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ABSTRACT

Pollution caused by hydrocarbons represents a risk to the environment. Several
studies have focused on finding alternatives to help to prevent hydrocarbon
pollution effect. One of them involves the use of native microorganisms capable of
persisting on contaminated environments. Therefore, the objective of this work was
to analyze the potential of biotypes of Azospirillum brasilense to degrade
xenobiotic compounds such as phenanthrene, xylene, toluene and naphthalene.
The production of biosurfactants was characterized, and the tolerance to petroleum
contaminants was evaluated in vitro, the search for degradation of aromatic
compounds related genes was done using the RAST program. The results showed
that the strains produced biosurfactants and five of them were selected to test their
tolerance to xylene, toluene, phenanthrene and naphthalene. Bacteria show no
growth after 216 h incubation at 30 °C. 19 coding sequences were registered
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regarding to the degradation of aromatic compounds, 11 of them were associated
to the metabolism of central aromatic intermediates and 5 were involved in
peripheral catabolic pathways whose function is related to degradation pathways of
guinate, benzoate, salicylate, gentisate and toluene.

Keywords: degradation, tolerance, pollution.

RESUMEN

La contaminacion ocasionada por hidrocarburos representa un riesgo para el
medioambiente. Se han enfocado estudios en la busqueda de alternativas para
contribuir a revertir su efecto. Una de ellas involucra el uso de microorganismos
nativos capaces de persistir en ambientes contaminados. Por lo cual el objetivo de
este trabajo fue analizar el potencial de biotipos de Azospirillum brasilense para
degradar compuestos xenobidticos como fenantreno, xileno, tolueno y naftaleno.
Se caracterizo la produccion de biosurfactantes, se evalud in vitro la capacidad de
tolerancia a hidrocarburos derivados del petroleo y busqueda de genes
relacionados con la degradacion de compuestos arométicos mediante el programa
RAST. Los resultados mostraron que los biotipos produjeron biosurfactantes y se
seleccionaron cinco de ellos para realizar ensayos de tolerancia a xileno, tolueno,
fenantreno y naftaleno; en los cuales no se observd crecimiento bacteriano
después de 216 horas de incubacion a 30 °C. Se registraron 19 secuencias
codificantes relacionadas con la degradacién de compuestos aromaticos; de las
cuales 11 estan asociadas con el metabolismo de los compuestos intermedios
aromaticos centrales y 5 con las vias catabdlicas periféricas cuya funcion se
asocia con las rutas de degradacion de quinato, benzoato, salicilato, gentisato y
tolueno.

Palabras clave: contaminacion, degradacion, tolerancia.

1. INTRODUCCION

Actualmente en nuestro pais existen regiones donde la contaminacion por
hidrocarburos es un problema, a causa principalmente de las actividades de
transformacion del petréleo, originando dafios al ecosistema del suelo, agua y aire
(H6hener & Ponsin, 2013, Fulekar, 2017). A través del uso de microorganismos,
se pueden bio-transformar los compuestos toxicos en productos secundarios de
menor toxicidad, o incluso promover la mineralizacion completa de los
hidrocarburos totales del petréleo (Maldonado-Chéavez et al., 2010, Gouma et al.,
2014, Abbasian et al., 2015, Zhao et al., 2018). El uso de bacterias se ha preferido
debido al amplio espectro de hidrocarburos que pueden degradar (Wolicka et al.,
2009, Abbasian et al., 2015). Las bacterias del género Azospirillum, se han
estudiado ampliamente por su capacidad de promover el crecimiento bacteriano
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000, Kaushal & Wani, 2016, Garcia et al., 2017), y
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se sabe que poseen rutas metabdlicas versatiles que emplean carbono y
nitrégeno; lo que les ha permitido establecerse en ambientes competitivos donde
predominan la desecacion y la limitaciéon de nutrientes (Rodriguez-Salazar et al.,
2009, Pérez-Castafieda et al., 2011). Adicionalmente, existen reportes sobre el
aislamiento de cepas de Azospirillium en suelos contaminados con hidrocarburos,
asi como su capacidad de degradar petrdleo crudo (Eckford et al 2002, Muratova
et al., 2005, Miranda-Martinez et al., 2007, Covarrubias et al., 2012). Por lo cual el
objetivo de este trabajo fue -caracterizar el potencial biodegradador de
hidrocarburos derivados del petroleo de biotipos de Azospirillum brasilense.
aislados del Noreste de Tamaulipas.

