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RESUMEN

El uso indiscriminado de plaguicidas en las cadenas de produccidn agricola pone
en riesgo, tanto a los ecosistemas como a la salud humana. El endosulfan, es un
plaguicida organoclorado de amplio espectro que, ha sido incluido en la lista de
contaminantes organicos persistentes a ser eliminados a nivel mundial, segun lo
estipulado en el Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos
Persistentes, dentro del marco del Programa de las Naciones Unidas para el medio
ambiente (PNUMA)(Sathishkumar et al, 2021).

Su persistencia en suelos ha motivado multiples investigaciones enfocadas en la
aplicacion de microorganismos como agentes de degradacion, y a su vez
comprender los mecanismos adoptados para el desarrollo de estos procesos. En el
presente estudio se evalud la capacidad de una cepa pura de B. subtilis, aislada de
un suelo horticola con historial de uso de plaguicidas, para mineralizar endosulfan
(biotransformarlo hasta CO. y agua), empleandolo en ensayos que contenian a
dicho compuesto como unica fuente de carbono. Los porcentajes de degradacion
fueron de 97.60% de a- endosulfan y 69.45% de B- endosulfan partiendo de una
concentracion inicial de 20 mg/L que corresponde a 14 mg/L de a-endosulfan y 6

mg/L de B- endosulfan.
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En la biotransformacion de endosulfan por B. subtilis fueron identificados tres
metabolitos intermediarios en la via de degradacion: endosulfan éter, endosulfan
lactona y endosulfan diol. Posteriormente, se secuencié el genoma de B. subtilis, y
se permitid la identificacion in silico de enzimas especificas asociadas a estos
metabolitos intermediarios, los cuales fueron: Monooxigenasa de Alcanosulfonato
dependiente de FMNH2 (EC 1.14.14.5), Glucolactonasa (EC 3.1.1.17),
Cloroacetaldehido oxidorreductasa (EC1.2.1.3), Cloroacetaldehido: NAD+
oxidorreductasa (EC 1.1.1.18)

Al realizar una simulaciéon de acoplamiento molecular para predecir la fuerza de
asociacion o afinidad de enlace entre estas enzimas y los metabolitos identificados
experimentalmente (endosulfan éter, endosulfan lactona y endosulfan diol), se
propuso la ruta de degradacion usada por B. subtilis para biotransformar endosulfan.
El primer paso consistié en la formacién de endosulfan diol a partir de endosulfan y
se concluye con la formaciéon de endosulfan lactona. Lo cual contribuira al
entendimiento de la biotransformacion de endosulfan a partir de B. subtilis y su uso

como herramienta en estrategias de remediacion.
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1 INTRODUCCION

El papel de los plaguicidas en la agricultura es indispensable para aumentar el
rendimiento de cultivos y controlar plagas. El mas reciente informe emitido por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la Agricultura (FAO),
reportd que en 2021 se utilizaron un total de 3.5 millones de toneladas de
plaguicidas. Lo que equivale al 4% de incremento en un afo, 11% en una década y
el doble desde 1990 (FAOSTAT 2023).

Si bien, los plaguicidas ofrecen beneficios al sector agricola, no podemos ignorar
que debido a su uso indiscriminado y persistencia en el medio ambiente han
generado un impacto negativo en el ecosistema y la salud humana. Ante esto, se
ha impulsado la instauracion de convenios, como el de Estocolmo que buscan
abordar la problematica de Contaminantes Organicos Persistentes (COP) a nivel
global, regulando o eliminando el uso de 28 COP, divididos en tres anexos
diferentes (A, B y C). Entre los cuales se encuentran plaguicidas organoclorados
tales como: aldrin, clordano, dieldrin, endrin y/o endosulfan, este ultimo incluido
desde el 2011 (Kumari 2021).

El endosulfan es un plaguicida de amplio espectro que se presenta en una mezcla
que consiste en dos estereocisémeros (a-endosulfan y B- endosulfan), en una
relacion que varia de 2:1 a 7:3 (ATSDR 2015). Este plaguicida es persistente y
recalcitrante, lo cual quiere decir, que pueden ser transportados largos periodos de
tiempo en el medio ambiente, bioacumularse, asi como ser resistentes a la
degradacién (Basak et al, 2016; Castrején-Godinez et al, 2022). Debido a estas

caracteristicas ha aumentado su presencia en diversos entornos, tales como: aire,



Identificacion de mecanismos involucrados en la degradacion de endosulfan por Bacillus subtilis 11

suelo, sedimento y agua, siendo registrado en regiones remotas, alejadas de donde
fue aplicado inicialmente, como en el Artico y la Antartida, segun el informe del
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP 2008). Sin
embargo, mas alla de su dispersion generalizada, la presencia de endosulfan en
estos entornos plantea una preocupacion adicional: su capacidad de acumulacion
en organismos vivos, como plantas, algas, especies acuaticas, organismos
terrestres y mamiferos, donde se encuentran incluidos los seres humanos
(Sathishkumar et al, 2021).

Al ser liberado en el ambiente, el endosulfan puede transformarse a través de
procesos oxidativos en endosulfan sulfato, un compuesto mas toxico que el
endosulfan (Jimenez-Torres et al, 2016). Sin embargo, también puede convertirse
por via biolégica a sus metabolitos menos toxicos como; endosulfan diol, endosulfan
éter, endosulfan lactona, entre otros (Mudhoo et al, 2019).

En este contexto, una de las estrategias mas prometedoras en la busqueda de
soluciones sostenibles para mitigar los efectos negativos del endosulfan u otros
plaguicidas es la biorremediacién. Este proceso aprovecha la capacidad de
organismos vivos, tales como: plantas, bacterias, algas, y levaduras, caracterizados
por su diversidad genética (enzimas, genes) para incorporar contaminantes
(plaguicidas) en su metabolismo. Estos organismos transforman los contaminantes
en intermediarios, generalmente menos toxicos, y continuan el proceso hasta
alcanzar la mineralizacion completa. La mineralizacion de un compuesto implica la
conversion de los compuestos organicos en formas inorganicas mas simples, como
el didxido de carbono (CO2), agua y sales minerales que pueden ser incorporados
nuevamente al ciclo biogeoquimico (Sales da Silva et al, 2020).

En este tipo de conversiones se incluyen metabolitos, enzimas y genes que
conforman una ruta de biotransformacion que al ser caracterizada podria
proporcionar la base para el desarrollo de estrategias mas efectivas de
biorremediacion.

Por tal motivo, el objetivo general de este trabajo fue identificar los mecanismos
involucrados en la degradacién de endosulfan por la cepa bacteriana Bacillus
subtilis previamente asilada de un suelo con historial de uso de plaguicidas.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Plaguicidas

La Organizacién de las Naciones Unidas para la alimentacioén y la agricultura o FAO
(por sus siglas en inglés) define los plaguicidas como sustancias, que incluyen
insecticidas, aceites minerales, herbicidas, fungicidas, reguladores de crecimiento
de plantas, rodenticidas, y cualquier otra mezcla destinada a prevenir, destruir o
controlar plagas, lo que abarca vectores de enfermedades humanas o animales, asi
como especies no deseadas de plantas o animales que causen dafios o interfieran
con la produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte o comercializacion
de alimentos, productos agricolas, productos de madera, piensos para animales, o
sustancias utilizadas para controlar insectos aracnidos u otras plagas (FAO-
FAOSTAT 2019)

Los plaguicidas se pueden clasificar en funcion de factores tales como: su modo de
accion, tipo de plaga objetivo y composicion. En cuanto a su composicion, los
plaguicidas se agrupan en diversas familias, entre las que se encuentran los
compuestos organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, triazinas.
En la Tabla 1, se muestran la clasificacion de algunos plaguicidas de acuerdo a su
composicion quimica (CICOPLAFEST 2004).

Tabla 1 Clasificacién de plaguicidas de acuerdo con su composicion quimica @

Composicion Ejemplos de formulaciones comerciales

Organoclorados DDT, aldrin, endosulfan, endrin

Organofosforados Bromophos, diclorvos, malatién
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Carbamatos
Tiocarbamatos
Piretroides
Derivados bipiridilos
Derivados del 4cido fenoxiacético
Derivados cloronitrofendlicos
Derivados de triazinas
Compuestos organicos del estafio

Compuestos inorganicos

Compuestos de origen botadnico

Carbaryl, methomyl, propoxur
Ditiocarbamato, mancozeb, maneb
Cypermetrin, fenvalerato, permetrin
Clormequat, diquat, paraquat
Dicloroprop, piclram, silvex

DNOC, dinoterb, dinocap

Atrazine, ametryn, desmetryn, simazine

Cyhexatin, dowco, plictran

Arsénico pentoxido, obpa, fosfito de magnesio,

cloruro de mercurio
Rotenona, nicotina, aceite de canola

@ (Yadav et al, 2017)

2.1.1 Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas organoclorados comunmente abreviados como POC, también

llamados hidrocarburos clorados son compuestos quimicos de caracter organico,

unidos a atomos de carbono en su estructura quimica, ademas de moléculas de

cloro, esta combinacion les confiere estabilidad tanto fisica y quimica. Como

resultado, los POC tienden a ser insolubles en agua, no presentan volatilidad y

exhiben una alta solubilidad en disolventes organicos (Ramirez et al, 2001).

Recientemente se han informado sobre la sintesis de nuevos POC, como el

imidacloprid, lo que amplia la diversidad de compuestos en esta categoria (Pankaj

et al, 2019; Tsai 2014). Las estructuras de algunos POC (mencionados en la Tabla

1) se presentan en la Figura 1, entre ellos, aldrin, diclorodifeniltricloroetano (DDT),

dieldrin, endosulfan, pentaclofenol y endosulfan.
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Figura 1. Representacion de la estructura de diversos plaguicidas organoclorados

Estos compuestos pueden clasificarse en tres categorias diferentes segun la
estructura de la molécula: diclorodifeniltricloroetanos (por ejemplo, DDT),
ciclodienos (por ejemplo, clordano) y hexaclorociclohexanos (por ejemplo, lindano)
(Tsai 2014). El endosulfan se clasifica como un ciclodieno debido a su accién
primaria en la que interfiere con los canales de cloruro en la membrana nerviosa,
interrumpiendo la transferencia de iones y la transmisién de impulsos entre las
células nerviosas (Devine et al, 2008; Sutherland et al, 2000). A pesar de esto, el
endosulfan posee propiedades quimicas y fisicas diferentes en comparacion a los
ciclodienos, lo cual impacta tanto a su destino ambiental como a su destino biolégico
(acumulacion en organismos vivos) (ATSDR 2015). En especifico el endosulfan
presenta un grupo diéster ciclico relativamente reactivo, lo que contribuye a menor
persistencia en el suelo en comparacion con otros ciclodienos, aunque mas alta
(>200 dias) que algunos plaguicidas, como el aldrin (<120 dias), cipermetrin (<56
dias, en condiciones aerdbicas) (ATSDR 2015; Wexler et al, 2005). De manera
general, la persistencia de un plaguicida puede ser cuantificada mediante su vida
media que representa el tiempo necesario en dias para que se pueda degradar a la

mitad de su cantidad original en el suelo. Es decir, cuanto mayor sea la vida media,
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mayor sera la capacidad del plaguicida para desplazarse en el entorno (Castrejon-
Godinez et al, 2022; Jones 2021)

2.1.2 Destino ambiental de los plaguicidas

Por lo general, cuando los plaguicidas se liberan en el medio ambiente, pueden
dispersarse en diversos compartimientos (Figura 2), como el aire, suelo, agua y la
biota (Tang et al, 2021). Estos compartimientos pueden experimentar movimientos
de gases, liquidos y particulas solidas a través de sus interfaces (Thakur et al, 2020).
Las condiciones meteoroldgicas, la afinidad de la superficie de la planta con la
formulacion del plaguicida, la forma de pulverizacion, la cobertura del suelo, la
densidad y extension de las plantas, entre otros factores deben considerarse para
determinar la cantidad del plaguicida adherido a la superficie del suelo o plantas
(Tiryaki et al, 2010).

