Esikova ez al., 1990;
Kulkarni y Kanekar, 1998; Hong e al, 2015), Metabolismo de fosfonato y fosfinato,
Recombinacion homéloga (es un tipo de recombinacién genética en la que las secuencias de
nucleo6tidos se intercambian entre dos moléculas similares o idénticas de ADN, es la mas utilizada
por las células para reparar rupturas nocivas en ambas hebras de ADN), Degradacion de
dioxinas, son subproductos de la fabricacién de plaguicidas (Moya e al,, 2011), Metabolismo
de la taurina y la hipotaurina, Metabolismo del fosfato de inositol, Metabolismo de
riboflavina (también conocida como vitamina B2, es fundamental para el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, es precursora de coenzimas como Flavina Adenina
Dinocleétido (FAD) y Flavina Mononucleétido (FMN), ademas, se encuentra reportada que se
necesitan derivados de la riboflavina para la degradacion de compuestos quimicos como los
xenobidticos, asi como de inhibir el estrés oxidativo (Souza ef al, 2005)), ARN polimerasa,
Metabolismo del dcido cianoamino, Biosintesis de novobiocina, Metabolismo de tiamina,
Biosintesis de monobactam, Biosintesis de aminoacil-ARNt, Biosintesis de la unidad de
aziicar policétido (son metabolitos secundarios), Biosintesis de estreptomicina (fue el primer
antibiético descubierto contra la tuberculosis, este antibiético actiia contra bacterias Gram
negativas y micobacterias), Biosintesis de lisina, Metabolismo de D-Glutamina y D-
glutamato (reportan que la glutamina puede influir varias formas de sefializacién celular,

especialemnete en la expresiéon de proteinas de choque térmico, y estas contribuyen con el

mantenimiento de la homeostasis celular en presencia de agentes de estrés como especies de
oxigeno reactivo (Cruzat et al, 2009)) y Metabolismo del dcido alfa linolénico (es un icido

graso esencial).
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Por otro lado, las vias exclusivas en la condicion sin PM fueron seis las cuales son el
Metabolismo de almidon y sacarosa, ¢l Metabolismo de amino aziicar y de azicar
nucledtido (cuando un grupo hidroxilo de un azicar es remplazado por el grupo amino, el
compuesto resultante es un amino aztcar, encontrado en algunos antibiéticos), de Union final
no homdéloga (es una ruta que repara rupturas en el ADN, sin necesidad de un molde
homologo), Degradacion de xileno, Reparacion de escision de base y Reparacién por
escisién de nucledtidos (son mecanismos de reparaciéon del ADN en los que se elimina la zona

que se encuentra el problema, y existen dos tipos lo cuales se encuentra en esta condiciéon

experimental).
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Figura 4.1. Vias metabdlicas de transcriptoma y proteoma en la condicién con PM.
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Figura 4.2. Vias metabolicas de transcriptoma y proteoma en la condicién sin PM.

Figura 4.3. Diagrama de Venn de las vias metabélicas en presencia de Paration Metilico (PM) y

sin PM (SPM).

En la Figura 4.4 se presentan las 10 principales vias metabolicas en presencia y ausencia del PM,

las cuales fueron Quorum sensing, Transportadores ABC, Biosintesis de Antibidticos,
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Metabolismo de carbono, Biosintesis de aminoicidos, Metabolismo de butanoato, Sistema de
dos componentes, Metabolismo de acidos grasos, Ribosoma y Fosforilacién oxidativa. En estas
10 vias se concentran alrededor del 42 y 50% de todas las proteinas sobreexpresadas en las dos

condiciones, en presencia y ausencia del PM respectivamente.
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Vias metabolicas

Figura 4.4 Distribucion de proteinas de Burkholderia hejiangensis CEIB §4-3 en KEGG.