2. MATERIALES Y METODOS

Para el material biolégico se emplearon 17 biotipos de Azospirillum brasilense
aislados de la rizosfera de maiz y sorgo del Noreste de Tamaulipas durante los
aflos 2000 a 2002 pertenecientes al Laboratorio Interaccion Ambiente
Microorganismo del Instituto Politécnico Nacional.

2.1. Evaluacion de la produccion de biosurfactantes

La caracterizacion de la produccion de biosurfactantes por los biotipos bajo
estudio, se realiz6 a través de la evaluacion de la actividad hemolitica de acuerdo
a la metodologia reportada por Carrillo et al. (1996). La sintesis de biosurfactantes
de tipo ramnolipidos con el empleo de la técnica reportada por Siegmund &
Wagner (1991) y la obtencion del indice de Emulsificacion (E24) de acuerdo a lo
reportado por lllori (2005) la cual se midio a los 5 y 10 minutos. Cada una de estas
pruebas se realizé por triplicado y utilizando como controles las cepas de
Rodococcus ruber y Sphingobium yanoikuyae.

2.2. Evaluacion in vitro de la capacidad de tolerancia a hidrocarburos
derivados del petréleo

La evaluacion in vitro de los biotipos seleccionados de la tolerancia a fenantreno,
tolueno, naftaleno y xileno, se realiz6 empleando la metodologia reportada por
Gonzalez-Paredes (2013). Se preparo una solucion stock de 400 ug mL de cada
hidrocarburo usando como solvente acetona. Las soluciones se mantuvieron en
viales color ambar para prevenir la foto oxidacion del hidrocarburo y se
almacenaron a 4 °C para evitar la volatilizacion del solvente. Se utilizaron
matraces de 250 mL los cuales contenian 30 mL de medio liquido Luria Bertani, a
éstos se les adiciond por separado cada hidrocarburo a una concentracion final de
80 ug mL. Estos se mantuvieron abiertos por media hora en la campana de
extraccion para que el solvente (Diclorometano) se evaporara. Este procedimiento
se realizé para los cuatro compuestos en el estudio. Se inoculé una colonia de
cada biotipo en medio TY los cuales fueron incubados en agitacion (incubadora
SHEL-LAB modelo 1545) durante 24 horas con la finalidad de obtener la biomasa
bacteriana. Al finalizar se transfirieron a tubos Eppendorf, se centrifugaron, se
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decanté el sobrenadante y se lavé con solucion salina estéril, repitiendo el proceso
dos veces, se resuspendio la pastilla con solucion salina estéril y de este stock se
inocularon a una D.O. de + 0.05 matraces con 30 mL de medio de cultivo. Los
ensayos fueron realizados por triplicado.

2.3. Busqueda de genes en el genoma de Azospirillum brasilense
relacionados con la degradacion de compuestos aromaticos

En este caso se utilizé la secuencia del genoma Azospirillum brasilense CBG-497,
debido a que ésta es la Unica cepa de Azospirillum de la coleccion del Laboratorio
Interaccion Ambiente Microorganismo del Instituto Politécnico Nacional
secuenciada y con anotacion completa por lo cual consideramos que la busqueda
de otros genes como los involucrados en los procesos de biorremediacion
pudieran tener un impacto biotecnoldgico.

Esta se organiz6 en archivos individuales, para el cromosoma de
aproximadamente 2.9 Mpb y 5 mega-plasmidos: P1 (1.5 Mpb), P2 (0.731 Mpb), P3
(0.488 Mpb) P4 (0.606 Mpb) P6 (148 Kb) en formato FASTA. Cada archivo se
cargo de manera individual al servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology), el cual realiza a través de una anotacién rapida y automatizada de
genomas provenientes de bacterias y arqueas basada en una tecnologia de
subsistemas; la asignacion del posible rol funcional de cada gen ingresado al
sistema de acuerdo con su propia matriz de datos.

3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacion de la produccion de biosurfactantes