Vaporizado a la atmosfera

f @ y caida de lluvia

ﬁ Exposicion crénica
Aplicacion de
Endosulfan
4 Lechey carne Agua para
1 consumo

Absorcion
por plantas

Bioacumulacion en
cadena de aliementos

Figura 2. Origen y distribucion de los plaguicidas en los diferentes compartimentos
ambientales (aire, suelo, agua y biota).

A medida que los plaguicidas se adhieren a la superficie, ya sea de las plantas o del
suelo, se encuentran expuestos a varios factores que pueden influir en su
degradacion. La degradacion puede producirse mediante procesos abidticos o
bidticos. Respecto a la degradacion abidtica uno de los procesos mas comunes es
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la fotdlisis, que implica la descomposicién del endosulfan bajo la influencia de la luz
natural o artificial. Otros procesos abidticos incluyen la oxidacion y reacciones de
reduccion (Odukkathil et al, 2013).

Dichos movimientos son fundamentales para comprender como es que los
plaguicidas interactian con el entorno. Por ejemplo, en |la atmosfera, el proceso de
transferencia implica la volatilizacion, que puede resultar de procesos de oxidacion.
En el suelo, la transferencia puede ocurrir mediante procesos de sorcion los cuales
implican la adhesion del plaguicida a particulas del suelo y, en algunos casos,
procesos de reduccion que afectan su movilidad y persistencia, por ultimo en el agua
el desplazamiento de las moléculas ocurre por difusién, y en los organismos vivos

por conjugacion (Wheeler 2002).

2.1.3 Enzimas involucradas en procesos de biodegradacion

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que facilitan la conversion de sustratos en
productos al proporcionar condiciones favorables que reducen la energia de
activacion de la reaccion.

La identificacion precisa de una enzima se logra mediante su numero de Comisién
de Enzima (EC), siguiendo las pautas establecidas por la Unién Internacional de
Bioquimica y Biologia Molécular (IUBMB). El cédigo de cuatro digitos incluye el tipo
de reaccion quimica catalizada (donantes y receptores especificos de los grupos
quimicos que participan en las reacciones), luego el tipo de sustrato y, por ultimo, la
enzima. Estas pautas categorizan a todas las enzimas conocidas en seis divisiones
principales, cada una con funciones especificas: hidrolasas, oxidorreductasas,
transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas (Karigar et al, 2011).

La evolucion y el desarrollo de sistemas enzimaticos especializados, capaces de
catalizar una amplia variedad de reacciones en los procesos metabdlicos emergen
como una respuesta adaptativa crucial para los microorganismos que se enfrentan
a condiciones de estrés en sus entornos. En estos procesos, las enzimas
desempefian un papel importante al catalizar diversas reacciones, de las cuales

incluyen: romper enlaces mediante hidrdlisis, agregar oxigeno a dobles enlaces,



transformar grupos amino en nitro y viceversa, agregar grupos hidroxilo a anillos de
benceno, eliminar halégenos, entre otros (Arora 2019).

En esencia, estas complejas redes metabdlicas proporcionan herramientas
bioquimicas especificas que son aprovechadas por los microorganismos para
degradar y modificar compuestos complejos, como los plaguicidas (Bose et al,
2021). Por tanto, la incorporacion de los plaguicidas al metabolismo de los
microorganismos puede implicar un proceso de tres fases mostradas en la Figura
3. En la primera fase, las hidrolasas y las esterasas rompen los enlaces quimicos
mediante la adicion de agua, mientras que las oxidasas de funcién mixta (MFO)
oxidan los compuestos para preparalos para una degradacion mas completa. La
segunda fase, involucra la conjugacion del plaguicida o su metabolito a un azucar o
aminoacido, lo que aumenta su solubilidad en agua y reduce la toxicidad en
comparacioén con el plaguicida original (Bose et al, 2021; Li et al, 2007). Por ultimo,
la tercera fase implica la conversién de los metabolitos de la segunda fase en

conjugados secundarios, que tampoco son téxicos (Ortiz-Hernandez et al, 2011).
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Figura 3 Fases del metabolismo de los plaguicidas
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Dada la amplia variedad de compuestos quimicos presentes en los plaguicidas, el
metabolismo relacionado con la biodegradacién de estos compuestos demanda una
diversidad significativa de mecanismos cataliticos. En consecuencia, se requiere de
una extensa variedad de clases de enzimas para llevar a cabo el proceso de
degradacion (Bose et al, 2021). A continuacion, se mencionaran generalidades de
las principales actividades enzimaticas aplicadas para la biodegradacion de

plaguicidas.

Hidrolasas

Las hidrolasas son la clase mas grande y diversa de enzimas. Basado en su numero
EC, pertenecen ala clase enzimatica 3 (3.1- 3.13). Se caracterizan por su capacidad
hidrolitica, utilizando agua como fuente del grupo hidroxilo durante la
descomposicion del sustrato. Su accion involucra la interrupcion de enlaces
quimicos claves, como: carbono-oxigeno (C-O), carbono-nitrégeno (C-N), carbono-
carbono (C-C), fosforo-nitrogeno (P-N), entre otros. Dichos enlaces se encuentran
moléculas contaminantes, lo que conlleva a la diminucién de su toxicidad.

Dentro del espectro de enzimas hidrolasas con potencial para la biodegradacion, se

destacan moléculas como: lipasas, esterasas y proteasas (Shukla et al, 2022).

Oxidorreductasas

Facilitan la transferencia de electrones de una molécula, conocida como el reductor
o donante de electrones, hacia otra molécula, denominada el oxidante o aceptor de
electrones. Para llevar a cabo sus funciones, algunas de estas enzimas requieren
cofactores adicionales, los cuales pueden actuar como donantes, aceptores de
electrones o cumplir ambas funciones simultaneamente. Se dividen en 22 subclases

identificadas por cédigos EC entre 1.1 a 1.23 y 1.97(Mansour et al, 2021).



Identificacion de mecanismos involucrados en la degradacion de endosulfan por Bacillus subtilis 19

Oxidasas de funcion mixta, MFO

Las enzimas MFO, también conocidas como monooxigenasas son identificadas con
el niumero E.C 1.14.14.1, realizan un proceso catalizado, donde un atomo de
oxigeno se une al sustrato, mientras que el otro se reduce para formar agua.

El citocromo P450 y la NADPH- citocromo P450 reductasa forman parte de un
compuesto enzimatico comprendido por dos proteinas de membrana. También son
conocidas como monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 o sistema
P450 (Shukla et al, 2022). El citocromo P-450 es el principal responsable del
metabolismo oxidativo de los compuestos xenobidticos, de la que ya se han
identificado mas de 2000 isoformas diferentes (Anzenbacher et al, 2001).

La versatilidad funcional del citocromo P-450 se manifiesta en la amplia variedad de
procesos que pueden catalizar, asi como en su capacidad para metabolizar
numerosos sustratos. Ademas de sus funciones fundamentales, como la oxidacion,
este sistema también puede llevar a cabo reducciones o hidrdlisis. En general, a
excepcion de algunos casos, el citocromo P-450 requiere la presencia de NADPH

para llevar a cabo la oxidacion del sustrato (Bhandari et al, 2021; Donato 2004).

Liasas

Las liasas también conocidas como transeliminasas se encuentran implicadas en
las reacciones enzimaticas cataliticas de escisién, que no implican hidrdlisis ni
oxidacion de enlaces quimicos, en este caso, una unidon se rompe de forma no
hidrolitica y da lugar a la formacién de un doble enlace o un sistema aromatico, de
manera que los electrones que previamente se encontraban en el enlace, ahora
quedaran “reposicionados” (Voet et al, 2016). Se clasifican en siete subgrupos
segun el tipo de enlace susceptible, que incluye carbono-carbono, carbono-oxigeno,
carbono-nitrégeno, carbono-azufre, fésforo-oxigeno, entre otros. Se encuentran en
procesos celulares, como el ciclo del acido citrico, y la sintesis organica. Son
clasificadas por su numero E.C. del 4.1 al 4.8, 4.98 y 4.99 (Devlin 2019).
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Ligasas

Las ligasas catalizan reacciones de enlaces covalentes entre dos moléculas. Son
responsables del anabolismo celular. Se encuentran clasificadas bajo el nUmero
E.C. 6, al poseer alto peso molecular, se combinan como enlaces ricos en energia,
divididos entre seis subclases diferentes que establecen enlaces carbono-oxigeno,
carbono-azufre, carbono-nitrégeno, carbono-carbono, enlaces fosférico-éster y
nitrogeno-metal. Los nombres habituales de estas enzimas incluyen ‘ligasas” y
sintetasas, este ultimo debido a que sintetizan nuevas moléculas que requieren
energia de los trifosfatos de nucledsido para catalizar la reaccién sintética (Devlin
2019; Manubolu et al, 2018).

2.2 Endosulfan

El endosulfan nombrado quimicamente como 6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5, 5a,6,9,
9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepina-3-6xido, es un plaguicida ciclico
clorado. Fue introducido en el afio 1954 por Farbwerke Hoechst A.G. bajo el nombre
registrado de Thiodan® en Estados Unidos. Aunque también es comercializado bajo
diversos nombres de marca, entre los que se incluyen Endox®, Thiomul®, Beosit®,
Endocell®, Malix®, Thionex®, Insecto® y Tiovel® (ATSDR 2015; Weber et al, 2010).
El proceso de sintesis de endosulfan mas frecuentemente empleado implica la
reaccion entre hexacloociclopentadieno y cis-buteno-1,4-diol, seguido por la
hidrdlisis del producto de reaccién a un dialcohol. La etapa final consiste en la
obtencion del endosulfan mediante el tratamiento del dialcohol biciclico con cloruro
de tionilo (ATSDR 2015).

El endosulfan de grado técnico se encuentra en forma de escamas o cristales de
color marrén. Segun las especificaciones de la FAO debe contener al menos 94%
de sustancia activa. De este porcentaje, el isomero- o debe estar presente en un
rango entre el 64 y el 67%, mientras que el isémero- 3 debe estar presente en un
rango del 29% al 32% (Lema 2011).