Las condiciones experimentales donde la cepa bacteriana esta sometida a estrés por limitacion
de carbono y sometida a una fuente de carbono no convencional como lo es plaguicida, por lo
que se observa que en respuesta a estas condiciones se sobre expresan diferentes vias y procesos
metabodlicos como el Quorum sensing (QS) el cual es un mecanismo de comunicacién entre
bacterias (Sibanda e7 a/., 2018) que permite controlar procesos especificos, tales como formacion
de biopeliculas, expresion de factores de virulencia, producciéon de metabolitos secundarios y
mecanismos de resistencia al estrés (Barreto, 2013). Se ha reportado que en diferentes

microorganismos la limitacién de fuente de carbono activa mecanismos de QS que promueve
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que el cultivo celular inicie un estado fisiolégico caracteristico de la fase estacionaria de
crecimiento (Lazazzera, 2000). El papel del quorum sensing con la presencia de plaguicidas ha

sido poco estudiado.

Por otro lado, los transportadores ABC o también conocidos como transportadores
dependientes de ATP son un grupo de proteinas transportadoras de membrana, que necesitan
de la unién e hidrolisis del ATP para realizar su funcién. Participan en el transporte de aztcares,
aminoacidos, iones metalicos, péptidos, proteinas y exportacion de moléculas toxicas (Davidson
et al., 2008; Uicab e al, 2010). Por otro lado, De Waard et al., 2006 menciona que los
transportadores ABC estan involucrados en la resistencia a toxinas y xenobioticos. En este
trabajo, especialmente en el tiempo de nueve horas, los transportadores ABC mostraron una
expresion en ambas condiciones (con y sin PM). Sin embargo, a pesar de que la expresion de
estos transportadores es ligeramente mayor en presecia del plaguicida, el papel del PNP como

inductor de estos genes no es concluyente segun los datos observados.

En este trabajo se observé la sobrerrepresentacion también del sistema de dos componentes,
que permiten regular su fisiologia de acuerdo a las condiciones ambientales. Son sistemas
biolégicos de sefializacion en los que una proteina histidina quinasa, en respuesta a un estimulo,
se autofosforila en un residuo de histidina para después transferir esa sefial quimica a un residuo
de aspartato en otra proteina llamada proteina reguladora de respuesta (Barba-Ostria, 2014). En
el estudio de Tiwari ez a/. (2018) reportan la estrategia de tolerancia y degradacion del plaguicida
PM de la cianobacteria Fischerella sp., el cual se llevé a cabo a través de un analisis proteémico
utilizando la técnica 2D acoplada con MALDI-TOF MS/MS, ademis de un anilisis
transcriptomico a través de RT-PCR. El estudio mostré algunas proteinas hipotéticas reguladas
positivamente en Fischerella sp., en presencia del plaguicida. Se menciona que un sistema
regulatorio de dos componentes transmite la sefal a una proteina hipotética, de manera directa
o indirecta, esta proteina posiblemente funge como factor de transcripcién, por lo que se

proponen que pudiera estar induciendo diferentes proteinas de respuesta al estrés, junto con la
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induccién de otra proteina hipotética, una probable hidrolasa que presenta una capacidad de
unioén a carbohidratos y a su afinidad con el PM. Por lo tanto, sugieren que esta proteina podria
tener un papel crucial en la degradaciéon del plaguicida. Sin embargo, nuestros resultados
mostraron que la sobreexpresion del sistema de dos componentes se observé en ambas
condiciones experimentales; segun estos hallazgos, en Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3, la
sobreexpresion del sistema parece estar relacionada con la limitacién de nutrientes y no por la

presencia de PM o sus metabolitos.