No obstante que los 17 biotipos probados presentaron crecimiento en el medio
Agar base sangre a las 48 horas de incubacién, ninguno de ellos present6 beta
hemolisis, Unicamente la cepa Rodococcus ruber utilizada como control positivo
(Tabla 1). Por otro lado, del 100% de los biotipos de Azospirillum evaluados, el
47% formd los complejos tensioactivos anionico y catiénico con el CTAB y el azul
de metileno detectados por la presencia de halos de color azul oscuro mas
intenso, en particular los biotipos BV102 y AZ106. En cuanto a la respuesta de las
cepas control positivas Sphingobium yanoikuyae y Rhodococcus ruber ambas
presentaron crecimiento, pero solo en R. ruber formé el complejo tensioactivo
(Tabla 1). En relacién al calculo del indice de emulsificacion, todos los biotipos de
Azospirillum brasilense evaluados presentaron actividad emulsificante. A los cinco
minutos de incubacion se puede apreciar que los biotipos AZ106 y AZ190
presentaron un indice de emulsificacién (E=24) en un intervalo de 50 a 59%, un
valor mayor que el resto de los biotipos de Azospirillum brasilense. Asimismo, los
resultados en las cepas Sphingobium yanoikuyae S72 y Rhodococcus ruber
utilizadas como controles positivos fue de 64.83% y 44.50% respectivamente. En
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la medicién a los 10 minutos, la mayoria ya no presento actividad emulsificante o
esta disminuyé drasticamente. En solo cinco biotipos (AZ141, BV174, AZ106,
BV180 y BV190) se aprecio6 el indice de emulsificacion (E=24) en un rango de 10 a
22%. En la cepa Sphingobium yanoikuyae utilizada como control positivo se
observé un indice de emulsion del 64.83% hasta los 30 min (E=24) (Tabla 1).

Tabla 1. Evaluacion de la sintesis de biosurfactantes por los biotipos de
Azospirillum brasilense.

CcODIGO DEL PRUEBA DE PRUEBA INDICE DE
BIOTIPO HEMOLISIS MEDIO S-W EMULSIFICACION (%)
5 min 10 min
AZ108 - + 27.33 0.00
BV172 - + 13.33 0.00
BVv181 - + 26.66 0.00
AZ141 - + 43.33 22.50
BVvV174 - + 38.33 22.50
AZ197 - + 07.50 0.00
CBG 497 - + 28.33 0.00
AZ101 - + 25.00 0.00
AZ106 - + 52.50 9.16
BV102 - + 33.33 0.00
AZ105 - + 0.00 0.00
BV180 - + 45.83 11.66
AZ190 - + 59.16 16.66
BV132 - + 22.50 0.00
BVv144 - + 26.66 0.00
BV146 - + 20.00 0.00
BV173 - + 15.00 0.00
R. ruber + + 44.50 0.00

S. yanoikuyae - 64.83 64.83

Con base en los resultados obtenidos de estas pruebas, se seleccionaron los
biotipos AZ141, BV174, BV180, BV190 y CBG 497, para la evaluacién de éstos en
la tolerancia a los contaminantes.

3.2. Evaluacion in vitro de la capacidad de tolerar los principales
contaminantes del petroleo

En los resultados de la evaluacion de los cinco biotipos de Azospirillum brasilense
con cada uno de los contaminantes (xileno, tolueno, fenantreno y naftaleno) a una
concentracion de 80 pg/mL no se observé crecimiento bacteriano a las 216 horas
de incubacion a 30°C.

3.3. Analisis bioinformético del genoma de Azospirillum brasilense CBG-497
en la plataforma de RAST
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El andlisis se realizé de manera individual, para el cromosoma y las secuencias de
cada uno de los plasmidos. En cuanto a las caracteristicas de los subsistemas el
estudio se enfocd en la busqueda de genes involucrados en el metabolismo de
compuestos aromaticos. Fueron anotados que 19 secuencias codificantes
incluidos tanto en el cromosoma como los plasmidos, a excepcion de los
plasmidos 2 y 6 los cuales no presentaron secuencias codificantes de participar en
el metabolismo de compuestos aromaticos. Al menos 11 estan asociadas con el
metabolismo de los compuestos intermedios arométicos centrales, mientras que 5
estan involucrados en las vias catabdlicas periféricas (las cuales convergen en las
rutas centrales). Estos se distribuyeron en el genoma de la siguiente manera, para
el cromosoma se asignaron seis, para el plasmido 1 seis, plasmido 3 dos,
plasmido 4 seis mismas que se pueden observar en la Tabla 2. Los pladsmidos 2 y
6 no se incluyen debido a que no contienen genes que codifican para el
Metabolismo de compuestos aromaticos.

Tabla 2. Estructura de secuencias codificantes en el genoma de Azospirillum
brasilense

Numero de CDS.

Genes relacionados a: Cromosoma Plasmido 1l Plasmido 3 Pldsmido 4
Rutas periféricas para el 2 1 0 2
catabolismo de compuestos
aromaticos
Degradacion anaerdébica de 0 0 0 0
compuestos aromaticos
Metabolismo de compuestos 2 3 2 4
intermedios aromaticos
centrales
Metabolismo de compuestos 2 1 0 0

aromaticos no

subcategorizados

Total de Regiones que codifican 6 6 2 6
para un gen determinado

En relacion a la funcion de secuencias codificantes, se observdo que estan
relacionadas con la degradacion de quinato, benzoato, salicilato, gentisato y
tolueno como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Genes y enzimas localizadas en el genoma de Azospirillum brasilense.