Identificacion de mecanismos involucrados en la degradacion de endosulfan por Bacillus subtilis 21

2.2.1 Propiedades fisicoquimicas de endosulfan y su
persistencia ambiental

Como se mencion6 anteriormente una vez que los plaguicidas son liberados en el
ambiente, tienden a dispersarse en diversos compartimentos. Durante la aplicacion
del endosulfan, una fraccion de la dosis se pierde en la atmosfera, la porcion de esta
pérdida, en forma de gotas que se mueven fuera del objetivo a través del aire se
denomina pulverizacién. Las gotas de menor tamano dentro del espectro son
propensas a perderse a medida que la pulverizacion se desplaza. Las gotas mas
grandes son arrastradas por el viento y pueden arrastrarse justo fuera del area
objetivo o a una distancia a favor del viento. Durante el transporte aéreo, el diametro
de las gotitas puede disminuir mediante la evaporacion de la formulacion del
plaguicida, y cuando el diametro es suficientemente pequeno, las particulas pueden
permanecer en el aire con potencial para transporte a larga distancia e incluso
lixiviarse por el agua de lluvia o riego hasta filtrarse a nivel freatico (EPA 2009; Van
den Berg et al, 1999). Una vez que los COP ingresan a las aguas subterraneas,
plantean una amenaza significativa al infiltrarse en los pozos de agua potable y
causar problemas de salud. Ademas, la capacidad de estos contaminantes, para
acumularse en el tejido adiposo de los organismos vivos y magnificarse a niveles
troficos se ve acentuada por la prolongada vida media que poseen, la de endosulfan
puede superar los 200 dias, lo cual otorga una mayor capacidad para lixiviarse o
moverse con la escorrentia de la superficie antes de que pueda degradarse.
Factores como las caracteristicas del suelo y las propiedades fisicoquimicas del
plaguicida desempenan un papel fundamental en este fenémeno, como ejemplo, los
enlaces C-Cl que posee el endosulfan en su estructura, son conocidos por ser
resistentes a hidrolisis y degradacion quimica, lo que hace a la molécula poco
soluble en agua (0.53 mg/L), valor mostrado en la Tabla 2 y por lo tanto persistente
en el ambiente (ATSDR 2015; Navarrete-rodriguez et al, 2016; Weber et al, 2010).
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Tabla 2 Propiedades fisicoquimicas del endosulfan

Caracteristica Informacién?
Identificador CAS 115-29-7
Peso molecular 406.93
Punto de fusidn 106°C

Punto de ebullicion

106°C (forma pura)

Solubilidad
Diclorometano (20°C) 200 g/L
Acetato de etilo (20°C) 200 g/L
Tolueno (20°C) 200 g/L
Etanol (20°C) 65 g/L
Hexano (20°C) 24 g/L
Agua (25°C) 0.53 mg/L

Densidad (20°C) 1.745

Presién de vapor (25°C)

1.73 x 10 "mmHg

Log Kow 3.83 (endosulfan-at) 3.62 (endosulfan-f)
Log Koc 4.03 (endosulfan-a) 4.13 (endosufan-f3)

Constante de Henry (20°C) 6.5x10° atm m3/mol

a (HSDB Hazardous Substances Data Bank 2023)

En este sentido, el valor del coeficiente de particion octanol-agua, conocido con Ko,
expresa la afinidad de un compuesto por sustancias lipidicas. Dicho parametro
juega un papel crucial en la absorcion y transporte de compuestos en plantas, asi
como en su capacidad de adsorcion en el suelo y, por lo tanto, su potencial de
lixiviacion. Los valores de Kow pueden encontrarse en rangos que oscilan entre -3
(muy hidrofilico) y +10 (extremadamente hidrofébico) (Cumming et al, 2017). El Log
Kow del endosulfan suele estar en el rango de 4 a 5, dependiendo de su forma
especifica, lo que indica el alto potencial de adsorcion al suelo y bioacumulacion.

Otro de los factores importantes para evaluar el comportamiento del endosulfan y
su distribucidon en el ambiente es el coeficiente de distribucion entre el carbono

organico y el agua o Koc. Ambos isomeros de endosulfan poseen valores de Koc
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alrededor de 4. Segun la EPA valores altos (>5) sugieren mayor adsorcion en la
materia organica del suelo, lo cual implica una movilidad reducida del compuesto,
mientras que un Ko bajo (<1) indican mayor movilidad del endosulfan en el suelo
(United States Enviromental Protection Agency 2023).

Por otro lado, el coeficiente de la Ley de Henry, H, relaciona la distribucién de los
plaguicidas entre la fase acuosa y gaseosa, este indica la tendencia de un plaguicida
para volatilizarse (Keshavarz et al, 2022). Se calcula utilizando la presion de vapor,
solubilidad en agua y peso molecular del plaguicida en cuestion (Jaquez-Matas
2013). La constante de Henry para endosulfan es de 6.5x10° atm-m3/mol, lo que
indica segun la EPA que es propenso a quedarse en el agua y, por tanto, una menor
posibilidad a volatilizarse hacia la atmésfera (Bouakkadia et al, 2020; Katyal et al,
2007; US-EPA 2023).

2.2.2 Impactos del endosulfan: Efectos en la ecologia y salud
humana

La toxicidad de endosulfan ha sido confirmada en una amplia variedad de
organismos que van desde plantas, algas y especies acuaticas hasta organismos
terrestres y mamiferos, incluyendo a los seres humanos (Sathishkumar et al, 2021).
Es importante destacar que apenas el 0.1% de la cantidad de plaguicida aplicado,
alcanza su plaga objetivo, mientras que el resto se dispersa por el medio ambiente,
por lo que constituye un grave problema ecolégico (Jaquez-Matas 2013). Existen
reportes que indican la presencia de endosulfan en corteza de arboles, asi como en
productos de consumo humano como, miel de abeja, trigo, zanahoria, papa o arroz
(Bejarano Gonzalez et al, 2008; Diaz-Vallejo et al, 2021; Hernandez et al, 2018).
Por otro lado, la acumulacion de residuos de endosulfan en especies acuaticas
representa un grave riesgo ecoldgico debido a su presencia en la cadena
alimenticia. Su bioacumulaciéon se ha documentado en diversas especies, como
focas, cangrejos, peces, tortugas, mejillones, cocodrilos, organismos de arrecife y
caracoles en diferentes regiones geograficas (Sathishkumar et al, 2021).
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En humanos, la exposicion de endosulfan puede ser accidental o intencional, y
puede ocurrir a través de ingestion, inhalacidn, via transplacentaria o absorcion
percutanea (Menezes et al, 2017). Diversos estudios han demostrado que el
endosulfan presenta riesgos agudos, subagudos y cronicos para la salud humana,
debido a sus efectos téxicos en varios sistemas, incluidos el hepatico, inmunoldgico
y cardiovascular (Lu et al, 2000; Saiyed et al, 2003; Sathishkumar et al, 2021).
Ademas, en mujeres embarazadas el endosulfan puede acumularse y transferirse
al feto, afectando al crecimiento y desarrollo intrauterino, desencadenando la
reduccion en el crecimiento fetal, cancer, trastornos metabdlicos del neurodesarrollo

y la reproduccion (Alarcon et al, 2019; Menezes et al, 2017; Milesi et al, 2020).

2.2.3 Regulaciones de endosulfan

En respuesta a estos problemas de contaminacion, numerosos paises Yy
organizaciones internacionales han implementado regulaciones y restricciones para
controlar o prohibir el uso de endosulfan. Dichas medidas buscan minimizar los
riesgos ambientales y proteger tanto la biodiversidad como la salud humana.
Algunas de estas medidas se describen a continuacion.

En 2001, el endosulfan fue incluido a la lista de Sustancias Prioritarias de la Directiva
Marco en el sector del Agua de la Unidn Europea, lo que requeria el cese de
descargas y emisiones en aguas superficiales y costeras, en un plazo de 20 afos
(Janssen 2011). Un ano después en el 2002, se destac6 como una Sustancia
Quimica de Accion prioritaria segun el Convenio para la Proteccién del Medio
Maritimo del Nordeste Atlantico (OSPAR) y se incluyd en la lista de sustancias
toxicas prioritarias de la Tercera Conferencia del Mar del Norte. En ese mismo afo
fue catalogado como una Sustancia Toxica Persistente (STP) en las evaluaciones
regionales de STP del PNUMA-GEF y se detectdé en el Programa de Monitoreo y
Evaluaciones del Artico (AMAP) en niveles que justificaban medidas a nivel global
y regional. En el 2003, se incluy6 en el anexo Il del Borrador del Protocolo sobre el
Registro de Emisiones y Transferencia de Contaminantes del Convenio de Aarhus
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de la Comisiéon Econdmica Europea de las Naciones Unidas (Gonzalez et al, 2009;
Kumar et al, 2019). Mas tarde en 2005, la comunidad europea optd por no autorizar
el uso de endosulfan para la proteccién de cultivos, con un periodo de gracia para
algunos hasta de diciembre de 2007(Gonzalez et al, 2009).

Ademas de las regulaciones anteriores, el endosulfan se ha agregado al Convenio
de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes (POP) a eliminar a nivel
mundial. En noviembre de 2007, la Union Europea presentd la propuesta de incluirlo
en el en el Anexo A. Tras la evaluacidn de riesgos realizada por el comité de revision
en su sexta reunion, que tuvo lugar en Ginebra del 11 al 15 de octubre de 2010, se
determiné que tanto el Endosulfan técnico, sus isomeros o y 3, asi como el principal
producto de degradacion, el sulfato de endosulfan deberian ser incorporados en el
Anexo A del Convenio de Estocolmo, lo que implicaria su eliminacion a nivel global
(Janssen 2011). En ese mismo afio fue incluido también en el Convenio de
Rotterdam sobre Procedimiento de Consentimiento Fundamentado Previo Aplicable
a Ciertos Plaguicidas y Productos Quimicos Peligroso Objeto de Comercio
Internacional. Este convenio tiene como finalidad prevenir los riesgos asociados con
la importacion y exportacion de estos productos quimicos y garantizar que los
paises reciban informacién completa y previa sobre los riesgos de los productos
quimicos peligrosos (Landeros et al, 2018; Singh et al, 2014).

2.2.4 Endosulfan en México

En México el endosulfan fue utilizado a gran escala principalmente en el control de
plagas en cultivos de café y en cultivos de alfalfa, algoddn, berenjena, brocoli,
calabaza, cebada, chile, ciruelo, frijol, jitomate, lechuga, maiz, manzana, meldn,
pepino, hortalizas, maiz, trigo, cana de azucar, arboles ornamentales y frutales,
tabaco, entre otros (Lema 2011).

Para el afno 2010, México se encontraba entre los principales consumidores
mundiales de endosulfan, lo que indica su amplia utilizacién en el pais. Datos
recopilados por la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), en su catalogo de plaguicidas, asi como el Pesticide Action Network
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(PAN), revelaron que el endosulfan estaba registrado en México como un
insecticida/ acaricida de categoria toxicoldgica Il, destinado tanto a uso agricola
como industrial. Hasta septiembre de 2016, se contabilizaron hasta 47 registros de
productos comerciales que contenian endosulfan (Atenodoro 2017).