La activacion del metabolismo de carbono puede estar relacionado al uso de fuentes de carbono
alternativas provenientes de las reservas celulares, por ejemplo, se observé el metabolismo del
butanoato o también denominado butirato. El género Burkholderia utiliza como sustancia de
reserva el polihidroxibutirato (PHB). El PHB es producido por ciertos microorganismos como
un producto de asimilacién de carbono (a partir de glucosa o almidén) y es empleado por los
microorganismos como una forma de almacenamiento de energfa para ser metabolizado cuando
otras fuentes de energifa comunes no estan disponibles, como fue el caso de este proyecto donde
la Gnica fuente de carbono fue el plaguicida. Ademas, se observé el metabolismo de los acidos
grasos a través de procesos catabdlicos para generar energia y esqueletos carbonados para la
sintesis de otros metabolitos. También, se observé una sobreexpresion de la via de la
fosforilacion oxidativa, lo que correlaciona con la oxidaciéon de nutrientes para producir ATP.
Por lo tanto, se concluye que la bacteria Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 utiliza el PNF como
fuente de carbono y energfa para generar metabolitos importantes para el mantenimiento de la

poblacién celular, cuando esta presente el plaguicida.

El uso de las reservas metabdlicas no solo permite obtener energfa para el mantenimiento celular,
pero también permite obtener esqueletos carbonados para la sintesis de metabolitos necesarios
como los aminoacidos. En este trabajo se observa una sobreexpresion de las rutas de biosintesis
de aminoacidos, para poder producir proteinas que les permitan contender con el estrés

generandolo por la falta de una fuente de carbono y la presencia del plaguicida. Las bacterias
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requieren sintetizar los aminoacidos necesarios debido a que no se suplementan en el medio de
cultivo, que provienen de intermediarios de la glucolisis, del ciclo del acido citrico o de la via de
las pentosas fosfato (Figura 4.5). También, la sobreexpresion de ribosomas esta involucrada en

la producciéon de proteinas.
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Figura 4.5. Aminodacidos provenientes de vias metabdlicas.

Por otro lado, Popoca-Ussino ef al. (2017) reportan que el genoma de la cepa Burkholderia
ghejiangensis CEIB S4-3 contiene dos clusters de genes denominados pmpABA ETE2FDC y
prpETE2FDC, ubicados en los contigs 33 y 4, respectivamente. Estos clusters de genes codifican

para enzimas con la capacidad de degradar el PNF (Hernandez-Mendoza ¢t al., 2014).
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Por otro lado, en este estudio, el analisis del transcriptoma revel6 que estos dos clusters de genes
se sobreexpresaron en presencia de PM. En la figura 4.6 se presentan los valores de veces cambio
(fold change) de los genes que integran los clusters pnpABA ETE2FDC (Barras en color verde)
y pnpETE2FDC (Barras en color azul), en ambas vias de degradaciéon del PNF, hidroquinona

reportada para bacterias Gram negativas e hidroxiquinol de bacterias Gram positivas.

En el estudio de proteoma, el spot con numero 4120, se identific6 como una proteina hipotética
de 17,737 Da (ID), se realizé un analisis BLASTp de su secuencia, arrojando como resultado
una Hidroxiquinol 1,2-dioxigenasa con una identidad del 75% con la de Paraburkholderia sp.
S27 (E-value de 6E*'y cobertura del 98%). Esta enzima estd implicada en la ruta de degradacion
de PNF de las Gram positivas y realiza la bioconversion de hidroxiquinol a maleilacetato. Esta
proteina incrementa sus niveles de expresion en presencia de PM a partir de las tres horas (Figura
4.6). De acuerdo con las cinéticas de degradacion y crecimiento (Capitulo 1), al tiempo de tres
horas, momento en que ambas enzimas incrementan sus niveles de expresion, se observa la
maxima concentracion de PNF, por lo que la presencia de este metabolito puede estar

relacionada con la induccién de estas proteinas.