Genes detectados Accién
Quib (3-dehidroquinato dehidratasa) (EC 4.21.10) Liasa
Ben E2 (Proteina de transporte de Benzoato) Transportador
FAA (Fumarilacetoacetasa hidrolasa) (EC 3.7.1.2) Hidrolasa
FHF (Fumarilacetoacetato hidrolasa) (EC 3.7.1.2) Hidrolasa
PHBT (putativa 4-hidroxibenzoil-CoA tioesterasa) Hidrolasa
CatD (Beta-ketoadipato enol-lactona hidrolasa) (EC 3.1.1.24) Hidrolasa
MRML (mandelato racemasa) Liasa
IQOa Isoquinolina 1-oxidoreductasa subunidad alfa Oxidoreductasa
(EC 1.3.99.16)
IQ0a Isoquinolina 1-oxidoreductasa subunidad beta Oxidoreductasa
(EC 1.3.99.16)
SalA (Salicilato hidroxilasa) (EC 1.14.13.1) Oxidoreductasa

TAD  (toluenosulfonato  zinc-independiente  de  alcohol Oxidoreductasa
dehidrogenasa)

Como se puede observar, las enzimas fueron en su mayoria del tipo hidrolasas y
oxido-reductasas, mismas que son las principalmente reportadas en
microorganismos que participan en estos procesos.

4. DISCUSION

Las plantas y sus bacterias asociadas también juegan un papel importante en la
degradacion de los compuestos presentes en el suelo y el aire (Pattanayak &
Dhal., 2014). Los organismos individuales son capaces de metabolizar una gama
limitada de sustratos de hidrocarburos (Marin et al.,, 1996). Sin embargo, es
importante realizar estudios de cada uno de ellos para obtener informacion acerca
de su comportamiento y caracteristicas cuando son confrontados a compuestos
xenobidticos.

La liberacion de biosurfactantes es una de las estrategias utilizadas por los
microorganismos para influir en la absorcion de hidrocarburos y compuestos
hidrofobicos en general (Johnsen et al. 2005, Chong & Li, 2017); debido a que la
estructura de los biosurfactantes permite solubilizar los hidrocarburos y con esto
hacerlos disponibles para la degradaciéon (Nievas et al., 2008, Hmidet et al., 2017).
A pesar de obtener crecimiento de cada una de los 17 biotipos de Azospirillum
brasilense en medio base sangre, ninguna de ellas presentd beta hemolisis.
Existen estudios en los cuales se ha asociado la actividad hemolitica y la
produccion de biosurfactantes (Plaza et al., 2006, Lamilla et al., 2018). Sin
embargo, ésta no es una prueba contundente debido a que, otros autores como
Pacwa-Ptociniczak et al. (2014) reportaron que una cepa de Pseudomonas sp la
cual resultd positiva para la actividad hemolitica fue insuficiente para confirmar la
produccion de biosurfactantes, debido a que esta cepa posee ademas de

16



biotensioactivos, p- hemolisinas, resultan positivas en la actividad hemolitica, por
lo cual se requiere de la aplicacion de pruebas adicionales. En la prueba con el
medio Siegmund-Wagner, el 100% de los biotipos de Azospirillum brasilense
evaluados crecieron, pero solo ocho de ellos resultaron positivos lo cual fue
corroborado de manera visible por la presencia de un halo color oscuro debido a la
interaccion en la que los tensioactivos anidnicos forman un par iénico insoluble
con el tensioactivo cationico del CTAB y el colorante azul de metileno (Siegmun &
Wagner, 1991). Esta técnica surgié como alternativa al uso de agar sangre para la
deteccién de biosurfactantes, ya que cuenta con varias ventajas, como por
ejemplo la no represién catabdlica de la produccién de biosurfactantes, la no
ocurrencia de falsos positivos debido a presencia de hemolisinas, o la mayor
estabilidad del agar (Tabuchi et al., 2015). Para el caso de los resultados de la
evaluacion del indice de emulsificacibn se observdé que los 17 biotipos de
Azospirillum brasilense presentaron diferencias en la actividad emulsificante de
acuerdo al tiempo de evaluacion. A los cinco minutos se observo un indice de
Emulsificacion (E24) de 45 a 59% en los biotipos sin embargo en la medicion a los
10 minutos podemos observar que la mayoria ya no presento actividad
emulsificante o esta disminuyd drasticamente del (E24) de 10 al 20%. Estos
resultados varian dependiendo del microorganismo en estudio, lllori et al. (2005)
evaluaron una cepa de Aeromonas spp. aislada de aguas tropicales. Los
biosurfactantes producidos por el organismo emulsificaron un rango de
hidrocarburos obteniéndose un (E24) del 65% al utilizar diésel como fuente de
carbono y un (E24) de 22% al utilizar hexano. Obayori et al. (2009) estudiaron el
potencial de produccion de biosurfactantes en Pseudomonas sp. cepa LP1l y
observaron que el valor del Indice de Emulsificacion (E24) fue de 80.33 + 1.20 al
utilizar aceite como fuente de carbono después de ocho dias de incubacion.