En un reporte emitido por la Coordinacion General de Contaminaciéon y salud
Ambiental del Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico, durante el periodo
que comprende del 2010 al 2013 se importaron 1, 422.8 toneladas de endosulfan,
lo que representa un valor de 8.4 millones de dolares. Los paises de los cuales se
importé endosulfan a México fueron India (75.8%) e Israel (24.2%) (Atenodoro
2017).

El anuncio en 2011 de la eliminacion gradual del uso de endosulfan en productos
agroquimicos, marco un paso significativo en la regulacion de este plaguicida en el
pais. Lo que resultd en la prohibicién total de su uso para fines agricolas. Sin
embargo, existen reportes recientes en los que se ha detectado endosulfan en
distintos cultivos en México, a pesar de los acuerdos internacionales que indican
que deberian estar prohibidos en el pais debido a sus efectos adversos para la salud
y el medio ambiente (Garcia-Hernandez et al, 2021; Jimenez-Torres et al, 2016;
Polanco Rodriguez et al, 2019). Adicionalmente, en una investigacion realizada por
Diaz Vallejo y colaboradores indican que los limites maximos de residuos
establecidos en ciertas regiones tienden a ser menos rigurosos en comparacion con
los estandares establecidos en la Union Europea, por ejemplo. Por lo que implicaria
una mayor exposicion a plaguicidas en alimentos, lo cual conlleva un riesgo elevado
para la salud de los consumidores (Diaz-Vallejo et al, 2021).

Lo anterior podria estar relacionado con una falta de asistencia técnica para los
agricultores y un proceso regulatorio deficiente por parte de las autoridades

sanitarias.
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2.2.5 Biodegradacion de endosulfan

El término degradacion biologica o biodegradacion se entiende como un proceso
mediante el cual, compuestos organicos como el endosulfan son convertidos en
formas mas simples y menos prejudiciales para el ambiente. Se realiza a través de
procesos metabolicos como la digestion o asimilacion propias de microorganismos,
como bacterias, hongos o levaduras (Cabrera 2020; Joutey et al, 2013).

El proceso de biotransformacion de endosulfan involucra la modificacion de la
estructura quimica del compuesto organico inicial, lo que resulta en la perdida de
una propiedad especifica, a través de reacciones de oxidacion, reduccion e
hidrolisis, como se muestra en la Figura 4. Posteriormente, estos productos son
transformados en azucares y aminoacidos, los cuales son mas solubles en agua,
hasta la conversién de moléculas mas simples, por procesos de oxidacion o
reduccion. Estas moléculas pueden incluir diéxido de carbono, sales y agua. Este
proceso de transformacion completa del endosulfan en componentes inorganicos
se conoce como mineralizacion. Si el proceso es realizado en condiciones de tipo
aerobico implica que las reacciones quimicas de descomposicién son realizadas
utilizando oxigeno como aceptor final de electrones (Ortiz-Hernandez et al, 2013).
En el caso especifico del endosulfan, su biotransformacion conduce a la generacion
de metabolitos, entre ellos el endosulfan sulfato y endosulfan diol (Kataoka et al,
2013). Estos metabolitos representan una fase fundamental en el ciclo ambiental
del endosulfan, evidenciando la forma en las que los microorganismos presentes en
el entorno pueden modificarlo. En la naturaleza, existen comunidades microbianas
que se encuentran presentes en el suelo, generalmente suelen ser mezclas de
diferentes cepas de microorganismos que interactian de manera sinérgica o
antagonica, llevando a cabo procesos metabolicos coordinados, al implica una
transferencia coordinada de sustratos y productos conocido como cooperacion
metabdlica (Bhatt et al, 2021; Katsuyama et al, 2009).
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Por otro lado, existen reportes acerca de la influencia de dextrosa, metanol o
glucosa como fuentes de carbono adicionales para promover o aumentar la
degradacioén de endosulfan (Bhattacharjee et al, 2014; Li et al, 2009).

| Biotransformacion | Mineralizacién* |
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Figura 4. Proceso de biodegradacion de endosulfan; produce la biotransformacion en metabolitos y en algunas ocasiones
la mineralizacion del compuesto*.

2.2.6 Metabolitos de endosulfan

Existen dos mecanismos principales de degradacion de endosulfan: la oxidacion
que es el resultado de la accidn de sistemas quimicos y la hidrdlisis, que ocurre a
través de procesos biolégicos (Bajaj et al, 2010; Rand et al, 2010). Alternativamente,
mediante la biodegradacion microbiana de endosulfan se puede hidrolizar a
endosulfan diol en condiciones alcalinas. Este compuesto se puede convertir en
endosulfan éter o endosulfan hidroxiéter para formar endosulfan lactona y al
hidrolizarse produce hidroxicarboxilato de endosulfan (Kataoka et al, 2013; Kullman
et al, 1996). Estas diversas vias de degradacion de endosulfan dan como resultado
la desulfuracion del compuesto (Singh et al, 2017).

En la Figura 5, se muestra la biotransformacion de endosulfan por diferentes
microorganismos y las enzimas involucradas en cada una de las vias de
degradacion. Por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa 'y Burkholderia cepacia forman
endosulfan diol a partir de endosulfan y lo pueden transformar a endosulfan éter o
hidroxiéter por accion de las enzimas hidrolasa y deshidrogenasa, respectivamente,
para posteriormente formar el metabolito endosulfan lactona, e hidrolizarlo a
endosulfan hidroxicarboxilato. Adicionalmente, Stenotrophomonas maltophilia,
Rhodococcus erythropolis 'y Arthrobacter sp. oxidan endosulfan (endosulsan

monooxigenasa) para formar endosulfan sulfato y transformarlo hasta endosulfan
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monoalcohol por accién de dos enzimas mas, una monooxigenasa y una sulfatasa.
(Sutherland et al, 2004; Valerie Klema 2007; Weir et al, 2006).

Existen reportes de microorganismos como Bacillus subtilis, Achromobacter spanius
Bacillus pseudomycoides, o Peribacillus simplex en donde se ha reportado la
formacion individual de algunos metabolitos como: endosulfan lactona, endosulfan
diol o endosulfan éter en pero hasta el momento, la ruta de degradacién no ha sido
completamente caracterizada (Ahmad 2020; Casanova et al, 2021; Ishag et al,
2017).
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Figura 5. Rutas de degradacion reportadas por diferentes microorganismos. Adaptada de la
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2.2.7 Estrategias para la remediacion de endosulfan del
ambiente

Ante los problemas derivados del uso excesivo del endosulfan, en el ambito
agricola, resulta importante desarrollar estrategias para garantizar su eliminacion
del ambiente. Esto abarca no solo al tratamiento de areas contaminadas, sino
también la remediacion de sitios contaminados.

Entre las tecnologias existentes se encuentran las que aplican tratamientos fisicos,
como filtros de adsorciéon con carbdn activado y percolador. Los tratamientos
quimicos los cuales involucran reacciones de hidrolisis y redox catalizadas por la
superficie de las particulas del suelo como arcillas, 6xidos metalicos, iones
metalicos, entre otros, un ejemplo de esta tecnologia es la fotocatalisis heterogénea
que ha sido reportado previamente en la degradacion de endosulfan, este proceso
de oxidacion avanzado utiliza compuestos inorganicos como el TiO2 o Fe2(MoOa)s,
como catalizadores (Calderdn 2017; Landeros et al, 2018; Parveen et al, 2020). Sin
embargo, este tipo de procesos pueden desencadenar reacciones quimicas que
pueden generar contaminacion secundaria (Carpi 2011). En comparacién con estos
meétodos, la biorremediacion no requiere el uso de otros compuestos, lo cual
conlleva a la generacion de productos de degradacién generalmente mas simples y
menos prejudiciales, por lo tanto generan menor impacto ambiental (Subashini et
al, 2010). La biorremediacién es el proceso mediante el cual los microorganismos
degradan o transforman compuestos toxicos en formas menos toxicas a través del

empleo de microorganismos como agentes de degradacion (Kuddus 2018).

2.2.8 Microorganismos asociados a la degradacion de
endosulfan

Se ha reportado el uso de diferentes microorganismos como agentes en la
degradacion de endosulfan (bacterias, hongos, algas) (Ahmad 2020; Bhalerao
2012; Casanova et al, 2021; Lee et al, 2003; Sethunathan et al, 2004). Este proceso

no solo depende de la presencia de microorganismos con enzimas que propicien la
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degradacion sino también de una amplia gama de parametros ambientales, como
el pH, la temperatura, la humedad, la estructura del suelo, los nutrientes, el
contenido de oxigeno (Bhattacharjee et al, 2014; Sharma 2020).

Generalmente, los estudios de biodegradacion son realizados mediante el
aislamiento de microorganismos presentes en suelos con historial de exposicion al
endosulfan (Casanova et al, 2021; Siddique et al, 2003).

En este trabajo, nos centraremos exclusivamente en la informacion relacionada con
la degradacion bacteriana, ya que es la mas relevante para los objetivos de esta
investigacion.

La diversidad metabdlica de las bacterias es sustancialmente mayor que la de los
organismos superiores como animales, plantas, hongos, etc. debido a que suelen
adaptarse constantemente a entornos de estrés (Ortiz-Hernandez et al, 2013). Esta
adaptabilidad ha llevado a cambios significativos en sus rutas metabdlicas,
permitiendo utilizar nuevos sustratos para su crecimiento y al mismo tiempo eliminar
sustancias toxicas (Guerrero Ramirez et al, 2023). La eficiencia catalitica de las
bacterias frente a sustratos persistentes en el ambiente se atribuye a la notable
plasticidad de su metabolismo (Diaz 2004; Umamaheswari et al, 2010). Algunas
investigaciones relacionadas con la capacidad de bacterias referente a degradar
endosulfan se sefalan a continuacion.

De una region de Iran con historial de uso de plaguicidas fueron aisladas cinco
cepas bacterianas de los generos: Klebsiella, Acinetobacter, Alcaligens,
Flavobacterium y Bacillus, que demostraron la capacidad de degradar endosulfan
hasta el 90% (4.9x10 a 2.14x10°° mg/L/dia) (Kafilzadeh et al, 2015). Durante ese
estudio, se observo la formacion de endosulfan diol, endosulfan lactona y edosulfan
éter. En otro contexto, Ozdal y colaboradores en el afio 2016, aislaron a
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Bacillis atrophaeus,
Citrobacter amolonacitus y Acinetobacter Iwoffi, de cucarachas que se encontraban
en entornos contaminados con endosulfan, logrando una tasa de degradacion de
5.67-8.85 mg/L dia (Ozdal et al, 2016).

Recientemente, se aisl6 a Pseudomonas sp., de suelos contaminados en

Meenambur, Tamil, India, con una tasa de degradacion de endosulfan de 2.85 mg/L
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dia. Aunque no se realizo la identificacion de metabolitos se evidencio la capacidad
de degradacion (Sakthivel et al, 2022). Por otro lado, en una investigacion en donde
se identific6 a Achromobacter xylosoxidans como una cepa capaz de utilizar
endosulfan como fuente de carbono o energia, su tasa de degradacion de
endosulfan fue de 1.31 a 3.15 mg/L, se detectaron los metabolitos endosulfan diol y
endosulfan éter (Li et al, 2009).