Por otro lado, el spot con numero 8219, también se identific6 como proteina hipotética
(WP_033536888.1) con un peso molecular de 37,712 Da. Por lo que, al igual que para el spot
anterior, se realizé un analisis BLASTp de la secuencia de este spot, revelé que corresponde a
una Hidroquinona 1,2-dioxigenasa con una identidad del 99% con la de Burkholderia sp. SJ98
(E-value de 0.0, cobertura del 100%). Esta enzima cataliza la conversiéon de hidroquinona a 4-
hidroximucénico semialdehido en la ruta de degradacion de PNF en Gram negativas. En los
geles de 2D se pudo observar que esta proteina incrementa su expresion a partir del tiempo 3
horas en presencia de PM, en la figura 4.6 se presenta los valores de proporcion (ratio) observados

en barras de color morado.
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Los resultados obtenidos en este trabajo soportan la hipétesis de que la bacteria Burkholderia
ghejiangensis CEIB S4-3 presenta la capacidad de degradar el PNF a través de las dos vias
reportadas, lo que concuerda con lo descrito por Vikram e al. (2012) para la bacteria Burkholderia
sp. cepa SJ98 y Zhang et al. (2012) para Pseudomonas sp. 1-7, ambas proteobacterias presentan la

capacidad de degradar al PNF a través de las dos rutas reportadas.

Es probable que la cepa Burkholderia hejiangensis CEIB S4-3 pueda metabolizar al PM y sus
metabolitos de degradacion, acido dimetiltiofosforico como fuente de fésforo y PNF como
fuente de carbono y energia (Serdar e al., 1982; Chakrabarty, 2017). En este trabajo se identificd
que la enzima g-Cetoadipil-CoA tiolasa o también denominada 3-oxoadipil-CoA tiolasa, que
incrementd sus niveles transcripcionales en presencia de PM, enzima que esta involucrada en la
degradacion del benzoato por hidroxilacién, y sintetiza la conversion de acetil-CoA y succinil-
CoA a partir del f-cetoadipil-CoA, metabolitos que pueden ingresar al ciclo de Krebs como se

muestran en la figura 4.6.

Por otro lado, se observé que diferentes enzimas del ciclo de Krebs también incrementaron sus
niveles de expresiéon en las condiciones con la presencia del plaguicida. El gen gltA
correspondiente a la enzima citrato sintasa incremento su nivel transcripcional, esta enzima
cataliza la primera reacciéon del ciclo metabélico, es decir, la condensacién de acetil-CoA y
oxaloacetato a citrato. Dos genes de la enzima aconitasa también aumentaron sus niveles
transcripcionales, la cual esta involucrada en la conversion de citrato a cis-aconitato y de este a
isocitrato, reacciones 2 y 3 de la via. Otra enzima de esta via que incrementd sus niveles de
trascripcion fue la Succinil-CoA sintasa, misma que cataliza la reacciéon de conversion de
Succinil-CoA a Succinato. Finalmente se observaron incrementos transcripcionales en las cuatro
subunidades de la enzima Succinato deshidrogenasa, la cual convierte el succinato a fumarato

(Figura 4.06)
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En el diseno experimental, se utiliz6 medio minimo suplementado con el plaguicida PM (50
mg/1), este es el Gnico compuesto organico en el cultivo, por lo que después de su hidrolisis el
PNF generado puede ser canalizado al ciclo de Krebs para la generacion de energia y/o la
distribuciéon del carbono de este metabolito en otras vias metabdlicas. Los incrementos
transcripcionales en genes que codifican para enzimas de las vias de degradacion de PNF y del

ciclo de Krebs, observados en este trabajo, soportan esta hipotesis.
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Figura 4.6. Expresion diferencial de los genes de degradacién del PNF (Modificada de
Martinez-Ocampo, 2015). Las barras en color verde representan los valores de veces de cambio
del cluster de genes pnpABA'ETE2FDC y en barras de color azul los genes del cluster

prpETE2FDC. Ademas, los valores de veces de cambio del ciclo de Krebs se muestran en color

naranja y verde oscuro.
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4.4. CONCLUSIONES

e Fl plaguicida PM, después de su hidrolisis y de haber generado el PNF, puede ser
canalizado al ciclo de Krebs para la generacién de energia y/o la distribucién del catbono
de este metabolito en otras vias metabdlicas.

