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1. INTRODUCCION

Los plasticos estan en practicamente cualquier aspecto de la vida cotidiana,
desde protectores para celulares, tarjetas de crédito hasta en envoltorios y
recipientes de alimentos. Estos son materiales sintéticos obtenidos mediante la
polimerizacién de los atomos de carbono en largas cadenas moleculares de
compuestos organicos (Segura, 2007). Estos estan hechos de diferentes
polimeros dependiendo del uso que se le vaya a dar, como las tuberias y las
laminas de construccion hechas de PVC, polietilieno de baja densidad para la
creacion de plasticos envoltorios transparentes y el polipropileno para la
fabricacion de alfombras y sogas (Frias et al., 2003). Los residuos de estos
plasticos ocasionan problemas ambientales como la muerte de diversas
especies animales debido a la asfixia, heridas y malformaciones, ademas de la
contaminacioén atmosférica provocada por su produccion y posterior incineracion
(Castro & Riera, 2021). Otro problema radica en su dificil reciclaje y posterior
procesamiento debido a su estabilidad fisica, lo que hace que con el paso del
tiempo se vean sometidos a erosiones tanto fisicas como quimicas, dando como
resultado su fragmentacion en particulas denominadas “microplasticos” (Bollain
Pastor & Vicente Agullo, 2019).

Sin embargo, se han propuesto diversas alternativas para afrontar esta
problematica, como el uso de bacterias con el potencial de degradar diversos
plasticos como lo es Bacillus Subtilis con el potencial de degradar polietileno,
Pseudomonas Aeuroginosa con el potencial de degradar polipropileno vy
Pseudomonas Putida con la capacidad de degradar PET (Nallely, 2025). A su
vez, tambien existen hongos con esta misma capacidad como lo son diversas
especies de Aspergillus que pueden degradan tanto polietileno como polietileno
de alta densidad y Penicillium Oxalicum con la capacidad de degradar tanto

polietileno de baja densidad y de alta densidad (Milagrosa & Brenda, 2020).

Esta capacidad de degradacion esta mediada por la secrecion de enzimas que
llevan a cabo estos procesos. Estas enzimas pertenecen al grupo de las
hidrolasas tales como las cutinasas, esterasas, lipasas y carboxilesterasas. Este
proceso de hidrolisis se lleva a cabo debido a la ruptura de los enlaces esteres
mediante el consumo de moléculas de agua (Maria et al., 2020).
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Mediante la implementacion de medios de cultivo enriquecidos con una
suspension de policaprolactona, se llevo a cabo el analisis de la actividad de
hidrolisis donde las muestras bacterianas se sembraron usando dos técnicas
tales como la siembra por extension y la estria cruzada. Las muestras
bacterianas provenientes de ambientes salinos fueron sembradas en medios de
cultivo suplementados con glicerol y en otros medios de cultivo sin glicerol. Esto
sirvio para elegir las muestras bacterianas con mejor crecimiento y que a su vez

presentaban halo de hidrdlisis, dando como resultado la degradacion de PCL.

A su vez, se realizaron practicas de analisis de morfologia y caracterizacion y
practicas de biologia molecular para la identificacién de los microorganismos.
Tras los analisis de morfologia y caracterizacion se detectaron diversos
microorganismos del tipo Bacillus mientras que en contraste, los
microorganismos del tipo Coccus. Los microorganismos del tipo Bacillus se
caracterizaron por ser gram negativos en su mayoria junto con los
microorganismos del tipo Coccus en contraste con los gram positivos que fueron
pocos. En las practicas de biologia molecular se llevaron a cabo extracciones de
ADN, gPCR vy electroforesis en gel de agarosa para la identificacion molecular.
Se hizo la extraccion de ADN para su posterior visualizacion en una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% usando como marcador molecular el
GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Posteriormente, se llevé a cabo la gPCR (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa en tiempo real) usando los primers PHAFD1
(forward) y PHARD2 (reverse) para la amplificacion del gen 16S ARNTr para la
identificacion de microorganismos bacterianos. Finalmente se llevd a cabo la
preparacion de las muestras para su secuenciacion en la unidad de

secuenciacion de la UNAM donde se enviaron 5 muestras tratadas.

Segun los resultados de secuenciacion recibidos, se identificaron 4
microorganismos; Cytobacillus Gottheilii, Halomonas Venusta, Mesobacillus
Jeotgali y Kocuria Palustris. Los microorganismos C. Gottheiliiy M. Jeotgali no
presentaron algun antecedente histérico de degradacion de plasticos en
contraste con H. Venusta y K. Palustris. Sin embargo, las bacterias H. Venusta
y M. Jeotgali presentaron informacion con respecto a plasticos de origen
bacteriano conocidos como polihidroxialcanoatos (PHA) y Polihidroxibutiratos
(PHB).



2. ANTECEDENTES

El uso de los plasticos ha sido uno de los inventos mas revolucionarios en la
historia moderna, siendo este uno de los productos mas consumidos

actualmente en cualquier ambito de la vida cotidiana.

2.1 Definicion

Segun Quijano (2021), los plasticos son definidos como compuestos hechos a
base de polimeros con una estructura de cadena larga, la cual cuenta con
multiples enlaces covalentes. Debido a su estructura molecular, estos polimeros
pueden tener caracteristicas tales como impermeabilidad, durabilidad, baja

densidad y resistencia a diferentes factores ambientales.

2.2 Historia de los polimeros plasticos

De acuerdo con Montero (2008), el uso de los polimeros se remonta al siglo XVIII
cuando se usaban recursos naturales tales como el caucho, los caparazones de
tortuga y el ambar. No fue sino hasta finales de 1850 que se dio paso al uso del
primero polimero semi sintético; el nitrato de celulosa también llamado Xilonite.
Descubierto por Alexander Parkes, este compuesto podia ser calentado para ser
usado en moldes y conservar su forma una vez enfriado. Posteriormente, los
hermanos Hyatt crearian el celuloide en 1870, una combinacién entre el nitrato
de celulosa y el alcanfor. No fue sino hasta 1920 que se descubri6 el nylon, el

primer polimero sintético completamente artificial.

Posteriormente, se comenzaria la produccion de los polimeros hechos a base
del petrdleo, tales como el polipropileno, poliestireno, polietileno y el tereftalato
de polietileno (PET), esto tras los eventos de la Segunda Guerra Mundial segun
Garcia (2009).



2.3 Tipos de plasticos

Pereiras (2019) dice que los plasticos se pueden clasificar segun su composicion

estructural:

Termoplasticos: Estan formados en cadenas ramificadas o lineales. Son solubles
en disolventes organicos, se funden al entrar en contacto con el calor y
mantienen su forma al enfriarse. Los termoplasticos suponen mas del 50% de
plasticos usados en el mundo. Estos son el nylon, el PVC, poliestireno,
polipropileno, etc...

Plasticos termoestables: Su estructura interna se constituye de cadenas
entrecruzadas entre si, lo que le confiere su caracteristica resistencia. Son
insolubles en disolventes organicos ademads de ser dificiles de reciclar. Una vez
se enfrian y adquieren su forma final no pueden ser reprocesados o reutilizados.
Estos son las resinas fendlicas y las resinas de poliéster.

Elastomeros: También considerados como plasticos termoestables, estan
conformados por cadenas entrecruzadas en su estructura, pero de manera mas
desordenada, esto le da su principal caracteristica que es la elasticidad. Estos son
dificiles de reciclar ya que, al entrar en contacto con el calor se degrada. En estos

tenemos el poliuretano, silicona y el caucho natural.



2.4 Usos de los plasticos

El uso de los plasticos es diverso, puede adquirir diversos fines para cumplir con

la demanda requerida en diversos ambitos de la vida cotidiana. Segun Lopez

(2021), los polimeros plasticos pueden ser usados de la siguiente manera:

Tabla 1. Usos de los diferentes polimeros plasticos (Chen et al., 2021)

Abreviatura

PES

PP

PET

PU

PB

PVC

PA

PS

Nombre
Poliéster
Polipropileno
Tereftalato de polietileno
Poliuretano
Cis-1,4-Polibutadieno
Policloruro de vinilo

Poliamida

Poliestireno

Uso
Tapiceria, ropa
Muebles de oficina

Envases de alimentos

Suela de zapatos
Llantas
Tuberias

Fabricacion de piezas

mecanicas

Juguetes, embalajes de

electrodomésticos, botones

Algunos otros polimeros plasticos de uso comercial mas comunes, de acuerdo

con Lopez Carrasquero (2004) son los siguientes:

e Polietileno (PE): Obtenido a partir del etileno. Este tiene 2 variedades; el

polietileno de alta densidad (HDPE) y el polietileno de baja densidad (LDPE). El

primero al ser de estructura lineal, se usa en tuberias, recipientes y aislantes para

cables mientras que el segundo al tener una estructura muy ramificada, puede

ser usado para la fabricacién de bolsas de uso comun.

e Polimetilmetacrilato (PMMA): Polimero vinilico de material amorfo cuya

propiedad caracteristica es ser transparente, lo que le permite ser usado como

un sustituto del vidrio.



e Politetrafluoroetileno (teflon): Material de gran resistencia quimica y térmica.
Excelente aislante térmico. Es usado como sellante, aislante eléctrico y

valculeria.