A pesar de las multiples investigaciones desarrolladas entorno a la biodiversidad de
agentes que degradan endosulfan existe muy poca informaciéon acerca de las
enzimas y las rutas metabodlicas que participan en estos procesos. La
caracterizacion de dichas enzimas implica conocer las rutas metabdlicas
especificas que conducen a la degradacion de endosulfan, lo que resulta esencial
para el disefio de estrategias efectivas en la biorremediacion.

En el afio 2019 Sutherland y colaboradores, realizaron el aislamiento de la cepa
bacteriana Mycobacterium, en donde describieron la presencia de una
monooxigenasa dependiente de flavina denominada Esd, que tiene la capacidad de
degradar B-endosulfan, transformandolo en monoaldehido y posteriormente en
hidroxiéter de endosulfan (Sutherland et al, 2002). En un estudio alterno describen
el aislamiento y la caracterizacion de la enzima Ese, de la bacteria Arthrobacter sp.,
capaz de degradar endosulfan y endosulfan sulfato. Ademas, un grupo de
investigacion ha evidenciado el potencial de la enzima CotA de Bacillus subtilis
Ps209 para degradar endosulfan (Singh et al, 2019).

Por otro lado, en algunos estudios donde se aplican tecnologias in silico basado en
la similitud estructural, se revel6 que la bacteria Bacillus megaterium codifica la
enzima CYP-BM3. La similitud funcional fue estudiada a nivel organismo y se
demostré que B. megaterium puede degradar endosulfan, como lo hace la enzima
CYP-2B6 en el sistema humano. Asi mismo, se reporté a partir del cribado de
enzimas in silico con potencial para degradar endosulfan y endosulfan sulfato
identificando a la enzima fenol hidroxilasa, 1PNO de la cepa fungica Trichosporon
cutaneum (Seralathan et al, 2014).
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El uso de métodos in sillico ha revolucionado los procesos de biorremediacion al
proporcionar herramientas bioinformaticas avanzadas. Entre estas herramientas se
incluyen bases de datos (ExPASY, BRENDA, KEGG, Enzyme, NCBI), sistemas de
prediccion de toxicidad quimica (VirtualToxLab, TOPKAT, Ecological Structure
Activity Relationships), sistemas de prediccion y acoplamiento molecular (AutoDock
vina, DOCK, SEED), asi como secuenciacion de préxima generacion (Roche/454,
lllumina/Solexa, SOLiD/Life/APG), entre otros.
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3 ANTECEDENTES DIRECTOS

En un estudio previo se aislaron siete cepas bacterianas de una region horticola
conocida como “Cinturén horticola Platense” en Buenos Aires, Argentina, donde se
siembra tradicionalmente desde hace mas 20 afos cultivos de tomate, pimiento,
berenjena, perejil, brocoli, col, lechuga, alcachofa entre otros, con uso intensivo de
plaguicidas organicos e inorganicos incluyendo el endosulfan (Casanova et al,
2021).

A partir de muestras del suelo fueron aisladas seis cepas bacterianas: Psudomonas
putida, Enterobacter Cloacae, Achromobacter spanius, Bacillus subtillis, Peribacillus
simplex y Bacillus pseudomycoides. Estas cepas fueron sometidas a ensayos
donde se evalué su capacidad de degradacion de endosulfan. Obteniendo tasas de
degradacion expresadas en mg/L/dia de 2.80, 5.58, 5.43, 4.79, 519 y 2.66,
respectivamente, partiendo de una concentracion inicial de 20 mg/L (14 mg/L de a-
endosulfan y 6 mg/L de B- endosulfan). La mayor tasa de degradacion fue
observada por E. cloacae que fue aproximadamente el doble a la de P. putida y B.
pseudomycoides. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas (P=0.05)
entre E. cloacae, A.spanius, P. simplex y B. subtilis (Casanova et al, 2021).
Adicionalmente, la identificacion de metabolitos revelo la formacién de endosulfan
diol y endosulfan éter en Pseudomonas putida y Bacillus pseudomycoides, aunque
también se reportd que Bacillus subtilis biotransformd endosulfan hasta endosulfan
lactona, uno de los metabolitos que se encuentra hacia el final de las rutas de
degradacion reportadas y que confirmd vias hidroliticas por dicho microorganismo
en presencia de endosulfan (Casanova et al, 2021).

Bacillus subtillis es una bacteria Gram- positiva, perteneciente al phylum firmicutes,
produce endosporas que le permiten la supervivencia en entornos extremos como
calor o desecacion. Al encontrarse normalmente en el suelo es expuesta a
condiciones de estrés, donde son comunes largos periodos de sequia y privacion
de nutrientes (Losick 2020). Por ende, se le reconoce como uno de los

microorganismos mas relevantes en el ambito agricola, principalmente porque se
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ha comprobado su eficacia como promotor del crecimiento e inductor de resistencia
ante diversas formas de estrés en las plantas (Gonzalez-Le6n et al, 2023).

Entre las seis cepas bacterianas mencionadas anteriormente, Bacillus subtillis surge
como el micoorganismo mejor estudiado lo cual lo convierte en un organismo
modelo. En 1958, la cepa 168 de B. subtillis exhibié competencia genética natural,
revelando que puede adquirir ADN del entorno de manera eficiente, facilitando su
manipulacion genética y por lo tanto contribuir en su estudio a nivel molecular y
genético (Harwood et al, 2013).

Estas caracteristicas hacen de B. subtillis un organismo prometedor para ser
empleado en procesos de biorremediacion, como lo ha evidenciado su presencia en
diversas investigaciones al respecto. Dentro de las cuales se incluyen la
transformacion de metales como el cromo hexavalente (Cr6), Niquel, Cobre,
Manganeso, entre otros, asi como aceites, hidrocarburos, tintes textiles,
plaguicidas, entre otros (Katkar et al, 2021; Kumar et al, 2014; Purnomo et al, 2020;
Wang et al, 2019). Dicho proceso puede ocurrir a través de procesos donde los
metales son adsorbidos en la superficie de las paredes celulares bacterianas, a
través de intercambio idnico y adsorcion fisica causada por interacciones
intermoleculares (Rocco et al, 2023). Aunque también esta relacionada con el
crecimiento de las plantas, a través de metabolitos, enzimas y genes especializados
o la exclusion de patdgenos (Dhankhar et al, 2020; Hashem et al, 2019; Liu et al,
2020).

Con el propésito de profundizar en la comprension de la degradacion de endosulfan
por parte de B. subtilis, el presente estudio tiene como objetivo principal identificar
los mecanismos que intervienen en este proceso. Esto implica explorar los
metabolitos generados, las enzimas involucradas y los genes que desencadenan

esta transformacion.
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4 HipoTesis

A partir de la identificaciéon de los metabolitos producidos por B. subtilis en la
degradacién de endosulfan, es posible asociar reacciones metabdlicas, que
incluyen a las enzimas y los genes involucrados, permitiendo asi proponer una ruta

de biotransformacion de dicho compuesto.

5 OsJeTIVO

5.1 Objetivo general

Proponer una ruta de degradacion y transformacion de endosulfan por B. subtilis,
evaluando su degradacion, identificando lo metabolitos intermediarios y midiendo la
afinidad de estos con las enzimas involucradas, de forma experimental y

computacionalmente.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de degradaciéon de endosulfan por Bacillus
subtilis a través de la cuantificacion de endosulfan residual por GC-
MS.

o Identificar experimentalmente los metabolitos involucrados en la
degradacién de endosulfan por Bacillus subtilis, comparandolos con
los espectros de masas contenidos en la biblioteca NISTO05.

e Identificar in silico las enzimas involucradas en la degradaciéon de
endosulfan por Bacillus subtillis a través de la anotacion y analisis del
genoma del microorganismo.

e Evaluarin silico la afinidad del complejo enzima-metabolito por analisis

de acoplamiento molecular.
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e Proponer una ruta de degradacion utilizada por Bacillus subtillis para
degradar endosulfan a partir de una busqueda en la literatura de
enzimas que realicen la misma funciéon enzimatica que las reportadas
para la degradacién de endosulfan, la identificacion de las enzimas del
genoma de B. subtilis y los intermediarios de degradacion

(metabolitos).

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos y medios de cultivo

Para los ensayos de degradaciéon se utiliz6 endosulfan (Sigma Aldrich, grado
analitico), isémeros a 'y B, 7:3 v/v, 98.35% de pureza, el cual se disolvié en hexano.
Los solventes utilizados durante la extraccion fueron hexano y diclorometano, grado
HPLC 99.9% (Burdick & Jackson).

Para la aclimatacion de las cepas y la preparacion del indculo se utilizé medio LB,
que contiene peptona de caseina, extracto de levadura y cloruro de sodio, las
concentraciones se muestran a continuacion en la Tabla 3. Mientras que en la Tabla
4 se muestra la composicion del medio mineral utilizado en los ensayos de

degradacion.
Tabla 3 Composicion de medio cultivo LB, basado en la formulacion Lennox.
Compuesto Cantidad (g/L) Marca
Peptona de caseina 10 BD BIOXON
Extracto de levadura 5 BD BIOXON

Cloruro de sodio 5 Fermont
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Tabla 4 Composicion de medio mineral

Compuesto Cantidad (g/L) Marca
Naz:HPO4 5.97 JT BAKER
CaClz-H20 0.01 LABKEM
KH,PO4 2.27 Fermont
(NH4), SO4 0.99 JT BAKER
FeSO4-7H.0 0.025 Sigma Aldrich
MgSO4:-7H20 0.5 HANNA instruments

6.2 Microorganismos

La cepa utilizada para las pruebas de degradacion fue Baillus subtillis del laboratorio
de Bioprocesos de la UAM Cuajimalpa, aislada del “Cinturén horticola platense” (S
34° 51' 23,897", O 58° 16' 19,198") de la localidad de La Plata en Argentina, sitio
con historial de uso de plaguicidas, la cual fue identificada mediante el alineamiento
de la secuenciacion del 16S rRNA (MZ147606) (Casanova et al, 2021).

6.3 Aclimatacion de la cepa

B. subtilis fue inoculado en un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenia 200 mL
de medio LB, a partir de un volumen de 2 mL de la cepa preservada en glicerol, asi
mismo se adiciond una concentracion inicial de 5 mg/L de endosulfan y se incubd
durante 72 horas a 150 rpm y una temperatura de 30°C, la concentracién de
endosulfan se incrementé cada 72 horas hasta alcanzar una concentracién maxima
de 20 mg/L.

6.4 Preparacion del indculo

Una vez aclimatada la cepa, se sometio a un proceso de centrifugacion a 10000 rpm
durante 10 minutos, seguido de una resuspension en 20 mL de agua destilada y
estéril. Este procedimiento se repitio tres veces bajo las mismas condiciones con el
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propdsito de lavar las células y eliminar residuos de medio de cultivo y endosulfan.
La solucién final fue utilizada como inéculo en los ensayos de degradaciéon que se

describen a continuacion.