e Los resultados del KEGG muestran que las proteinas en la condiciéon con PM son
inducidas por la presencia del plaguicida.

e Se ha reportado que en diferentes microorganismos la limitacion de fuente de carbono
activa mecanismos de QS que promueve que el cultivo celular inicie fase estacionaria de
crecimiento, por lo que se observa en el capitulo 1 que la cepa no crece, sino mas bien
se mantiene en el medio de cultivo.

e De acuerdo con los resultados de transcriptoma y proteoma la bacteria Burkbolderia
Zhejiangensis CEIB S4-3 presenta la capacidad de degradar el PNF a través de las dos vias
reportadas.

e Sec identificé la enzima f-Cetoadipil-CoA tiolasa la cual esta involucrada en la degradacion
del benzoato por hidroxilacion, y sintetiza la conversion de acetil-CoA y succinil-CoA a
partir del S-cetoadipil-CoA, las cuales ingresan al ciclo de Krebs.

e Se observé que diferentes enzimas del ciclo de Krebs como Citrato sintasa, Aconitasa,
Succinil-CoA sintasa y Swuccinato deshidrogenasa también incrementaron sus niveles de
expresion en las condiciones con la presencia del plaguicida.

e Tanto en la condicién con PM como en la de sin plaguicida, la bacteria busca la
produccién de energfa a través de diferentes vias metabdlicas, asi como de contender

con el estrés por la presencia del plaguicida y por la falta de una fuente de carbono.
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PERSPECTIVAS

Realizar la verificacion funcional de reguladores transcripcionales como MarR, LysR, IcIR, GntR,

AraC y MerR y su papel en la biodegradaciéon de PNF.

Determinar silos clusters de genes prp’s presentan una organizacién en operon y evaluar el papel

del PNF en su regulacion transcripcional.

Proponer, mediante el analisis respuesta metabolica general de Burkholderia 2hejiangensis CEIB S4-

3, los mecanismos de sefializacion, tolerancia y asimilacién metabdlica del PNF.

Analizar la expresion de genes por RT-PCR de la via de benzoato y del glioxilato y dicarboxilato,
comprobando su sobreexpresion e importancia para contender con el extres oxidativo derivado

de la presencia del PNF.

En el estudio proteémico realizado en este trabajo, la enzima 7ph responsable de la hidrolisis de
MP y mayoria de las enzimas responsables de la degradacion de PNF no fueron identifcadas, lo
que contrasta con los resultados del analisis transcriptomico, por lo que un nuevo estudio con
mayor sensibilidad y cobertura del perfil proteico, utilizando ITRAQ®, permitira su

indentificacidon.
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ANEXO 1. Spots del estadistico TOS vs TO.

122 74 2.11 35.1 1
1114 128.8 2.59 49.7 1
1410 5.8 2.09 2.8 1
1605 20.4 2.83 7.2 1
2116 52 0.4 13.2 1
2124 5.5 0.57 9.8 1
2127 4.8 0.16 29.2 1
2129 20.3 8 25 1
2303 186 3.05 61 1
3117 7.4 180.95 1
3304 39.9 978.72 1
4718 83.3 7.68 10.9 1
5119 7.1 3.43 2.1 1
5201 90.8 4.75 19.1 1
5502 13.1 0.16 80.2 1
5507 194.3 2.19 88.9 1
5815 15.5 4.43 3.5 1
7128 26.5 648.25 1
7222 6.6 0.35 19 1
7307 5.4 0.08 68.8 1
7317 704.5 0.56 1253.5 1
8004 128.6 0.2 657.8 1
8148 3.6 87.96 1
8150 0 13.5 1
8421 0 14.4 1
8524 225.9 5.47 413 1

T= Tiempo, el segundo niimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 2. Spots del estadistico T3S vs T3.