2.5 Problemas ambientales

La acumulacién de plasticos es un problema que se ha ido agravando con el
paso de los afios, dado a que las practicas usadas cada vez son mas ineficientes
para disminuir el impacto por la contaminacién de plasticos, el dafio ocasionado

al medio ambiente crece con el pasar del tiempo.

Castaneda (2020) nos dice que en 1950 se producian alrededor de 2 millones
de toneladas de plasticos mientras que en el aino 2015 se produjeron 381
millones de toneladas, siendo un incremento de mas del 200% en la produccion.
De todos estos plasticos, el 50% son desechables o de un solo uso, aumentando

exponencialmente la cantidad global de estos residuos en todo el mundo.

Tras el consumo exponencial de los plasticos y su creciente demanda, el 58%
de los plasticos producidos en el mundo se usa para el embalaje y material de
construccion mientras que el otro 42% se usa para juguetes, agricultura, material

electrénico, muebles, transporte, etc.

Ocampo (2019) nos dice que uno de los métodos mas usados para reducir el
impacto de la contaminacion por plasticos es a través de las 3R’s (reducir,
reutilizar y reciclar). A través del reciclaje, se pretende reducir el consumo de los
plasticos mediante la recoleccion, clasificacion y funcion del mismo reciclaje. Sin

embargo, esto ultimo tiene ciertas limitaciones:

No todos los plasticos pueden ser reciclados.

e Para ser reciclado debe encontrarse en estado puro.

e Al ser expuesto a la radiacion solar (rayos UV), este perderad calidad.

e El desconocimiento de la composicidn exacta de ciertos productos plasticos.

e El desprendimiento de compuestos y/o sustancias toxicas al ser reciclados.



En México, el 10% de los hogares no cuentan con un sistema de recoleccion de
basura, mientras que un 80% incinera su basura, 2.6% bota sus deshechos en

mares y rios mientras que el 1.4% tira sus desperdicios en barrancas.

Mundialmente, solo el 9% de los plasticos se recicla mientras que alrededor del
12% se incinera y el 79% se encuentra en vertederos, acumulandose en

basureros o contaminando el medio ambiente.

2.6 Problemas de salud

Segun Buteler (2019) el bisfenol A (BPA) es un aditivo toxico que se desprende
de los productos plasticos al ser calentados. Se registraron personas con
presencia de bisfenol A en su orina. Este aditivo en altas dosis puede afectar el

sistema enddcrino.

Prieto-Ortiz (2023) informa que, tras la pandemia por el SARS-COV2 (COVID19),
hubo un incremento desmedido en los productos plasticos como cubrebocas,
caretas, botellas con gel desinfectante, etc. Se estima que los seres humanos
consumen de 39000 a 52000 particulas de microplasticos por afo presentes en
alimentos y al mismo tiempo, se han encontrado microplasticos y nanoplasticos
en heces humanas, esto confirma la presencia de estas particulas en agua

potable y alimentos.

Sarria-Villa y colaboradores (2016) informan que aun no encuentran una relacion
entre los microplasticos y los efectos a la salud tras su ingesta, sin embargo, es
de sumo interés seguir estudiando la presencia de los mismos en el cuerpo
humano, por lo que se entiende que las afectaciones no estan ligadas a la
presencia de estas particulas en si sino a la presencia de aditivos agregados en
la fabricacion de los plasticos.

2.6.1 Efectos en la fauna
Rojo-Nieto y Martinez (2017) informa que hay concentraciones de plasticos
flotando en los hemisferios norte y sur de los océanos Atlantico, Pacifico e indico.

A estas concentraciones se les conoce como “islas de plastico” o “parches de
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plastico”. Esto es provocado por actividades como lo son la pesca, el turismo,
actividades recreativas asi como las practicas de gestion de residuos. Estas
acumulaciones de plasticos dan como resultado que la fauna marina ingiera

estos residuos.

Andrades Ayerra (2019) reporta que estos residuos afectan a diversas especies
como ballenas, tortugas, focas, pulpos o alcatraces. Residuos tales como
aparejos para pesca los cuales provocan enmallamientos y animales atrapados,
cuerdas. Pero tambien las bolsas de plastico y anillas de los packs de latas
provocan el enredamiento de la fauna marina, produciendo malformaciones,
amputaciones, asfixia, flotabilidad afectada o movilidad limitada que impiden su

alimentacion.

2.7 Microplasticos

Sarria-Villa (2016) define a los microplasticos como aquellas particulas plasticas
no mayores a 5 milimetros. Estas particulas provienen de la degradacion de
plasticos voluminosos hechos de polietileno como las bolsas de plastico y las
botellas, poliestireno como los contenedores de alimentos, nylon y el

polipropileno como las telas o el cloruro de polivinilo como las tuberias plasticas.

De La Torre (2019) clasifica a los microplasticos segun su origen. Se definen a
los microplasticos primarios como aquellos que provienen de aquellos plasticos
como los pellets, microperlas, pasta de dientes y medios de administracion de
farmacos. Mientras que los microplasticos secundarios son definidos como
aquellos derivados de la degradacidon mecanica y degradacion bioldgica. Esto
ultimo puede derivar en el origen de particulas mas pequefias denominadas

“nanoplasticos”.

2.8 Alternativas al uso de plasticos contaminantes

Ante la creciente problematica que presenta la acumulacion de plasticos en el

medio ambiente y su subsecuente fragmentacion en microplasticos, se han



buscado diversas alternativas que dejen de representar un problema de
acumulacion o de manejo de residuos y que, a su vez; no representen un

problema en su degradacion a largo plazo.

2.8.1 Plasticos biodegradables

De acuerdo con Olivera (2012), los plasticos biodegradables, o también
conocidos como bioplasticos, son aquellos que presentan una degradacion
aerobica o anaerdbica por la accion de microorganismos como lo pueden ser
bacterias, hongos o algas. Este proceso de degradacion se lleva a cabo

mediante la accidn enzimatica.

Segun Fernandez (2018), los plasticos biodegradables se catalogan en 2 tipos;
aquellos que se obtienen de fuentes no renovables como la policaprolactona y el
politereftalato de metileno y los que se obtienen de fuentes naturales como el

acido polilactico (PLA) el cual se fabrica mediante el almidén de maiz.

Otra alternativa son aquellos plasticos de origen microbiano llamados
polihidroxialcanoatos (PHA). Gonzales y colaboradores (2013) informan que los
polihidroxialcanoatos son aquellos polimeros que ciertas bacterias, arqueas y
microalgas acumulan intracelularmente para usarlos posteriormente como fuente
de carbono. Estos polimeros tienen en su estructura molecular enlaces ésteres,
lo que les permite ser degradados por enzimas polimerasas 0 enzimas

esterasas.

2.8.2 Degradacion por medio de bacterias
Ante la busqueda de métodos en el manejo y eliminacion de los residuos
plasticos, se ha estudiado el potencial de degradacién que tienen las bacterias

sobre ciertos polimeros plasticos.

Pérez (2017) informa que la bacteria Rhodococcus ruber C208 y Brevibacillus
borstelensis 707 pueden degradar polietileno de baja densidad (LDPE) mediante
un pretratamiento de irradiacion de rayos UV. A su vez, Rodriguez (2024 ) informa

que Ideonella sakaiensis 201-F6s presenta actividad enzimatica para llevar a



cabo la degradacion del PET. Mientras que Diaz Moreno (2021) informa que los
géneros bacterianos Shewanella, Moritella, Psychrobacter, Pseudomonas y

Rhodococcus pueden degradar plasticos tales como PCL, PLA y PHB.

2.8.3 Degradacioén por medio de hongos
No solo se han investigado bacterias con la capacidad de degradar plasticos,
sino que también se han estudiado a los hongos para analizar su potencial

biotecnoldgico.

Leal (2024) informa que los hongos Clavariopsis Aquatica y Stropharia
rugosoannulata presentan actividad degradativa de polietileno (PE) a través de
la secrecidon de enzimas a y B hidrolasas. A su vez, Iparraguirre (2015) informa
que un consorcio fungico conformado por Aspergillus niger, Penicillium
pinophilum, Gliocadium videms 'y Phanerochaete chrysosporium en condiciones

aerobicas presentan degradacion de polietileno de baja densidad (LDPE).
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3. JUSTIFICACION

La Biotecnologia constituye un conjunto de herramientas tecnologicas disefiadas
para contribuir a la resolucién de las diversas problematicas que enfrenta la
sociedad. La contaminacion por plasticos no degradables, especificamente los
microplasticos, ha tenido un impacto importante en la salud humana y de los
ecosistemas. Debido a su gran estabilidad estructural, los microplasticos se
acumulan en los ecosistemas y causan estragos en la cadena alimenticia. Los
microorganismos son herramientas bioldégicas por excelencia para la
degradacion de muchos contaminantes tales como hidrocarburos, colorantes
textiles, pesticidas entre otros. Los microorganismos de ambientes marinos han
sido muy poco estudiados, principalmente desde el punto de vista de sus
capacidades metabdlicas unicas para poder sobrevivir y prosperar en medios

salinos, y representan una alternativa poco explorada para fines biotecnolégicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales
Evaluar la actividad enzimatica de esterasa en aislados microbianos obtenidos
de muestras de sedimento de manglar de la reserva de la Biosfera Los Petenes,

Campeche.