En relacion a los resultados que muestran que los 17 biotipos fueron sensibles a
xileno, naftaleno, fenantreno, tolueno, probados en este estudio. Existen pocos
trabajos para comparar los resultados obtenidos con Azospirillum brasilense.
Barkovsky et al. (1995) evaluaron la capacidad de degradacion de fenol y
benzoato en 31 cepas de Azospirillum brasilense y Azospirillum lipoferum aisladas
de la rizosfera y rizoplano de diferentes plantas. Los resultados mostraron que
solo nueve cepas degradaron benzoato y tres degradaron fenol observandose
claramente un grado de especificidad entre las cepas de Azospirillum evaluadas.
Muratova et al. (2005) evaluaron la tolerancia de 33 cepas de Azospirillum, de
diferentes especies incluyendo Azospirillum brasilense en medios de cultivo a los
cuales se les adicion6 petroleo crudo ligero al 1% como fuente de carbono. Ellos
observaron que dos cepas A. lipoferum SR42 y A. brasilense SR80 degradaron
petréleo, con un porcentaje de degradacion del 57.5 y 56.5% respectivamente
después de 14 dias de incubacion.

En los resultados en cuanto a la busqueda de genes relacionados con la
degradacion de compuestos aromaticos, las enzimas oxidorreductasas e
hidrolasas fueron las mas representativas. Chandrakant & Shwetha (2011), Kadri
et al. (2017) reportaron que la detoxificacibn de compuestos organicos téxicos
utilizado por bacterias y hongos es a través de oxidorreductasas los cuales
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participan activamente en el proceso de biorremediacion. En este trabajo se
reportaron genes y enzimas como 3-Dehidroquinato  deshidratasa,
fumarilacetoacetasa hidrolasa, beta-ketoadipato enol-lactona hidrolasa, Salicilato
hidroxilasa y una proteina de transporte de benzoato lo cual concuerda con lo
reportado por Wisniewski-Dyé et al. (2012). En dicha investigacion se realizaron
analisis de gendmica comparativa analizando el genoma de las cepas Azospirillum
brasilense Sp245, Azospirillum lipoferum 4B, Azospirillum sp. B510 y Azospirillum
brasilense CBG 497. Estos autores reportaron que la degradacion de un amplio
espectro de compuestos aromaticos y xenobiéticos se basa en dos intermediaros
centrales: catecol y protocatecuato. Las cepas A. lipoferum 4B y Azospirillum
poseen enzimas que permiten la conversion de benzoato y 4-hidroxibenzoato en
protocatecuato. Ademas, Azospirillum sp. B510 puede convertir benzoato en
catecol, para el caso de la cepa CBG 497 se encontro el gen Ben E2 que codifica
para una proteina de transporte de benzoato. Las cepas de Azospirillum
brasilense parecen ser las menos versatiles con solo una via de degradacion de
protocatecuato, encontrandose en la cepa CBG 497 el gen Quib que codifica para
la enzima 3- dehidroquinato deshidratasa involucrada en esa via.

Los biotipos de Azospirilum brasilense evaluados presentaron actividad
emulsificante, sin embargo, su crecimiento fue inhibido en los medios de cultivo
inoculados con los diferentes hidrocarburos. La cepa CBG497 aislada de la
rizosfera de gramineas de esta regidon, tiene genes relacionados con la
degradacion de compuestos aromaticos en su genoma, lo cual le podria conferir
su adaptacion en suelos contaminados con hidrocarburos. Es importante
mencionar que éste es el primer estudio que involucra biotipos del género
Azospirillum en cuanto a su evaluacién del potencial de tolerancia a hidrocarburos,
ya que los estudios han sido realizados principalmente en el estudio en sus
caracteristicas como bacterias asociativas que estimulan el crecimiento y el
desarrollo de su planta hospedera.
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