1102 272.9 1 0
1105 63.5 1 0
1108 21.3 1 0
1114 143.5 1 0
1123 8179.6 1 0
1124 16.5 1 0
1139 12.8 1 0
1140 5.2 1 0.01
1213 154.8 1 0
1217 106 1 0
1218 46.2 1 0
1305 370.3 1 0
1309 62.1 1 0
1313 85.5 1 0
1407 6 1 0.01
1408 12.8 1 53 0.41
1409 6.7 1 0.01
1419 58.2 1 0
1421 73.5 1 0
1506 81 1 0
1607 49 1 6 0.12
1723 305.3 1 0
2129 26.8 1 4.2 0.16
2309 25.2 1 169.5 6.73
2318 224.1 1 47.2 0.21
2320 1 15.8 421.13
2407 104.6 1 2.8 0.03
3104 23.8 1 0
3129 1 21.5 574.37
3212 20.1 1 53 0.26
3214 157.4 1 0
3215 1876.1 1 5360.7 2.86
3219 1 28.8 766.93
3221 1 15.6 416.26
3324 1 21.6 577.31
3512 314.1 1 35.7 0.11

T= Tiempo, el segundo niimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 2. Spots del estadistico T3S vs T3.

4005 29.9 1 18.1 0.6
4112 1 10.7 284.45
4126 1 110.7 2951.78
4130 1 80.4 2143.83
4301 65.4 1 15.6 0.24
4303 1462.8 1 234.2 0.16
4324 77.5 1 0
4406 1 96.3 2569.89
4734 13.6 1 0
5019 28.6 1 0
5124 12.4 1 0
5126 1 35.2 938.56
5128 1 145.1 3869.18
6128 5.7 1 413.3 71.97
6131 10.6 1 20.3 1.91
6601 2732.2 1 0
7132 1 12.6 336.77
7220 13 1 0
7224 19.8 1 398.2 20.15
7319 411.6 1 651 1.58
7419 790.7 1 1387.4 1.75
7825 29.6 1 94.7 3.2
8109 50.9 1 254 0.5
8218 0.1 1 52.8 365.2
8219 1 10 265.64
8421 1 7.5 198.85
8536 5.6 1 0.01
8701 53 1 2.2 0.42

T= Tiempo, el segundo nimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 3. Spots del estadistico T9S vs T9.

2126 1 9.6 371.64
2129 18.3 1 2 0.11
2214 5.8 1 13.7 2.35
2222 1 28.8 1119.18
2309 33.1 1 258.2 7.79
2406 5.1 1 0.01
2513 6.5 1 0
3128 1 38.8 1508.5
3130 1 15 581.17
3517 65.4 1 164.8 2.52
4219 1 12.6 489.23
4324 94.5 1 8.5 0.09
5106 31.1 1 0
5128 1 321 1248.48
5421 1 31.8 1236.13
6128 10.6 1 527.2 49.74
6312 9.1 1 30.2 3.33
6615 97.7 1 20.9 0.21
7101 243 1 34.2 1.41
7112 14.4 1 144.5 10.06
7121 1 32.7 1269.71
7132 1 30.8 1197.52
7322 12.3 1 0
7424 4.1 1 15.6 3.84
7501 62 1 0
7517 28.3 1 0
8103 1 12.7 493.86
8149 8 1 0
8150 3.2 1 11 3.48
8151 7.3 1 0
8211 10 1 3.2 0.32
8213 1.9 1 39.5 20.95
8214 1.1 1 0.03
8218 2.7 1 43.4 16.36
8219 1 27.1 1051.8
8537 6.3 1 0
8538 3.4 1 0.01
9305 5.4 1 0.01
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ANEXO 4. Spots exclusivos del TOS.

513 25.5 625.39
2122 8.6 210.02
3117 7.4 180.95
3304 39.9 978.72
5621 979.3 23992.8
7128 26.5 648.25
7320 11.5 282.89
8050 6 147.47
8130 3 73.01
8148 3.6 87.96
8215 2.6 64.04
8218 1.2 28.74
8501 60.6 1485.21

T= Tiempo, el segundo nimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 5. Spots exclusivos del TO.