4.2 Objetivos especificos

1. Implementar medios de cultivo semisolido adicionados con
policaprolactona (poliéster), para la evaluacién de actividad enzimatica de
esterasa en placa.

2. Obtener aislados microbianos con actividad de esterasa a partir de
muestras de sedimento, mediante siembra por extension y estria cruzada
en placas de agar + policaprolactona.

3. Caracterizar morfolégicamente las bacterias con actividad de esterasa,
mediante tincion Gram y microscopia.

4. Identificar molecularmente los aislados positivos a actividad de esterasa,

mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion.

4.3 Hipétesis
Las muestras ambientales obtenidas en ambientes salinos de la peninsula de

Yucatan tienen elementos microbianos con actividad de esterasa.

4.4 Planteamiento del problema

La creciente preocupacion por los microplasticos se vuelve cada vez mas
alarmante. A través de las ultimas décadas se convirti6 en un problema
ambiental a un problema de salud. La fragmentacion de los plasticos a
microplasticos y que estos a su vez, se dispersen en los diversos ambientes
existentes incluso encontrandose en los casquetes polares, demuestra que el

problema ha escalado a niveles alarmantes.

Al mismo tiempo, el desmedido consumo de los productos plasticos provoca que

su subsecuente fragmentacién en microplasticos haga que la cantidad de los
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mismos aumente, lo que ocasiona que la situacion se vuelva cada vez mas
complicada de enfrentar con métodos convencionales como lo son las ya
conocidas practicas de reducir, reutilizar y reciclar. En 2019 en México, se
generaban 1,951,785 kilogramos diarios de plasticos, o lo que es lo mismo;
1,951.7 toneladas diarias. Se estima que para 2050, la industria del plastico

abarcaria el 20% del consumo mundial de petréleo.

La falta de normas y leyes que regulen el consumo de plasticos de un solo uso
hace de la situacion todavia mas alarmante, es en muy pocas regiones de
México y en algunas partes del mundo que cuentas con leyes y normas que
regulen este consumo. Un ejemplo de esto es Dinamarca, quien en 1993 impuso
un impuesto a las bolsas de plastico, reduciendo asi su consumo y su
subsecuente venta. Por otro lado, Chile, quien fuese el primer pais
latinoamericano en prohibir el uso de bolsas de plastico en tiendas y
supermercados. En el caso de México, entidades como Aguascalientes, Baja
California y Chihuahua, legislaron leyes para la prohibiciéon de popotes, bolsas y
recipientes de unicel que no sean reutilizables. Todas estas entidades

federativas presentaron estas leyes en 2018.
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5. Materiales y métodos

5.1 Estrategia experimental

Para la recoleccion de resultados y poder corroborar la hipotesis previamente

planteada, se plantea el siguiente disefio experimental:

Tamaio y forma

( Extraccion de ADN l

Y

Electroforesis en
gel de agarosa de la
extraccion de ADN

Blanquizal

Medios de cultivo
sin glicerol

!

Reaccién en
cadena de la
polimerasa (qPCR)

Electroforesis en
gel de agarosa de la
gPCR

Extraccién de las
muestras
amplificadas del gel

I

Y

Secuenciacion

Figura 1. Diagrama experimental

Para llevar a cabo las actividades donde se pueda corroborar la hipotesis
planteada y tener los resultados esperados, todo lo que se llevaria a cabo se
dividié en 4 partes; la obtencién de muestras, la implementacion del protocolo, el
analisis de morfologia y caracterizacion y el perfil molecular. Todos estos puntos

se describiran a continuacion en los siguientes apartados.

Este disefio experimental se hizo de tal modo en el que se puedan estudiar y
analizar los resultados obtenidos de manera eficiente al momento. Todo esto
tomando en cuenta la naturaleza y el origen de las muestras obtenidas, las

cuales provienen de ambientes salinos o de lugares cuya alcalinidad es muy alta.

5.2 Muestras analizadas

Para el estudio de los microorganismos en cuestién, se manejaron 2 muestras
las cuales fueron “M8B” y “Blanquizal”’, ambas fueron proporcionadas por la
Universidad Auténoma de Campeche (UACAM) como parte del proyecto
“Potencial Biotecnoldgico de Bacterias Haldfilas aisladas de Sedimentos
Costeros de la Peninsula de Yucatan, México” con clave 007/UAC/2022.
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5.3 Implementacion del protocolo

Para este apartado, se llevo a cabo la implementacion de un protocolo titulado
“Agar plate-based screening methods for the identification of polyester hydrolysis

by pseudomonas” de Molitor R., Bollinger A. et al.

El protocolo aborda la implementacion de medios de cultivo suplementados con
una suspension de policaprolactona (poli(e-caprolactona)) o abreviado PCL
donde, tras la siembra de las muestras bacterianas y su posterior crecimiento,
las colonias presentes en el medio de cultivo mostrarian una zona clara alrededor
de las mismas llamadas “halo de hidrolisis”; el cual sera el indicativo de la

degradacion del poliéster presente en el medio de cultivo.

La policaprolactona es un polimero perteneciente a la familia de los poliésteres
alifaticos sintéticos biodegradables. Es fabricado mediante la polimerizacién por
apertura de anillo del monémero ¢-caprolactona. Su punto de fusion es de 60°C
y es soluble en solventes organicos como la acetona y el cloroformo (Ortiz-
Gomez, 2016).

Para llevar a cabo el protocolo, primero se formé la suspensién donde se deben
pesar 0.30 gramos de policaprolactona y se disuelven en 30 mililitros de acetona
en un tuvo Eppendorf de 50 mililitros mediante un bafio maria manteniendo una
temperatura entre los 55°C-58°C en una placa de calentamiento donde se
suministra la policaprolactona gradualmente y a su vez, se agité en un agitador
Vortex para que las particulas de PCL puedan disolverse de manera gradual y
consistente en la acetona. Posteriormente en otro tubo Eppendorf de 50 mililitros,
se tomd 1 mililitro de la suspension de PCL-acetona por cada 9 mililitros de agua
destilada estéril para 100 mililitros de medio de cultivo. Donde para 400 mililitros
de medio de cultivo se vertieron 27.2 mililitros de agua destilada estéril y 12.8
mililitros de suspensién de PCL-acetona.

Para la preparacion del medio de cultivo, se usaron 14.96 gramos de Marine
Borth 2216 (37.4 gr/L segun el fabricante), 6 gramos de agar bacterioldgico (15
gr/L segun el fabricante) en 400 mililitros de agua destilada. Para este trabajo,

se realizaron dos medios de cultivo, uno donde se afadieron 4 mililitros de
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glicerol y otro donde no se afadio el glicerol. Posteriormente, se esterilizo el

medio de cultivo en autoclave a 120°C por 20 minutos.

5.4 Analisis de morfologia y caracterizaciéon

Los analisis de morfologia bacteriana sirven como estudios cualitativos en los
cuales se observan detalles como el tamafo de las colonias, forma, crecimiento,
color, pigmentacion o si son gram positivas 0 negativas. Para este trabajo se
seguiran las indicaciones dadas por Vargas-Flores y Kuno-Vargas (2014) de la
Revista de Actualizacién clinica, en las cuales identifican a las bacterias en dos

tipos:

e Arqueobacterias: Aquellas que carecen de peptidoglicano y cuya

particularidad les permite vivir en ambientes acidos o salinos.

e FEubacterias: Poseen peptidoglicano, razén por la cual conviven con otros

organismos como el ser humano.

A su vez, para la diferenciacion de bacterias gram positivas y gram negativas, se
llevd a cabo la tincion correspondiente, donde se siguieron las indicaciones
dadas por el fabricante del kit. Previo a estas indicaciones, se realizé un frotis en
un portaobjetos tomando una colonia aislada de los medios de cultivo, esparcir
esta muestra de tal modo que cubra la mayor area posible y a su vez, sellar con

calor mediante el uso de un mechero de alcohol al 97%.

Posteriormente, se siguieron las indicaciones para llevar a cabo la tincién gram
donde se usaron 4 reactivos; Violeta de genciana, Yodo gram, Safranina y
Alcohol-acetona. Cada uno de estos reactivos se usara con una pipeta Pasteur,
respectivamente. Para el primer reactivo se tomé una gota del colorante violeta
de genciana y se aplicé al portaobjetos, se esperaron 60 segundos y se removio
el exceso de colorante con agua destilada. Para el segundo reactivo, se tomo
una gota del colorante yodo gram y se aplico al portaobjetos, se esperaron 60
segundos y se removié el exceso de colorante con agua destilada. Para el tercer
reactivo, se tomé una gota del colorante safranina y se aplicé al portaobjetos, se

esperaron 60 segundos y se removio el exceso de colorante con agua destilada.
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Por ultimo, se tom6 una gota de alcohol acetona y se aplico al portaobjetos, se

esperaron 45 segundos y se removio el exceso con agua destilada.