6.5 Ensayos de degradacion

Las pruebas de degradacion se realizaron por duplicado, para evaluar la capacidad
de transformacion y mineralizacion de endosulfan por B. subtilis, en matraces de
125 mL, recubiertos con papel aluminio para prevenir la fotodegradacion. Se
mantuvo un espacio cabeza de 95 mL y las condiciones de incubacion fueron:
temperatura de 30°C y agitacion de 150 rpm.

Los ensayos de degradacién contenian 27 mL de medio mineral, y endosulfan como
unica fuente de carbono con una concentracion de 20 mg/L, es decir 14 mg/L y 6
mg/L de a- endosulfan y - endosulfan, respectivamente. También se adicionaron 3
mL de inéculo que contenia a la cepa Bacillus subtillis. A cada uno de estos ensayos
se le implementaron controles enddgenos y abidticos. Los controles enddgenos
incluyeron medio mineral (27 mL) con el indculo (3 mL). Por otro lado, los controles
abidticos contenian unicamente medio mineral (30 mL) y endosulfan (a la misma
concentracion que los experimentos).

La evaluacion de los ensayos se realizd en dos etapas, la primera fase consistio en
interrumpir los ensayos a distintos intervalos de tiempo, permitiendo el registro
detallado de la biotransformacion de endosulfan en sus diversos metabolitos a lo
largo del experimento. En la segunda fase, se extendié el monitoreo de los ensayos
hasta que se alcanzo el punto donde no se observaron cambios en la produccion
de diéxido de carbono (CO.).

Los parametros que se cuantificaron fueron CO2, biomasa, cuantificacion de
endosulfan residual, identificacion de metabolitos y las metodologias analiticas

utilizadas se describen a continuacion
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6.6 Técnicas analiticas

6.6.1 Cuantificacion de CO;

La cuantificacion de CO:2 se utilizé como una medida indirecta de la actividad
metabdlica de B. subtillis. Se tomaron muestras de 100 uL del espacio cabeza de
los matraces y se sometieron a analisis mediante cromatografia de gases en un
equipo GOW-MAC series 550, EE. UU. Este dispositivo estaba equipado con un
detector de conductividad térmica y una columna concéntrica CTR1 marca Altech
de EE.UU. Se utilizé Helio como gas acarreador y las condiciones de analisis
incluyeron las siguientes temperaturas: detector a 115°C, inyector a 50°C y la
columna a 40°C. El modelo sigmoidal de Gompertz fue utilizado para ajustar la
produccion de CO- de B. subtilis y poder calcular su productividad maxima (Tjarve
et al, 2017).

6.6.2 Determinacion de biomasa

La biomasa fue cuantificada mediante la técnica de peso seco. Para ello, se filtro el
contenido de cada matraz utilizando membranas de nylon con un tamafno de poro
de 0.45 um, las cuales fueron previamente pesadas y secadas en la estufa por al
menos 24 horas. Con el objetivo de garantizar que no queden restos de endosulfan
en las membranas, se realizaron lavados con diclorometano. Posteriormente, las
membranas fueron sometidas a un proceso adicional de secado a 50°C hasta
obtener peso constante. La cantidad de biomasa producida se calcul6 mediante la
diferencia ente los pesos final e inicial de las membranas.

6.7 Cuantificacion de endosulfan e identificacion de
metabolitos
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6.7.1 Extraccion liquido-liquido

La fase liquida recuperada después de la filtracion se sometié a un procedimiento
de extraccion liquido-liquido, conforme el método EPA-3510 (US Environmental
Protection Agency 1996). Para el cual se adicionaron 33 mL de diclorometano,
seguido de agitacion magnética, durante 10 minutos. Tras este tiempo, las muestras
se transfirieron en un embudo de separacién en donde se mantuvieron en reposo
hasta evidenciar la separacion de fases organica y acuosa (10-20 min). La fase
organica fue recuperada mediante filtracion utilizando un embudo al que se adecud
un papel filtro que contenia sulfato de sodio anhidro, asegurando asi la eliminacién
de cualquier rastro de humedad, que pudiese interferir con los analisis posteriores.
A continuacion, el solvente del extracto fue cambiado a hexano por rotoevaporacion,
(temperaturas de 35°C y 50°C) y su posterior concentracion hasta alcanzar un
volumen final de 10 mL, de acuerdo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Ramos y colaboradores (Hernandez-Ramos et al, 2019).

6.7.2 Cuantificacion de endosulfan e identificacion de
metabolitos

Los extractos concentrados fueron analizados mediante el método EPA 8270D
mediante cromatografia de gases acoplada a un espectro de masas (Agilent 6890
N, MSD 2975B, EE.UU.) con una columna capilar SGE de 5 MS. Las temperaturas
inicial y final del horno fueron 90°C y 250°C; la temperatura se aument6 a una
velocidad de 5°C/ min, utilizando Helio como gas acarreador. La temperatura del
detector e inyector fue de 250°C y 220°C, respectivamente.

Para el analisis de metabolitos, se realiz6 un método de escaneo de los iones el
rango de 50 a 450 z/m a 70 eV. La identificacion se realizd comparando los
espectros de masas con los contenidos en la la biblioteca de espectros de masas
NISTO5 del afio 2005.
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6.8 Extraccion de ADN genomico

Para la extraccion de ADN se cultivdé biomasa de B. subtillis en 200 mL de medio
LB, se incubd durante 3 dias a una temperatura de 30°C y una agitacion constante
de 150 rpm. Posteriormente, se procedio a realizar la extraccion del ADN gendmico,
empleando el kit de extraccidon del suelo Presto ™, siguiendo rigurosamente las
instrucciones del fabricante.

La pureza del ADN extraido se evalué mediante la medicién de la absorbancia
utilizando un espectrémetro Nanodrop 2000. Para asegurar la integridad del ADN,
se llevé a cabo una prueba de electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% usando
100mL de buffer TBE (Hames 1998).

La secuenciacion del genoma completo fue realizada por la empresa Analitek life a
través de una corrida de la secuenciacion lllumina Miseq v2 Micro “paired ended”

en un dispositivo lllumina Miseq con 300 ciclos.

6.9 Analisis de la secuencia

Los siguientes analisis de la secuencia y la manipulacion de datos fueron realizados
a través de las narrativas de la plataforma Kbase (Arkin et al, 2018).

6.9.1 Analisis de calidad de la secuencia de ADN

Se utiliz6 el software FastQC (FasTQC v0.12.1) para evaluar la calidad y la
integridad de los datos generados en la secuenciacién del genoma completo de B.
subtilis.

Posteriormente, se empled la herramienta Trimmomatic (Trimmomatic v0.36) para
llevar a cabo un proceso de filtrado y ajuste de las lecturas (trimming), eliminando
secuencias de baja calidad o adaptadores generados a partir de las librerias, que
podrian sesgar la informacion y comprometer la interpretacion precisa durante los

analisis subsecuentes (Bolger et al, 2014).
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6.9.2 Ensamble

Dado que las lecturas de ADN se encuentran fraccionadas en secuencias cortas
desordenadas, se necesita un proceso de armado para superponerlas y unirlas en
una sola secuencia. Para ello se emplearon tres herramientas diferentes: IDBA-UD
(v1.1.3), SPAdes (v3.15.3), y MEGA HIT (v1.2.9) (Li et al, 2015; Peng et al, 2012;
Prijibelski et al, 2020). Los estadisticos N50, N75 y L50 fueron comparados , para
la validacion de este ensamble (Ismail 2023).

De manera general, el estadistico N50 representa la longitud de la secuencia para
la cual el 50% de todas las bases de la secuencia se encuentra en fragmentos o
contigs de igual o mayor longitud. El estadistico N75, tiende a ser similar al N50, sin
embargo, representa el porcentaje acumulado hasta el 75% de las bases en lugar
del 50%. Por otro lado, el estadistico L50, representa el niumero minimo de contigs
que suman al menos el 50% de todas las bases en el ensamble, lo cual

complementa la informacién proporcionada por N50.

6.9.3 Perfil taxondmico

La relacion taxondmica de la secuencia se realizd a partir de la herramienta
GOTTCHAZ2 (v2.1.7). Utilizando la secuencia ya ensamblada como dato de entrada
y comparando sus similitudes con la base de datos de referencia (Freitas et al,
2015).

6.9.4 Anotacion

Para la anotacion inicial, los contigs (secuencias unidas a partir de las lecturas
obtenidas de la técnica de secuenciacion) ensamblados se sometieron a un analisis
en el servidor RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (v1.073)(Aziz
et al, 2008). Ademas, para una caracterizacion mas detallada de la secuencia, se
empled la herramienta antiSMASH, que permite la identificacion rapida, anotacién y
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analisis de grupos de genes relacionados con la biosintesis de metabolitos
secundarios (Blin et al, 2023).

6.10 Acoplamiento molecular

Para poder realizar el acoplamiento, se partié de una busqueda de enzimas con
actividad catalitica similar a las encontradas en la ruta de degradacion de
endosulfan propuesta en la literatura, utilizando la base de datos del KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), dentro del genoma bacteriano de B. subtillis
gue se encontraba depositada en la base de datos del NCBI.

Posteriormente, se empled la plataforma Dogsitescorer para realizar la busqueda
de los aminoacidos que conforman el sitio de unién de las enzimas involucradas.
Para realizar el acoplamiento molecular se utilizé la herramienta Autodock vina en
la cual se usaron como ligandos la estructura de los metabolitos endosulfan diol,
endosulfan éter, endosulfan hidroxiéter y endosulfan lactona. Debido a las
variaciones de la posicion de inicio que es aleatoria los resultados cambian en cada

iteracion, por lo que se tomd en cuenta un promedio de 100 procesos.

Los resultados acompafiados de una breve descripcion y discusion, se muestra en
la seccion 7. Mientras que la seccidon 8 ofrece una discusion integral de los
resultados alrededor del objetivo general de proponer una ruta de degradacion de
endosulfan por B. subtilis.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aclimatacion de B. subtilis a endosulfan
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La observacion de la turbidez del frasco donde se cultivé a B. subtilis demostré que
su maquinaria celular se adapté a crecer en concentraciones de hasta 20 mg/L de
endosulfan, en 72 horas.

Este comportamiento, explica que, cuando los microorganismos experimentan
exposicion ocasional a plaguicidas, se mantienen ciertas caracteristicas inducibles
(O'Keefe et al, 1988). Dichas caracteristicas se activan selectivamente en respuesta
a la presencia del plaguicida, facilitando asi la expresion del fenotipo adaptativo
frente a condiciones ambientales variables (Akbar et al, 2015).

Al respecto, se ha observado una induccién fisiolégica de la tolerancia de
plaguicidas después de una baja exposicion a estos y, por el contrario, cuando los
microorganismos experimentan una exposicion a lo largo de multiples
generaciones, los efectos resultan en un aumento de la tolerancia que,
eventualmente se manifiesta de manera constitutiva. Este ultimo desarrollo culmina
en una adaptacion genética, donde las caracteristicas que promueven la
supervivencia en presencia de endosulfan y se expresan finalmente, resultando en

una adaptacion genética (Siddique et al, 2021).