2419 2.8 137.09

3128 94.1 4563.99
3428 28.1 1362.67
6421 29.2 1414.46
8150 13.5 657.36

8421 14.4 699.1

T= Tiempo y el segundo numero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo.
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ANEXO 6. Spots exclusivos del T3S.

1101 162.1 3465.27
1102 272.9 5835.99
1105 63.5 1357.49
1108 213 455.38
1114 143.5 3069.2
1123 8179.6 174909.16
1124 16.5 352.53
1134 124.4 2660.16
1139 12.8 273.06
1140 5.2 112.16
1203 505.9 10818.86
1206 223 477.55
1207 143.5 30068.88
1209 114.4 2446.26
1210 62.8 1342.78
1213 154.8 3310.42
1216 150.6 3220.88
1217 106 2266.01
1218 46.2 988.49
1224 11.8 252.44
1305 370.3 7917.75
1309 62.1 1327.49
1313 85.5 1828.31
1407 6 127.63
1409 6.7 142.35
1419 58.2 1243.62
1421 73.5 1571.66
1503 54.2 1158.86
1505 542.9 11609.91
1506 81 17325
1507 178.1 3808.08
1611 132.1 2825.53
1723 305.3 6528.26
2133 6.5 138.94
2216 67.7 1447.99
2314 80.9 1730.22

T= Tiempo, el segundo niimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 6. Spots exclusivos del T3S.

2408 37.6 803.59
2501 23.8 508.76
2507 40 855.83
3104 23.8 508.84
3209 50.6 1082.94
3214 157.4 3365.97
3309 116 2481.28
3317 35.1 750.95
3417 51.3 1097.28
4324 77.5 1656.79
4405 36.5 779.97
4734 13.6 290.98
5019 28.6 611.27
5124 12.4 264.45
6601 2732.2 58423.76
7220 13 277.13
8536 5.6 120.65

T= Tiempo, el segundo nimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo, y la letra S corresponde al tratamiento sin plaguicida.
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ANEXO 7. Spots exclusivos del T3.

2320 15.8 421.13
2414 20.8 555.71
3127 16.6 441.84
3129 21.5 574.37
3219 28.8 766.93
3221 15.6 416.26
3322 105.8 2822.22
3324 21.6 577.31
3431 18.7 499.97
3528 42.2 1124.34
4112 10.7 284.45
4130 80.4 2143.83
4406 96.3 2569.89
5126 35.2 938.56
5128 145.1 3869.18
6416 17.4 463.25
6418 52.4 1397.35

T= Tiempo y el segundo nimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo.
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ANEXO 8. Spots exclusivos del T9S.

1303 97.6 3111.87
2406 5.1 161.27
2418 35.1 1120.15
2513 6.5 208.51
3311 138.1 4403.6
3412 36.8 1172.84
3529 35.4 1127.77
3619 429 1369.82
5106 31.1 991.17
5519 88.6 2827.55
5521 102 3253.95
6419 50.4 1608.49
6518 7.6 241.87
7322 12.3 390.83
7501 62 1978.89
7517 28.3 901.2
8134 3.6 114.6
8149 8 255.29
8151 7.3 232.17
8214 1.1 33.98
8537 6.3 202.34
8538 3.4 107.22
9305 5.4 171.41

T= Tiempo y el segundo numero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo.
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ANEXO 9. Spots exclusivos del T9.

2126 9.6 371.64
2222 28.8 1119.18
3130 15 581.17
4126 277.2 10774.29
4219 12.6 489.23
5421 31.8 1236.13
6514 97.6 3792.96
7121 32.7 1269.71
7132 30.8 1197.52
8103 12.7 493.86
8219 27.1 1051.8

T= Tiempo y el segundo nimero (0, 3 y 9) corresponde a las horas de muestreo.
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