5.5 Identificacion molecular

Este apartado se divide en 6 secciones donde se realizaron actividades de
biologia molecular donde se llevo a cabo la identificacion molecular de las
muestras que se trataron y asi poder identificar completamente a las bacterias

con las cuales se trabajaron.

Previo a las actividades de la identificacion molecular, se prepararon medios de
cultivo liquidos. Para esto, se usaron 3.74 gramos de Marine Broth 2216 y 1
mililitro de glicerol los cuales se deben mezclar en 100 mililitros de medio liquido
usando un agitador magnético. Posteriormente se esterilizé el medio usando
autoclave a 120°C por 20 minutos. Luego se usaron 5 tubos Eppendorf de 5
mililitros cada uno. Se suministraron 5 mililitros de medio liquido en cada tubo y
se inoculé 1 colonia por cada tubo Eppendorf. Finalmente, se etiquetaron los
medios liquidos con el nombre de las muestras de origen y se dejan en una

camara agitadora de incubacion a 30°C por 3 dias.

5.5.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se us6 un kit de extraccion llamado “Quick-DNA™
Fungal/Bacterial Miniprep Kit” de Zymo Research. Este kit de extraccion puede
ser usado tanto para muestras bacterianas como para muestras fungicas. Este
kit cuenta con 5 buffers, tubos y columnas disefiados para cada etapa de la

extraccion.

Adicionalmente, se le hicieron unos ajustes al protocolo del kit para garantizar
que la extraccion tenga un resultado satisfactorio. Estos ajustes se incorporaron

en los primeros pasos del protocolo.

Previamente, se colocaron en congelacion 5 morteros y pistilos durante unas 5
horas. Posterior a esto, se retiraba un mortero y su respectivo pistilo por cada

muestra a tratar. Después se tomaron de los medios liquidos inoculados 2
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mililitros de cada tubo Eppendorf y se colocaron estos dos mililitros de muestra
sobre el mortero, adicionando 200 microlitros de reactivo CTAB (Bromuro de
cetiltrimetilamonio). Posteriormente, se procedié a usar el pistilo para moler
mediante la accion mecanica durante 10 minutos. Luego, se recuperaron las
muestras molidas y se incorporaron al ZR BashingBead™ Lysis Tube para luego
pasar por un periodo de agitacion de 10 minutos en el agitador Vortex. Luego se
adicionaron 750 microlitros del BashingBead™ Buffer y se introdujeron las
muestras a la maquina centrifuga calibrada a 12,000 revoluciones por 1 minuto.
Se tomaron 400 microlitros de sobrenadante del ZR BashingBead™ Lysis Tube
y se colocaron en el Zymo-Spin™ |[lI-F Filter el cual se colocd sobre un tubo
recolector que viene junto con el kit de extraccion y se introdujeron a la maquina
centrifuga a 12,000 revoluciones por 1 minuto. Tal y como indica el fabricante,
se le anadieron 500 microlitros de reactivo (3-mercaptoetanol al Genomic Lysis
Buffer para una mayor eficiencia en el buffer mencionado. Al retirar el tubo
recolector, se afiadieron 1200 microlitros del Genomic Lysis Buffer. Luego se
tomaron 800 microlitros del tubo recolector y se transfirieron al Zymo-Spin™ [ICR
Column junto con un nuevo tubo recolector y se centrifugé a 12,000 revoluciones
por 1 minuto. Se descarto el fluido del tubo recolector y se procedid a repetir el
paso anterior en un tubo recolector nuevo, pero manteniendo el mismo Zymo-
Spin™ [ICR Column. Se afiadieron 200 microlitros del DNA Pre-Wash Buffer al
Zymo-Spin™ [ICR Column en un nuevo tubo recolector y se centrifugé a 12,000
revoluciones por un minuto. Posteriormente se agregaron 500 microlitros del g-
DNA Wash Buffer al Zymo-Spin™ [ICR Column y se centrifugé a 12,000
revoluciones por un minuto. Finalmente, se trasladé el Zymo-Spin™ IICR Column
a un microtubo para centrifuga de 1.5 mililitros y se afiadieron 100 microlitros de
DNA Elution Buffer directamente a la columna para centrifugar a 12,000

revoluciones por 30 segundos.

5.5.2 Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de ADN
Para la electroforesis se debe usar agarosa al 1.5%. Es decir; 1.5 gramos de
agarosa para la elaboracién del gel y una solucion de reactivo TAE 10X diluido

con agua destilada de tal modo que tuviese 10 mililitros de TAE por cada 90
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mililitros de agua destilada, haciendo un total de 200 mililitros de solucion (20

mililitros de TAE y 180 mililitros de agua destilada).

5.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (QPCR)

Para este trabajo se llevara a cabo una PCR en tiempo real o qPCR. En
comparacion con una PCR convencional, esta nos permite monitorear en tiempo
real la amplificacion de cada muestra mediante la fluorescencia emitida por cada
ciclo. Para esta gPCR se llevara a cabo la amplificacion del gen 16S rRNA (acido
ribonucleico ribosdmico). También llamado “Cddigo de barra genético”, el gen
16S se encuentra practicamente en todos los seres vivos procariontes (en el
caso de eucariontes se trata del gen 18S), el cual se utiliza para la identificacion
de bacterias y arqueas y asi poder realizar estudios taxondmicos de los mismos
para la identificacion de microorganismos bacterianos (Valenzuela-Gonzales,
2015).

Para llevar a cabo la qPCR se deben usar los primers PHAFD1 (forward) y
PHARD?2 (reverse), Master Mix Green gPCR, Agua pura libre de nucleasas y las
respectivas muestras de ADN. Para cada muestra se deberan usar 12.5
microlitros de Master Mix Green gPCR, 0.15 microlitros tanto para el primer
PHAFD1 (forward) y del primer PHARD2 (reverse), 0.5 microlitros de muestra de
ADN y 12 microlitros de agua pura libre de nucleasas. Luego, los microtubos se

colocaran en el rotor dentro de la maquina termocicladora

5.5.4 Electroforesis en gel de agarosa de la qPCR

Para la electroforesis se siguieron los mismos pasos que previamente se
siguieron para llevar a cabo la electroforesis para la visualizacion del ADN
extraido. Unicamente se cambiaron las muestras usadas que en este caso

fueron aquellas amplificadas en la qPCR.
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5.5.5 Extraccion de las muestras amplificadas del gel

Este procedimiento se llevdo a cabo con el objetivo de recuperar el material
genético previamente amplificado por la gPCR y esto se llevé a cabo mediante
un kit de extraccion de ADN en gel de agarosa. Este proceso se uso el QlAquick

Gel Extraction Kit siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante.

5.5.6 Secuenciacion

Una vez se extraen y se purifican las muestras de ADN del gel de agarosa, se
preparan 2 tubos por cada muestra, un tubo con 0.1 pyL del primer forward
(PHAFD1) y otro tubo con 0.1 pL el primer reverse (PHARDZ2) en un volumen de
16 microlitros, respectivamente. Cada tubo tiene 1 yL de muestra de ADN, 0.1

ML de oligonucledtidos y 15 uL de H20 ultrapuro.

Estas muestras se envian al Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA.
Para llevar a cabo esta parte, primero se hace una solicitud a la Unidad de
Sintesis y secuenciacion de DNA (Ver Anexo 1). Este departamento tiene un
tiempo aproximado de respuesta de 7 dias habiles entre el envio y el

procesamiento de las muestras hasta tener los resultados correspondientes.

La UNAM lleva a cabo la secuenciacion de ADN mediante el método de Sanger,
también llamado “método de terminacion de la cadena”. Este método utiliza una
enzima ADN polimerasa especializada para llevar a cabo la amplificacion en una
sola hebra usando el cebador o primer correspondiente. La ADN polimerasa ira
incorporando dNTP’s (desoxinucleétidos) y ddNTP’s (didesoxinucledétidos)
dejando como resultado cadenas de ADN amplificadas de diferentes tamanos,
estas cadenas pasaran a través de un gel capilar leidos por un detector laser
que diferenciaran a los nucleétidos de diferentes colores hasta tener la cadena

secuenciada (Cardona, 2024).
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La Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA manda sus resultados archivos
formato FASTA, los cuales son leidos y analizados mediante el uso del Software
BioEdit (Figura 2).

}" BiokEdit Sequence Alignment Editor

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA Options Window Help

= 0

S” C\Users\Moy\Downloads\Secuencias FASTA\5850.fasta
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5850 AATAGACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTGATCGCTTTCCCGAAGTTAAGCTAARCCACTTCTGGTGCMGTCCACTCCCATGGTGTGAC!