7.2 Actividad microbiana de B. subtilis

Una estrategia implementada para monitorear la degradacién de este compuesto es
a través de la cuantificacion del CO:2 producido a través del tiempo, tal y como se
representa en la Figura 6, la actividad de Bacillus subtillis durante 792 horas.

Hasta las 300 horas las condiciones del experimento y del control enddgeno
muestran un comportamiento muy similar. Posteriormente, el experimento inicia la
fase exponencial y se alcanza una produccion de CO2 maxima de 12 + 3.98 mg. Es
decir, 0.024 £ 0.007 mg de CO2 por hora (considerando la fase exponencial del
experimento, 505.37 h), en comparacion con los 0.078 + 0.001 mg de CO- por hora
producidos del control enddégeno. Este cambio sugiere una actividad microbiana
mayor en el experimento de 5 veces mas, evidenciando la capacidad de Bacillus

subtilis de utilizar endosulfan como fuente de carbono y mineralizarlo.
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Los balances de carbono resultaron en una mayor cantidad en la salida (tres veces
mas que a la entrada) lo cual se puede asociar a la presencia residual de hexano,
solvente que se utilizé para la adicidn inicial de endosulfan. Lo anterior podria
deberse a dos posibles escenarios. Por un lado, debido a la utilizacion de las trazas
de hexano remanentes como fuente de carbono secundario (cosustrato). El otro
posible escenario, es la utilizacion del hexano por B. subtilis en un proceso de
cometabolismo, es decir, la utilizacion de un sustrato como fuente de energia y de

otro como fuente de carbono.
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Figura 6. Produccién de CO; por B. subtillis.( A ) control abidtico, (o) control endégeno y (m) experimento.
La linea de tendencia corresponde al ajuste de datos usando el modelo de Gompertz: a=12.154, xc=
232.5948 y k= 0.00748
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7.3 Degradacion de endosulfan

La Figura 7 muestra el perfil de degradacion de a-endosulfan y f-endosulfan hasta
aproximadamente 240 horas, considerando la concentracion inicial de 20 mg/L (14
mg/L de a-endosulfan y 6 mg/L de B-endosulfan). La degradacién de ambos
isdmeros aumento del 3% + 0.01 a las 24 horas y hasta el 39.40% + 0.56 a las 242

horas.

Conc. Endosulfan por isémero [mg/L]
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Figura 7. Perfil de degradacion de endosulfan hasta las 240 horas. a- endosulfan (), -

endosulfan (7). Cuantificacion final (792 horas) fue de 2.28 mg/L de a- endosulfan y 1.68 mg/L
de fendosulfan

Al final del experimento (792 horas) la degradacién de endosulfan fue de 97.60% +
1.15 para a- endosulfan y 69.45% * 5.75 para - endosulfan, mostrados en la Tabla
5. Lo cual indica una tasa de degradacion de 0.16 mg/L para el isdbmero o-
endosulfan y 0.135 mg/L para el isobmero B- endosulfan. Por el contrario, los
controles abidticos, mostraron un porcentaje de recuperacion de 76.35%, es decir
hubo perdidas de endosulfan de 23.65% que probablemente se originaron debido a
la manipulacidon de los experimentos, o a factores ambientales. Asi mismo, fue
calculada la tasa especifica de degradacion referenciadas a la biomasa producida

(mg endo/l_ /mg biomasa)-
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Tabla 5 Tasa de degradacion y % degradacion de endosulfan por la cepa B. subtilis

Isémero o Isémero f

Tasa de degradaf:lon total 0.16 + 0.01 0.135 + 0.02
[mg /L/ dia]

% de degradacion 97.60+5.9 69.45+9.4

En una investigacion realizada por Katkar y colaboradores en 2021, se reportaron
tasas de degradacion de 0.0057 mg/L/dia para el isomero a-endosulfan y 0.0035
mg/L/dia para isbmero B-endosulfan para B. subtilis, que utilizé6 endosulfan como
unica fuente de carbono. De tal manera que, los resultados obtenidos en este
estudio, son significativamente mayores, aproximadamente dos Oordenes de
magnitud a los reportados por Katkar y colaboradores (Katkar et al, 2021). Lo
anterior probablemente debido al tipo de medio mineral utilizado en dicho estudio,
conocido como BBM o Bold’s Basal Medium, medio normalmente utilizado para el
cultivo de microalgas y no especializado para el crecimiento bacteriano.

Al comparar este estudio con uno realizado anteriormente utilizando esta misma
cepa, se reportd una tasa de degradacion de 3.99 mg/L/dia para el isébmero a-
endosulfan, mientras que para el isobmero B- endosulfan fue de 1.55 mg/L/dia
(Casanova et al, 2021). Es decir, la capacidad de degradacioén de la cepa disminuy6
en dos 6rdenes de magnitud lo cual podria estar relacionado con que el tiempo entre
un estudio y otro fue de dos afos, y las caracteristicas metabdlicas de B. subtilis
vinculadas con la degradacion de endosulfan fueron afectadas, desencadenando
una disminucion en su eficiencia como agente de remediacion. En este sentido, la
degradaciéon de compuestos como el endosulfan a menudo implican procesos
metabdlicos que consumen energia y recursos (Baldwin et al, 1981) por lo que, en
entornos donde la presencia de este tipo de compuestos no es constante, los
microorganismos tienden a perder funciones metabdlicas asociadas, siguiendo la
regla de “lo que no se usa se pierde”, debido a un gasto energético sin fundamento

aparente (Hottes et al, 2013).
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7.4 Determinacion de biomasa producida

La cuantificacion de biomasa efectiva, es decir la biomasa generada exclusivamente
por B. subtilis al encontrarse en presencia de endosulfan, se realizé mediante la
correccion de la biomasa medida en los experimentos, a la que le fue restada la
biomasa producida en los controles enddgenos (sin endosulfan como fuente de
carbono). La produccion de biomasa efectiva de las primeras horas del experimento
se observa en la Figura 8, la biomasa inicial fue de 13.66 mg/L y se mantuvo en un
rango entre 15 mg/L £ 0.7 y 15.33 mg/L £ 0.033.
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Figura 8. Produccidn de biomasa efectiva generada hasta las 240 horas

Ademas, se determind que la biomasa efectiva producida al final de los
experimentos (792 horas) fue de 155 mg biomasa/L €n los experimentos y 185 + 0.002
Mg biomasa/L en controles enddgenos. Estos datos indicaron que la biomasa efectiva
generada fue de 30.833+ 0.001 mg/L.

Al relacionar dichos datos con la produccion de CO», en los controles enddgenos,
encontramos que B. subtillis pudo sobrevivir en el medio, mostrando cierta actividad
metabdlica. Sin embargo, en ausencia de una fuente de carbono, las células

bacterianas mantuvieron un estado de latencia sin experimentar un aumento
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significativo en la poblacion. Lo anterior destaca la adaptabilidad de B. subtilis y su
capacidad para ajustar su metabolismo segun la disponibilidad de carbono,
contribuyendo asi a la degradacion de endosulfan, tal y como se ha reportado en
otras investigaciones (Casanova et al, 2021; Jimenez-Torres et al, 2016).

7.5 Identificacion de metabolitos

Los productos de degradacion identificados a lo largo del experimento se muestran
en la Tabla 6. Cabe resaltar que compuestos volatiles como hidrocarburos, cetonas,
alcoholes, esteres, éteres y compuesto aromaticos, no son mostrados aqui ya que
no complementan la informacion de este estudio.

Durante el analisis se logré identificar a Azuleno, 2,2,3,4,5,6,7- octahidro-1,4
dimetill-7 y Acido benzenodicarboxilico bis(2-metilpropil) se encontraron en los
tiempos de retencion (TR) de 10.37 minutos y 19.84 minutos, respectivamente.
Azuleno, 2,2,3,4,5,6,7- octahidro-1,4 dimetill-7, con numero de registro CAS de
22567-17-5, es un compuesto bioactivo, reconocido como un bioinsecticida. Se ha
informado sobre sus sintesis a partir del extracto metandlico de compuestos
bioactivos de Eucalyptus citriodora y su efectividad contra Tribolium castaneum,
también conocido como escarabaijo rojo (Sahi 2016). El segundo compuesto (Acido
benzenodicarboxilico bis(2-metilpropil)), registrado con CAS de 084-69-5, se
encuentra reportado como un agente antimicrobiano sintetizado comunmente por
B. subtilis (Koilybayeva et al, 2023). La identificacion de este tipo de compuestos
contribuye a la compresion de los mecanismos de degradacion de endosulfan,
puesto que podria indicar que estos compuestos son producidos por el

microorganismo como una respuesta adaptativa, a condiciones estresantes.



Identificacion de mecanismos involucrados en la degradacion de endosulfan por Bacillus subtilis | 52

Tabla 6 Productos de degradacion identificados en la biotransformacion de endosulfan por B. subtilis

TR Compuesto Formula #CAS Calidad

10.37 min Azulene, 2,2,3,4,5,6,7- CisHz4 22567-17-5 90%
octahydro-1,4 dimethyl-7
19.84 min 1,2 Benzenedicarboxylic acid  C16H2204 084-69-5 90%
bis (2-methylpropyl) ester
20.15 min  4,7-methanoisobenzofuran,  CoHsClsO 003,369-52-6  92%
4,5,6,7,8,8-hexachloro-1,3,
3a,4,7,7a-hexahydro-
(endosulfan ether)
27.32 min  4,7-methanoisobenzofuran- C¢H4ClsO2 003,868-61-9  90%
1[3H]-one, 4,5,6,7,8,8-
hexachloro-3a,4,7, 7a-
tetrahydro-
(endosulfan lactona)
27.35 min Bicyclo (2.2.1) hept-5-ene ~ CgHgClsO2 002,157-19-9  86%
ene-2,3-dimethanol,
1,4,5,6,7,7-hexachloro-
(endosulfan diol)
TR= Tiempo de Retencion

Asimismo, se identificaron tres compuestos durante el analisis, que corresponden
segun su registro CAS a endosulfan éter, endosulfan lactona y endosulfan diol.
Dichos compuestos se identificaron con tiempos de retencion de 20.15 minutos,
27.32 minutos y 27.35 minutos, respectivamente, y porcentajes de calidad entre 86
%y 92%.

Como se menciond en el apartado 2.3, endosulfan éter, endosulfan lactona y
endosulfan diol se encuentran reportados en la degradacion de endosulfan. Puesto
que, ninguno de estos metabolitos fue detectado en los controles abidticos, fue
posible confirmar la biodegradacion del plaguicida por via hidrolitica. Asi mismo, el
endosulfan sulfato, metabolito mas persistente y recalcitrante que el endosulfan no
fue detectado en ninguno de los experimentos o controles, lo que corrobora la
preferencia de B. subtilis por utilizar la via hidrolitica de degradacién de endosulfan.
En la literatura, la formacién de endosulfan éter, endosulfan lactona y endosulfan
diol se ha reportado por B. subtilis. Por ejemplo, en una investigacion de Kumar y
colaboradores de 2013, se encontré que dicha cepa puede utilizar endosulfan como

unica fuente de energia y transformarlo a endosulfan diol y endosulfan lactona
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(Kumar et al, 2014). En otra investigacion llevada a cabo recientemente con una
cepa de B. subtilis aislada de un suelo de cultivo de citricos, no solo se reporta la
formacion de estos dos metabolitos, sino también de endosulfan éter (Ahmad 2020).
Sin embargo, la formacion de endosulfan diol, endosulfan lactona y endosulfan éter
también ha sido reportada por otros microorganismos, de manera que, endosulfan
éter es producido por cepas como: Pseudomonas spinosa, Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia, Bacillus pseudomycoides o Pseudomonas putida
(Casanova et al, 2021; Hussain et al, 2007). Aunque, Pseudomonas putida, y
Bacillus pseudomycoides, también se relacionan con la biotransformacion a
endosulfan diol al igual que, Achromobacter xyloxidans, Ochrobacterum sp., y
Burkholderia sp (Casanova et al, 2021; Kumar et al, 2008). En este sentido, la
formacién de endosulfan lactona se ha reportado por microorganismos como
Bordtella sp. Pseudomonas sp. Alkaligens faecalis, Achromobacter xylosoxidans,
entre otros (Mukherjee et al, 2019).