Figura 2. Uso del software BioEdit para la visualizacion de secuencias FASTA

A través de este software se puede visualizar la secuencia del ADN en una sola
hebra, esto debido a que se envian dos archivos por muestra y es un archivo por
hebra; dando asi la visualizacion de 2 cadenas de una sola muestra (Forward y
Reverse). Posteriormente, para la identificacion de microorganismos mediante
los archivos FASTA, se usa la base de datos del National Center of
Biotechnology  Information  (NCBI) usando su respectiva URL
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/:) y mediante el uso de la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) para la comparacién de muestras secuenciadas

en una base de datos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Inoculacion y crecimiento de las placas

En un lapso de entre 4-7 dias de crecimiento, los medios de cultivo presentaron

los siguientes resultados:

6.1.1 Manglar (M8B)

Placas sin glicerol
Los medios de cultivo de Manglar (M8B) enriquecidos con la suspension de PCL
sin glicerol presentaron un crecimiento bacteriano muy reducido en las placas

sin glicerol (Figura 3).

Figura 3. Medio de cultivo Manglar (M8B) sin glicerol.
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Placas con glicerol
Los medios de cultivo de Manglar (M8B) enriquecidos con la suspension de PCL
y glicerol no se presentd diferencia entre aquellas placas sin glicerol (Figura 4)

por lo que las muestras de Manglar se terminaron descartando.

Figura 4. Medio de cultivo Manglar (M8B) con glicerol.

6.1.2 Blanquizal

Placas sin glicerol
Los medios de cultivo de Blanquizal enriquecidos con la suspensién de PCL sin
glicerol, presentaron un crecimiento bacteriano bastante notorio, con un numero

significativo de colonias de un tamafo reducido (Figura 5).

Figura 5. Medio de cultivo Blanquizal sin glicerol presentando un
crecimiento bacteriano muy notorio.

23



Placas con glicerol
Los medios de cultivo de Blanquizal enriquecidos con la suspension de PCL con
glicerol, presentaron un crecimiento reducido en comparacion con las placas sin

glicerol. Sin embargo, el tamafo de las colonias era mayor (Figura 6).

Figura 6. Medio de cultivo Blanquizal presenté un crecimiento
numeroso en las colonias bacterianas, las cuales presentaron
un tamafo mayor.

Al ser multiples colonias, se realizaron dos diluciones de diferentes
concentraciones donde la cantidad de bacterias crecidas en los medios de cultivo
se pudo distinguir mejor, mostrando un halo alrededor de las colonias (Figura 7).
Estos halos se podian distinguir mejor no solo por las diluciones realizadas, sino
debido a la técnica usada para la siembra, la cual fue la estria cruzada, con la
cual se pretende esparcir las muestras bacterianas presentes en el aza y asi

exponer colonias individuales y separadas.

& —= "'/ = _ = e
Figura 7. Los medios de cultivo de Blanquizal en donde se realizaron las 2 diluciones presentaron diferentes
tamafios. A) En una dilucién 1/10 mediante estria cruzada. B) En una diluciéon 1/100 usando la misma

técnica de siembra.
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Finalmente, se optd por usar las muestras provenientes de Blanquizal ya que

fueron las que dieron un mejor resultado en cuanto a crecimiento de colonias y

presentacion de halo de hidrolisis.

Después de esta comprobacion, las muestras sembradas siguieron una

nomenclatura establecida segun el origen de las muestras seleccionadas y el

material usado para la verificacion de la actividad esterasa, que fue la

policaprolactona. La nomenclatura fue la siguiente:

e “B#-P#” fue la nomenclatura usada, donde:

o

o

La letra “B” significa Blanquizal, de las muestras seleccionadas.

La letra “P” significa Policaprolactona, del poliéster usado para la
verificacién de la actividad esterasa.

El nimero seguido de la letra “B” es la ronda que se cultivd en ese
momento, por ejemplo “B2-P01” donde el “2” significa que es la 2da
ronda de medios de cultivo.

El nimero seguido de la letra “P” es el nUmero de placa que corresponde
a dicha ronda, por ejemplo “B3-P08” donde el “8” significa el nUmero de

la placa cultivada en la ronda “3”.
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6.2 Analisis de morfologia y caracterizacion

6.2.1 Tamano y forma
Las colonias crecidas en los medios de -cultivo presentaron diversas
caracteristicas en cuanto a tamafio y forma se refiere. Algunas presentaron una

pigmentaciéon que las diferenciaba del resto.

N =
Figura 8. Medio de cultivo B2-P08 presenté colonias de una pigmentacién
o color blanco/lechoso, algunas colonias de entre 0.5 mm a 1 mm
presentaban una forma redondeada mientras que otras colonias de entre
1 mm a 1.5 mm eran amorfas.

Figura 9. Medio de cultivo B-P09 presté colonias definidas de
diferentes tamarios de entre 0.5 mm a 1 mm con formas redondeadas
y una pigmentacion amarilla.

De manera general, las caracteristicas de los medios de cultivo presentaban
formas redondeadas o amorfas, con tamafios que oscilaban entre los 0.5 mm
hasta los 1.5 mm y colores o pigmentos que variaban entre el amarillo y el
blanco/lechoso (Figura 8 y 9).
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Tomando estos parametros en cuenta, se seleccionaron 5 medios de cultivo,
algunos con similitudes con respecto a pigmentaciéon y tamafio mientras que

otros se diferenciaban por la forma de las colonias (Figura 10y 11).

Figura 10. A) Medio de cultivo B-P01. B) Medio de cultivo B-P04. C) Medio de cultivo B-
PO05. Estos tres medios presentaban caracteristicas similares como una pigmentacién
amarilla, colonias de entre 0.5 mm a 1 mm con formas redondeadas y definidas.

Figura 11. A) Medio de cultivo B-P03. B) Medio de cultivo B4-P05. Ambos medios

presentaban caracteristicas tales como formas que oscilaban entre redondas y amorfas
con un tamafo que variaba entre los 0.5 mm a los 5 mm con una pigmentacion

blanca/lechosa.




6.2.2 Tincion Gram

Se llevaron a cabo las actividades de tincion Gram de acuerdo con las muestras
seleccionadas previamente junto con otras muestras no seleccionadas. Esto con
el fin de analizar la variabilidad entre las bacterias gram positivas y gram
negativas, clasificadas segun su forma como bacilos y cocos. Tambien tomando

en cuenta la agrupacién de las mismas o si se encontraban individualmente.

Muestras seleccionadas
Las muestras seleccionadas se presentan en 2 tipos; bacilos y cocos, donde los
bacilos presentaron mayoria numérica (Figura 12) en comparacién de los cocos

donde una muestra presenta esta caracteristica (Figura 13).

, Al fhoy i ) ’ ¢
Figura 12. A) Muestra B-P01 bacilos gram positivos, presenta grupos que oscilan entre 2-4 bacilos y
células individuales. B) Muestra B-P03 bacilos gram negativos, con escasos grupos de 2 bacilos con
mayoria de células individuales. C) B-P04 bacilos gram negativos con una notoria agrupacion de mas

de 20 bacilos. D) B4-P05 bacilos gram negativos con células agrupadas y dispersas.

& 5

Figura 13. Muestra B-P05 cocos gram positivos agrupados en
tétradas (grupos de cuatro células), donde los grupos bacterianos
se encontraban muy juntos unos de otros.
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Tabla 2. Clasificacidn y caracteristicas de las muestras seleccionadas

Muestra Forma Gram +/- Agrupacion
B-P01 Bacilo + Individuales, tetradas
B-P03 Bacilo - Individuales
B-P04 Bacilo - Mas de 10
B-P05 Coco - Individuales, triadas
B4-P05 Bacilo + Tetradas
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Muestras no seleccionadas.

Estas muestras presentaron diversas caracteristicas similares a las

anteriormente mencionadas (Figura 14), por lo que los resultados que aqui se

mencionan son para mostrar la diversidad de las muestras sembradas a lo largo
de la realizacion de este trabajo.

células. B) Muestra B4-P01 cocos gram positivos agrupadas en tétradas. C) Muestra B2-
P21 cocos gram negativos agrupadas en tétradas y en 2 células. D) Muestra B3-P01
Cocos gram positivos agrupados en tétradas.

Tabla 3. Clasificacién y caracteristicas de las muestras no seleccionadas.

Muestra Forma

Gram +/- Agrupacion
B3-P07 Bacilo - Indivuales,
grupos de 2
B4-P01 Coco + Tetradas
B2-P21 Coco - Tetradas, grupos
de 2
B3-P01 Coco + Tetradas
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6.3 Identificacion molecular

6.3.1 Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de ADN

Para la electroforesis en gel de agarosa, se tomaron 10 microlitros de muestra
de ADN a los cuales se les incorpord 3 microlitros de buffer de carga 6X TriTrack
DNA Loading Dye, este se adhiere al ADN dandole una mayor densidad y
permitiendo que pueda ser visualizado en un transluminador UV. Se usé como
marcador molecular el GeneRuler 1 kb DNA Ladder, este nos permitira analizar
de manera cuantitativa el ADN cargado en el gel. El GeneRuler 1 kb DNA Ladder

se cargo usando 2 pL mezclados con 3 uL de DNA Loading Dye.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, mediante el uso del marcador molecular
GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Las muestras analizadas muestran una considerable cantidad de
ADN.
La electroforesis mostrd que las muestras seleccionadas contaban con una
considerable cantidad de ADN (Figura 15) tomando en cuenta el marcador
molecular, con lo anterior mencionado; la extraccién de ADN previamente hecha
tuvo muy buenos resultados, lo que permitié proceder con la Reaccidén en

Cadena de la Polimerasa (qPCR).
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6.3.2 Electroforesis en gel de agarosa de la qPCR

DOCTOR ENVIEME LA FOTO DE LA ELECTROFORESIS DE LA gPCR POR
FAVOR

La electroforesis de las muestras amplificadas por gqPCR mostraron bandas
notorias y significativas del gen 16S ARNr en cuestién. Esto nos permite no solo
observar la presencia de este gen sino que también nos permite dar el siguiente

paso hacia la secuenciacién de las muestras.

6.3.3 Secuenciacion

En un lapso de 4 dias, el Instituto de Biotecnologia de la UNAM respondié con
los resultados de secuenciacion. Las secuencias obtenidas llegaron en archivos
de formato FASTA, los cuales fueron leidos usando el software BioEdit (Figura

16). Las secuencias fueron clasificadas de la siguiente manera:

Para B-P01 se tuvieron los archivos 5841 y 5842. Para B-P03 se tuvieron los
archivos 5843 y 5844. Para B-P04 se tuvieron los archivos 5845 y 5846. Para B-
P05 se tuvieron los archivos 5847 y 5848. Para B4-P05 se tuvieron los archivos

5849 y 5850. Estos archivos se visualizaron en el software BioEdit.

9 CAUsers\Moy\Downloads\Secuencias FASTA\5841 fasta [E=N Eem =%=
o [Goweton — <J[T =1 B 1 total sequences

- Selection 0 Sequence Mask: None Start
Mode: |Edit v ||avemite = co Norbaring Mack: Nore 5

uuuuuuu

Seroll =] =]
speed slow g « fast
Cerpreinasas) e

€0 70

Figura 16. Observacion de las muestras secuenciadas mediante el uso del software BioEdit.
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Para la determinacion del microorganismo mediante su secuencia de ADN se
llevd a cabo una revision en 2 bases de datos. Primero se usé el GenBank del
Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI) usando los archivos
FASTA obtenidos previamente y después se uso la pagina Bacdive, la cual nos
da la informacién detallada de los microorganismos y sus caracteristicas. Los

resultados del analisis usando la herramienta BLAST del NCBI se muestran a

Muestra Secuencia Nucledtidos Resultado del Porcentaje de Brechas F/R
Forward/Reverse enla analisis (NCBI) similitud F/R
cadena F/R
B-PO1 5841/5842 1058/1182 Cytobacillus 93.95%/95.25% 1%/1%
Gottheilii
B-P03 5843/5844 1180/91 Halomonas Venusta 97.40% 0%
B-P04 5845/5846 1200/1145 Mesobacillus 90.09%/91.69% 1%/2%
Jeotgali
B-P05 5847/5848 1199/1209 Kocuria Palustris 87.43%189.21% 2%I1%
B4-P05 5849/5850 1101/1150 Halomonas Venusta 95.46%/97.40% 1%/1%

continuacion:

Tabla 4. Resultados del andlisis de las secuencias en la base de datos NCBI

Los nucledtidos presentes en las cadenas rondaban entre los 1050 y 1200,
mientras que su similitud comparada con la informaciéon obtenida dentro del
GenBank del NCBI rondaba entre el 87% al 97%, lo que a su vez nos daba una

fiabilidad en la informacion de las muestras secuenciadas.

De las 5 muestras secuenciadas 2 dieron el mismo resultado (B-P03 y B4-P05)
como Halomonas Venusta, mientras que el resto de muestras fueron
completamente diferentes unas de otras. En cuanto a las cadenas de la muestra
B-P03, la secuencia reverse (5844) presentd muy pocos nucleétidos en

comparacion de su secuencia complementaria forward, esto pudo deberse a un
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error en la secuenciacion o un error humano por parte de la Unidad de

Secuenciacion de la UNAM.

La informacion al respecto de las caracteristicas de los

microorganismos

Microorganismo Forma Gram +/- Lugares que habita Salinidad  Patogenia

Cytobacillus Bacilo  Variable Aguas salobres, lagos 0-20% Negativa.

Gottheilii hipersalinos, acumulaciones NaCl. Sin  casos
naturales de sal, salinas registrados.
solares.

Halomonas Bacilo + Aguas costeras, zonas de 0.5%-22% Oportunista

Venusta mezcla de agua dulce y salada, NaCl. en
lagunas saladas, salinas pacientes
naturales, suelos costeros, inmunocom
sedimentos de minas de sal o prometidos.
salares.

Mesobacillus Bacilo  Variable Alimentos fermentados 13%-20%  Negativa,

Jeotgali salados, sedimentos costeros, NacCl. sin  casos
salinas naturales. registrados.

Kocuria Palustris | Coco - Cosmopolita. Se ubica en la 8%-10% Oportunista
piel, mucosas, cavidades NaCl. en
orales, canales auditivos pacientes
externos, aguas salobres vy inmunocom
suelos salinos. prometidos.

identificados se describe a continuacion:

Tabla 5. Caracteristicas de los microorganismos identificados.

Cytobacillus Gottheilii

Cytobacillus Gottheilii pertenece al dominio bacteria, filo bacillota, orden

bacillales, familia bacillaceae y del género cytobacillus. Las bacterias del género

cytobacillus han sido caracterizadas e

identificadas mediante estudios

filogenéticos usando la secuencia del gen 16S ARNr. Son bacilos gram variables

con formacién de endosporas (Seiler, 2013).
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C. Gottheilii no presenta antecedentes en cuanto a degradacién de polimeros y/o
poliésteres plasticos se refiere. Por lo que los resultados de este trabajo servirian

como antecedente para este microorganismo en cuestion.

Los pares de bases presentes en la secuencia genética de C. Gottheilii ronda
entre los 1000 a 1200 pares de bases. Siendo 1058 pares de bases en su cadena

Forward (Anexo 2) y 1182 en su cadena Reverse (Anexo 3), respectivamente.

Halomonas Venusta

Halomonas Venusta pertenece al dominio bacteria, filo pseudomonadota, clase
gammaproteobacteria, orden oceanospirillales, perteneciente a la familia
halomonaceae y al género halomonas (Baumann et al., 1972). Fue pasando por
diversas reclasificaciones por lo que tuvo diversos nombres, entre los que se
encuentran Vreelandella Venusta, Halomonas Hydrothermallis, Alcaligenes

Venustus y Deleya Venusta (Baumann et al., 1983).

Se ha reportado que H. Venusta puede producir PHA’s como alternativas para el
uso de polimeros (Stanley et al., 2020). A su vez, H. Venusta puede degradar
tanto PE como LDPE donde el PE es mas susceptible a este proceso de
biodegradacion (Zhang et al., 2025).

Los pares de bases presentes en la secuencia genética de H. Venusta ronda
entre los 1100 a 1150 pares de bases. Siendo 1110 pares de bases en su cadena

Forward (Anexo 4) y 1150 en su cadena Reverse (Anexo 5), respectivamente.

Mesobacillus Jeotgali
Mesobacillus Jeotgali pertenece al dominio bacteria, filo bacillota, clase bacilli,
orden bacillales, de la familia bacillaceae y del género Mesobacillus. Es un bacilo

gram variable con formacion de endosporas (Yoon et al., 2001).

Se ha reportado que M. Jeotgali puede producir PHB como una alternativa para
la produccion de polimeros biodegradables (Shokr et al., 2023). Sin embargo, M.
Jeotgali no presenta algun antecedente referente a la degradacion de polimeros
0 poliésteres plasticos, por lo que los resultados obtenidos en este trabajo

servirian como antecedente para este microorganismo en cuestion.

35



Los pares de bases presentes en la secuencia genética de M. Jeotgali ronda
entre los 1140 a 1200 pares de bases. Siendo 1200 pares de bases en su cadena

Forward (Anexo 6) y 1145 en su cadena Reverse (Anexo 7), respectivamente.

Kocuria Palustris

Kocuria Palustris pertenece al dominio bacteria, filo actinomycetota, clase
actinomycetia, orden micrococcales, perteneciente a la familia micrococcaceae
y del género Kocuria. Las bacterias del género Kocuria han sido caracterizadas
e identificadas a través de estudios filogenéticos usando la secuencia del gen
16S ARNr. Son cocos agrupados en diplococos o tetradas. Sin formacion de

endosporas (Al Bayatee, 2018).

Se han hecho trabajos para la degradacion de residuos plasticos marinos donde
K. Palustris puede degradar LDPE (Roager, 2019), demostrando una
degradacion del 1% de LDPE en un lapso de 30 dias (Viel et al., 2023).

Los pares de bases presentes en la secuencia genética de K. Palustris ronda
entre los 1190 a 1210 pares de bases. Siendo 1199 pares de bases en su cadena

Forward (Anexo 8) y 1209 en su cadena Reverse (Anexo 9), respectivamente.

6.4 Comparativa

De las 5 muestras en total, 4 fueron secuenciadas correctamente y dando
resultados concluyentes, donde podemos destacar la presencia de bacterias del
tipo bacilos en 3 de las 4 muestras mientras que solo una muestra fue del tipo
cocos. Esto muestra la predominancia de las bacterias de un cierto tipo de forma
con respecto a otras debido a su tamafio y agrupacion lo que a su vez, muestra
caracteristicas diferentes entre el crecimiento de las colonias en un medio de

cultivo.

Sin embargo, el hecho de que algunas bacterias como C. Gottheiliiy M. Jeotgali
no presenten algun antecedente referente a la degradacion de polimeros
plasticos pero que en este trabajo se pudo comprobar que tienen esta facultad,
da una pauta importante donde queda el antecedente, ya que de manera

experimenta, pudimos comprobar que estas dos bacterias ya mencionadas

36



tienen potencial enzimatico para llevar a cabo estos procesos estudiados y

analizados.

Por otro lado, en cuanto a H. Venusta y K. Palustris, esta informacién queda
como un antecedente para complementar los datos ya existentes en los diversos
articulos y trabajos citados en este proyecto. Esto no solo reafirma la informacién
relatada en los mismos sino que a su vez, se hace el aporte con los resultados

recabados a lo largo de la realizacion de este trabajo.

En cuanto a las bacterias como Mesobacillus Jeotgaliy Halomonas Venusta cuyo
potencial de produccion de PHA’s y PHB’s, da una alternativa no solo para la
degradacion de plasticos sino que también, da una opcion a la produccion

poliésteres origen bacterianos y biodegradables.
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7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, se llegaron a las siguientes conclusiones:

Las bacterias de ambientes salinos cultivadas, analizadas y secuenciadas en
este trabajo tienen el potencial de degradacion de plasticos en un proceso de

hidrdlisis mediante la accion de la enzima esterasa.

Los trabajos de identificacién molecular son de gran ayuda para el analisis del
ADN extraido de las muestras seleccionadas pero a su vez, el método de
secuenciacion de Sanger tiene un ligero margen de error donde influye en mayor

medida el error humano.

De las 5 muestras seleccionadas, 3 de ellas fueron bacterias completamente
diferentes mientras que en dos muestras las bacterias identificadas fueron las
mismas. Esto destaca la variabilidad de los medios cultivados y las

caracteristicas que presentan los mismos.

Se comprobd no solamente la actividad esterasa en las 4 bacterias identificadas,
también se comprobd la actividad de produccién de plasticos biodegradables
conocidos como PHA y PHB en las bacterias Halomonas Venusta'y Mesobacillus

Jeotgali.

Recomendaciones

Se recomienda analizar la aplicacion de cambios en el protocolo usado en este
trabajo con el fin de usar diversos polimeros y poliésteres plasticos en medios
de cultivo, usando del mismo modo, reactivos solventes que puedan agilizar la
compatibilidad entre las suspensiones de diferentes plasticos y el medio de

cultivo.

También se recomienda tener en cuenta diversos lugares para la secuenciacién
de material genético, esto con el fin de descartar cualquier error provocado en la

extraccion y asi tener mejores resultados.
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9. ANEXOS

Instituto de Biotecnologia

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIC

SOLICITUD DE SECUENCIACION DE ADN

Folio solicitud: 8826
Fecha solicitud: 05/06/2025

Solciitante José Efrain Ramirez Benitez
Solicitante email jeramire@uacam.mx
Jefe de grupo NA
Jefe de grupo email ramirezybecerril@hotmail.com
Dependencia Universidad Auténoma de Campeche
Telefono 9811687786
Muestra  Tamano Nombredela  Nombre de Oligoy Tm Kit usado para la Tipo de DNA Usar oligo
muestra purificacion del DNA
#1 100 BPO1F FD1 66C QlAquick gel PCR
extraction
#2 100 BPO1R RP2 6BC QlAquick gel PCR
extraction
#3 100 BPO3F FD1 66C QlAquick gel PCR
extraction
#4 100 BPO3R RP2 68C QlAquick gel PCR
extraction
#5 100 BPO4F FD1 66C QlAquick gel PCR
extraction
#6 100 BPO4R RP2 68C QlAquick gel PCR
extraction
#7 100 BPOSF FD1 66C QlAquick gel PCR
extraction
#8 100 BPOSR RP2 68C QlAquick gel PCR
extraction
#9 100 B4P0OSF FD1 66C QlAquick gel PCR
extraction
#10 100 B4P0O5R RP2 68C QlAquick gel PCR
extraction

Anexo 1. Solicitud de secuenciacion
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Secuencia Forward |

AATAGGCAGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGMGGACWK
ATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAATGCTTTTGGACTCATGTCCTWAAGCTGAAAGATGGTTTMSGCTATCACTT
ACAGATGRGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGRGGTAACGGCTCACCAA

GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCARACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG

GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGATTTCGGATC

GTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAYCGGAGTAACTGCCGGTACCTT
GACGGTACCTAACCARAAAGCCACGKY TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGSCGTAAAGCGCGCGCAG
GCGGTCCCTTAARTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCARAAGAGGAGAGTGGAATTCCACSTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCMGTGGCRAAGGCGACTCTC
TGGYCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCRAACAGGATTA

GATMCCCTGGTASCTRCMCGCCGTAAACRATGAGTGCTAAGTGTTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAKTGCTGCAGCAAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGA

GTACGGCCGCRGGGCTGAACTTCAAAGGAATTGACGGGGGGYCCSCWCAGC
GTTGKAGMATGGTGSTTTAWTTCWKAAGYTACGCSAAGAACCTTACCAGGGC
TTGACCWTCCTCTGACCACTCCTARARRATAGRACGTTCCCWTTCGGGGGAM
MWRARKTGACAGGGKGGGTGYATGG

Anexo 2. Secuencia Forward de Cytobacillus Gottheilii.

Secuencia Reverse:

TTTAGCACCCCATCATCTGTCCCACCTTAGKCGGCTGGCTCCAAAAGGATACC
CCACCSACTTCSGGTGYTACAAACTCTCSTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA|
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTT
ATGGGAATGGMTAAACCTCGCGGTCTTGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTA
GCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCA
CCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTARAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGG
GGAACGTCRTATYTCTAGGAGTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCKCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGSCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA
ATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTT
CGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC
CTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGMGAATTCCACTCTCCTCTT
CTGCACTCAAGTCCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGYGGG
CTTTYACATCAGACTTAAAGGACCGCCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATT
CCGGACAACGCTTGGCCACCTACGTATTACCCGCGGGCTGCTGGSCACGTA
GTWAGCCGKGGCTTTYCTGGTTTAGGTACCSGYCAAGGTACCGGCAGTTMCT
CCSGRTACTTGGTCTTCCCCTACACAGAGTTTTTACGAATCCGAAARCCTTCA
TCAMCTTCMCGGCSGGCGATGGCTCGGAYMGGACTTTCGTYCAATTGSCGG
AAGATTCCCWACCTGRSYGTGCTCTTTCTCCSA

Anexo 3. Secuencia Reverse de Cytobacillus Gottheilii.
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Secuencia Forward:

AGMGTTTGACGCTGGCGGCAGGCCTACACATGCAGTCGAGCGGAAACAGGG
GTAGCTTGCTACCCSCTGACRAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAAT
CTGCCCGATAGTGGGGGATAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGGGGGCTCCGGCTCCCGCTATTGGATGAGCCTATGTC
GGATTARMTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCRACGATCCGTAGCTG
GTCTGASAGGATGATCAGCCACATCGGGACTGAGACACGGCCCGAACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGG
AARAACGCCTAKTGGTTAATACCCATTAGGAAAGACATCACTCKCAGAAGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGYCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATYACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTT
GTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGSCMCGGCATCCGGAACTGTCAAGCTAG
AGTGCAGGAGAGGAAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCGGGAGGAATACCCAGTGGCGAAGGCGGCCTTCTGGACTGACACTGAC
ACTGAGGTGCRAAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACCAGCCGTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGGC
GAAGTTAWCGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGMAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTTGACGGGGGGCCCGCMCMAGCGGTGGAGCATGTGGTTWA
ATTCGATGMAACSCGAGGACCCTTACCTACTCTTGACATYCYTKCCGAACTTG
TGAGAAGATCACYTTYGCTGCCCTTCGGGAACGMARAGACCAGGTGCTGCW
TGGCYTGYCSKYCAGCYTTCGKGYTGMGAAAATGATTGGGGTTAGKCCCCCG
AAACSGAGCSCCAAACC

Anexo 4. Secuencia Forward de Halomonas Venusta.

Secuencia Reverse:

AATAGACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTGATCGCTTTCCCGAAGTTAAG
CTAACCACTTCTGGTGCMGTCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTC
CGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTGAGACCGGCTTTT
CGGGATTAGCTGACTCTYGCGAGCTCGCAACCCTTTGTACCGGCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTTCCCGCCATTACGCGCT
GGCAAATAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATTTCA
CAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGYCTCTGCGTTCCCGAAGGC
ACCAAGTGATCTCTCACAAGTYCGCAGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA
ATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCG
CGTTAACTTCGCCACAAAGTGCGCTAGGCACCCAACGGCTGGTCGACATCGT
TTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGC
ACCTCAGTGTCAGTGTCAGTCCAGAAGGCCGCWTTCGCCACTGGTATTCCTC
CCGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCGGGAATTCTACCTTCCTCTCCTGC
ACTCTAGCTTGACAGTTCCGGATGCCGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTC
ACAACCGGCTTATCAAGCCACCTACSCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATT
AACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTG
CTTCTTCTGCGAGTGATGTCTTCCTAATGGGTATACCCACWAGGCGTCTTCTC
GCTGAAGTGCTTTACACCCGAGGTCTTCTCACACACGCGGCATGCTGGATCA
GCTTTCGTCAATGTCATTATTCCCACTGCKGCCTCCGTAAGGGAGTCGAC

Anexo 5. Secuencia Reverse de Halomonas Venusta.
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ISecuencia Forward:

TCTGACMGAACGCTGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGKAAWTCATT
AGCTTGCTTTTGYRGACSATCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGYAACCT
GCCTGTAASACTGGGATAACTYCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCC
TTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGACGGTTTCGGYTGTCMCTTACAGAT
GGGCACGCGGSGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGYAAC
GATGCRKASYCRACCTGAGAGGGKGATCGGMCACACTGGGACTGAGACMCG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGSARWAGGGAATCTTCCSCAATGGACGAA
AGKCTGACGGAGCAACGCCGSGTGAACGATGAAGGCTTTCKGGYCGTAAAGT
TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGYACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACRGT
ACCTAACCARAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCRGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGMAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGKARAGCGCRCGCAGGCGGT
TCCTTAAGYCTGATGTGAAAGCCCCCGSCTCAACCGGRGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGGAACTTGAGKGCRGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGKGTAGCGGW
GAAATGCGTAKAGATGTGGAGGAACACCAKTGSYGAAGGYGGCTCTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGMGCGAAAAGCGTGKGGAGCSAMCAGGATTACATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGYGYTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTASYGCTGCAGCAAACKCWTTAAGCACTCCKCCTGGGGAGWACRGC
CGCAGGGCTGAAACTCAAGGAATTGACSGGGGGCCCCMWYAGCKGTGKAGC
ATGTGGCTTWAATYMRAGYAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGMACWACCCTASAARATAGGRCGGTCCCCCTTCGGGGTCAMCAGAGTGG
ACAGGGKGGCGCATGGTTGKCGATCAAGCTTCGTGTACRCTGMASATGAYTS
GCKMTAAASTCCCYSGCWACCGAGCCWCRAATAGCTTGRATYATARGTGCCA
GACMTTCRCGGKAGRGSACTCTCTAAGGGGAGGACMKGGCGGARGAGAMC
RARTCACSCRGAKA

Anexo 6. Secuencia Forward de Mesobacillus Jeotgali.

Secuencia Reverse;|

ACCTCAAGTCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAGGTACCCCACC
SACTTCKGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGC
TTCATGCAGGCGAGTTGCAGMCTGCAATCCGAACTGAGAATGGATTTATGGG
ATRGGCTCGACCTCGCGGKTTTGCGGCCCTTTGTTCCATCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCMACTGAATGCTGGCAA
CTAAGATCAAGGGKKGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAMCATCTCWCGACA
CRAGCTGACKACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCSAAGGGGAAC
GCCCTATCTYTATTTTTTTCCCCCCGACCCCCAGACCTGGTAAGGTTCTTCAA
AAAAGAATMRAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTYAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAWTG
CGTTTGCTGCASCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGT
TTACGGCGKGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTSGCTCCCCACGCTTTCG
CGCCTCAGCGTCAGWTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCY
TCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAAATTCYGCTCTCCTCTTC
TGCACTCAAGTTCCCRGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTGAGMCGGGGGCTTT
CACATCAGACTWAARGTGMMGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCG
GACAACGCTTGYSACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCG
TGGCTTTYTTGCTAGGTACCGTCAAGTACGCAGTAACTCCGTACTGATCTTCC
TACAAMAGAACTTACGACCGARAGCTTCWCGATTCACGGAGKTGCTCAGTCA
GATTCGCAATTGCGCAGATCCGWACTGCTGCTCGTAAGRARTCTGACGCGT

Anexo 7. Secuencia Reverse de Mesobacillus
Jeotgali.
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Secuencia Forward:

CAAYGGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGARAAGCCCT
CTTGCTGKCGTGKAKGAGTGCCGAACRSGTGAYAATACGTGARTAACCTGCC
CTTGWCTCTGGGATAAGCCCGGGAAACTGSRTCTAATACTGGATGCTACMTG
TCACCRCATGGKGGKGTGTGGAAAGGGTTTACTGRTCTTGGATGGGCTCACK
ACCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGSTCACCAAGGCGACGACGGGTAGC
CGGCCTGAKAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCASACTC
CTACGGRAGGCAGMAKWGGGGAATATTGCACAATGGGYGAAAGCCTGATGC
MGCGACTCCGCRKGAGGGATGACGGCCTTCRGGTTGTAAACCTCTTTCAGAG
GGAAGAAGCCACAAGKGACGGWACCTGCASAASAAGCGCCGGMTAACTACS
KGCCARCAGCCGCGKTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGC
TTAACCCCGGGTGTGCCGTGGGWACGGRYAGACTACAGTGCAGTAKGGGAG
ACTGRAATTCCTGKWGWATYSSCGGAATGCSCAGATATCRGGAGGAACWCC
GATGGMRAASGCAGGTCTCTGGSCTGTTACTGACGYTGAGGAGMGAATGATG
GSGAGCGAACAGGATTARATACCCTGKAARTCCATGGCGAAAACGYTGGGCA
CTAGGTGTGGGGGGACATTCCRCGTKTTTCCGCGCCCGTAKSTAACGMATTT
AAGTGCCCCGMCTGGRSGAGTAYGGYCRSTAGGGCTAAAACTCAAAGGAATY
GACGGRGKGCCCGCACARGCCGSSGSAGCRTGCGGATTTAWKTTCGATGCA
TCCMTAAAAACCTTTACCAAGGYTTTGACATATWYCCGGATCGTKTCCARAWA
TGGTTCTATCCCCTTTGGGSCTCGGAWWACCGGMTGAWGCATGGCTTGCAT
SMACTTCKWGTCRTKAGATKSTAGAATTAAGTCYCCCTMAASYCACCGCAACT
CATCCATCCCATGTTTGGCCWAWMTYGGYACTGGTTGTGYRASYTCCATGGR
AASAATACTWGCTCGGWRGTCTCCAYMGCTKCGYAAGAGAGKACAGAGTKG
TTGTCKASTA

Anexo 8. Secuencia Forward de Kocuria
Palustris.

ISecuencia Reverse:

GACGGCTCCCCATCGCCAGCCCACCTTCGACGGCTCTCTCCCTAARGTTGGG
TCACCGGCTTCGGGTGTTCCGGCTTTCGTGACTTGACGGGCGGGGGGTACA
AGGCCCGGGAACGWATTCACCGCASMGTTGSTGATCTGCGATTACTAGCGA
CTCCGACTTCATGAGGTCGAGTTGCAGACCTCAATCCRAACTGAGACCGTTTT
TTTGAGATTAKSTCCACCTCACGGTATCRMAACCCCTTGYACCGGMCATTGTA
RCATGCGTGAAGCCCAAGACATAAGGGGYATGATGATTTGACGKCATCCCCA
CCTTCCTCCGAGKTGACCCCGGSAGTCTCCCATGAGTCCCCACCATCACGTG
CTGGMAACATGGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGSGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATACCGACCCCAAAGG
GGAAGAACCATCTCTGGAACGATCCGGKATATGTCAAGCCTTGGWAAGGTTC
TTCGCGTTGCATCGAATTAATCCRYGTGCTCCGSCGCTTGTGCGGSCCCCCG
WMAATTCCTTTGAGTTTTASYCTTGCGGSCGYACTCCCCAGGGGGGGCACTT
AATGCGTTAKYTACGGCGCGGAAAACGWGGAATGYCCCCCACACCTAGTGYC
CAACGTTTACGGSATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGYTCSCTCCCCATGC
TTTCGCTCCTCAGMGTSAGWAACAGCCCAGAGACCTGCCTTCSYCATMGGYG
TTCCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCGCTACACMAGGAATTCAGTCTCCCC
CTACTGCWCTCTAGWCTGCYCGTACACTGCTGYACMCCCGGGGRTAMGSCS
CGGGYTTTCACAGCATAYGCGACAACCGCCTACGAGTTTCTTTACCCCCAAT
WATTYCGRACAAKGTTGCSYCCTACKWATTAACCGCGGCTGCTGGRAMGTAG
TTAGCCGSTGTCTTCTGCTGSAGGTRCCGTTACTTGTGGSTTWCTTCCCTGC
WTGAARGAGTTYTWCAACYCRAAGGTCKTMATYCCCTMMGGSGSTGTYGCT
WGCATCAGGTTTSGCYCSATKRRGSAATWTTTCCCTATTCCTGCCATCTGCTM
RGMAGTCTTGGSTCGKGATGTMGAGATCGCGAGGKGRGGGAYSTGGTAYCA
YCCCCCTMATCGT

Anexo 9. Secuencia Reverse de Kocuria
Palustris.
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