La presencia de una amplia variedad de microorganismos en el suelo y la
generacion de estos productos de degradacion pueden representar la
especializacion funcional de ellos en la degradacion de componentes especificos
del endosulfan. Ademas, estas interacciones pueden ser sinérgicas y cooperativas,
en donde la produccién de metabolitos por un grupo de microorganismos sirve como

sustrato para otros, acelerando la velocidad de biotransformacion.

/.6 Extraccion de ADN gendmico

La concentracion final de ADN fue de 176 ng/pul. Segun las mediciones de
absorbancia efectuadas en un espectrofotometro (nanodrop) que fueron
determinadas con una relacion de densidad éptica de 1.94 OD260nm /OD280nm, y
segun la literatura, dicho valor es aceptable ya que valores menores a 1.6 indicarian
contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas; por el
contrario, valores por encima de 2.1 indican la presencia de ARN en la muestra. En
este tipo de analisis es importante contar con una muestra lo mas pura posible para

no afectar los analisis posteriores (Olson et al, 2012).
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La electroforesis en gel de poliacrilamida al 0.8% (p/v), se muestra en la Figura 9,
dicho analisis permitid la valoracion de la integridad de la muestra de ADN. La
muestra sefialada al numero 2 corresponde a la muestra extraida de B. subifilis,
utilizada en el presente estudio, como se puede apreciar la banda se muestra
definida en la parte superior del gel, lo cual indica una buena integridad de la

muestra.

Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 0.8% (p/v). Marcador molecular 10 Kb. Carril
1, concentracion de la muestra 195.3 ng/ul, 0D1.92nm/0D2.33. Carril 2; concentracion de la
muestra 176.3 ng/ul, 0D1.94nm/0OD2.35. Carril 3; concentracidn de la muestra 176.3 ng/ul,
0D1.94nm/0D2.35. Carril 3; concentracion de la muestra 109.6 ng/ul 0OD2.192/0D1.103.

7.7 Analisis de calidad del resultado de la secuenciacion

La calidad de la secuenciacion se evalué mediante el analisis estadistico del error
intrinseco del proceso de secuenciacion, para la cantidad total de informacién
genética secuenciada de 38 Mega pares de bases (Mpb). El procesamiento y
evaluacion de la calidad de los datos a través de la herramienta FastQC, indico
256,196 lecturas de alta calidad.

En la Figura 10, se muestra la grafica de la distribucion de las puntuaciones de
calidad por secuencia, en la cual una proporcion significativa de las lecturas se
encuentran con una puntuacion de calidad de 35 o mas, es decir, poseen una tasa
de error baja del 0.03%, indicando que la preparacién de la muestra fue la
adecuada. Estas puntuaciones generalmente son registradas en la escala Phred,
que asigna un valor numérico a la calidad de la llamada base en funcion de la

probabilidad de que se produzca un error (Simons 2010).
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Quality score distribution over all sequences
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Figura 10. Distribucion de la calidad de las secuencias

Ademas, se mostr6 que el contenido promedio de G+C (nucleétidos
Guanina+Citosina) fue de 43%, el cual se encuentra representado en el pico central

de la gréafica de distribucion normal de secuencias de la Figura 11, es decir, el

numero de lecturas frente a la proporcion de bases G y C, respecto al total de
nucledtidos contenidos en el genoma. Lo anterior es relevante, ya que segun la
literatura, el apareamiento entre G y C (Guaninas y Citosinas) en las hebras de ADN
se encuentra estabilizado por tres enlaces de puentes de hidrégeno, mientras que
los apareamientos entre Ay T solo contienen dos (Hildebrand et al, 2010). Lo cual
hace que el enlace sea mas fuerte y por lo tanto mas resistente a la
desnaturalizacion. Es decir que a medida que aumenta el porcentaje de G+C, mayor
sera la temperatura necesaria para desnaturalizarlo (Aptekmann 2017). Cabe
destacar que esta informacion también funciona como una especie de huella dactilar
del microorganismo, puesto que el porcentaje variara dependiendo de la especie y
el género estudiado, en la literatura se reportan porcentajes de G+C entre 43y 47%
para B. subtilis (Akashi et al, 2013; Yu et al, 2012).
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GC distribution over all sequences

GC count per read
14000 Theoretical Distribution

12000
10000
8000
6000
4000

2000

]

0246811 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 83 87 Ol 95 99
Mean GC content (%)

Figura 11. Distribucion de GC de las secuencias

En la Figura 12 se muestran dos diagramas de tipo caja y bigote que presentan la
distribucion de las puntuaciones de calidad de las bases a lo largo de la longitud de
la secuencia, tanto antes (Figura 12a), como después (Figura 12b) de utilizar la
herramienta Trimmomatic para el filtrado de lecturas con el objetivo de mejorar la
calidad general de datos, para llevar a cabo este proceso de limpieza de “lecturas”
se fij6 el parametro leading y trailing para recortar bases con una calidad inferior a
3 al principio (extremo 5°) de las lecturas, también se especificé el Slidingwindow en
4:15, donde 4 se refiere al tamafo de la ventana, es decir el nimero de bases a
evaluar en una region especifica y que las bases menores a 15, fueron recortadas,
por ultimo se descartaron todas las lecturas cuya longitud final fue menor a 36
bases, después de aplicar el filtrado y recorte.
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En las graficas, el eje horizontal abarcé una longitud de 150 pares de bases (pb),
lo cual denota la posicion de las lecturas. Mientras que las puntuaciones de calidad
se muestran en el eje vertical, donde una puntuacion mas alta indica una mejor

calidad (valores Phred) de la base correspondiente.

Quality scores across all bases (Sanger/ llumina 1.9 encoding) Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Figura 12. Calidad de la secuencia por pb. Antes (a) y después (b) de utilizar la herramienta
trimmomatic. Diagrama de tipo caja y bigote. La caja representa el rango intercuartil (25-75%),
los bigotes superior e inferior (10% y 90%).

La representacion grafica se divide en tres segmentos de colores distintos: rojo,
naranjay verde, siendo este ultimo la region de mayor calidad. En este caso, ambos
conjuntos de datos (Figura 12a y Figura 12b) convergieron en la regién verde de la
grafica, indicando una calidad satisfactoria, lo cual indica que se realiz6 una buena

extraccion y la secuenciacion fue de alto rendimiento.

7.7.1 Ensamble

En la Tabla 7 se muestra la informacidon obtenida por los estadisticos de tres
herramientas diferentes de ensamble IDBA, SPAdes y MegaHIT. Un valor mayor de
N50 indica un ensamblaje mas preciso, debido a que una proporcion significativa de
las bases se encuentra contenida en contigs mas largos y por lo tanto mas
completos. Lo mismo sucede con el estadistico N75, sin embargo, para L50 se
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buscaron valores mas bajos, que indicaron el minimo de secuencias responsables
de la mitad de la longitud total. Al comparar estas herramientas, se seleccioné a
SPAdes debido a que respondié mejor a los factores N50, N75 y L50. En relacién
con el estadistico N50, se alcanzaron valores de hasta 1,027,590 asi como también
se registré el valor mas pequeno de L50, que fue de 2. Estos resultados hacen

referencia a una representacion completa y detallada de la informacion genética, lo
cual fue necesario para llevar a cabo una anotacion funcional precisa

Tabla 7 Ensamble comparando los estadisticos N50, N75 y L50 a partir de tres herramientas
diferentes (IDBA, SPAdes y MegaHIT)

Tipo de estadistico IDBA SPAdes MegaHIT
Estadistico N50 348,963 1,027,590 536,950
Estadistico N75 173,824 284,600 285,124
Estadistico L50 5 2 3

7.7.2 Perfil taxondmico

El analisis resultante generado mediante la herramienta GOTTCHA2 permitio

identificar la distribucién taxondmica de la secuencia a través de un grafico circular
de Krona ilustrado en la Figura 13.
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Figura 13 Clasificacion taxondmica generada por
GOTTCHA2
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Este analisis, indicd que el 93% de la secuencia presenta similitud con la base de
datos del microorganismo Bacillus subtilis. El porcentaje restante se distribuye entre
Bacillus siamensis (2%), Bacillus sp. MD-5 (1%), Staphyloccoccus epidermidis (3%).
Lo cual pudo haber sucedido debido a que la base de datos no contiene informacién
sobre todas las especies presentes en la muestra, por lo tanto, algunas secuencias
pueden no ser asignadas a una categoria especifica y son agrupadas bajo la
categoria de otros microorganismos. Estos hallazgos respaldaron la identificacién
de B. subtilis como organismo de este estudio.

7.7.3 Anotacion

La anotacion funcional inicial fue llevada a cabo con la herramienta RAST, mediante
la cual se identificé 7892 genes distribuidos en 40 contigs. Entre estos genes
destacan algunos de interés, como la Monooxigenasa de Alcanosulfonato
dependiente de FMNH2 (EC 1.14.14.5), Gluconolactonasa (EC 3.1.1.17), Hidrolasa
de la familia de plegamiento alfa/beta, Citocromo P450 CypA, y Cloroacetaldehido
deshidrogenasa que podrian estar involucradas en la biodegradacion de endosulfan
debido a su funcién enzimatica.

Como se indico anteriormente, en la literatura se ha documentado la presencia de
una monooxigenasa en Arthrobacter. Esta enzima, que depende de la reduccién de
la flavina, realiza la conversion del endosulfan en endosulfan sulfato. Ademas, se
ha reportado que la bacteria Mycobacterium sp. emplea también una
monooxigenasa para transformar el endosulfan en endosulfan monoaldehido,
utilizando este compuesto como fuente de energia (Sutherland et al, 2002; Weir et
al, 2006). También, se ha reportado la enzima Citocromo P450 utilizada por B.
megaterium para transformar endosulfan a endosulfan sulfato (Seralathan et al,
2014).

En cuanto a la enzima cloro acetaldehido deshidrogenasa se ha reportado en la
degradacion de 1,2-Dicloroetano (1,2-DCE) por la cepa Acncylobacter aquaticus. La
presencia de esta enzima en B. subtilis podria indicar la capacidad de la cepa de
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metabolizar compuestos contengan cloro en su estructura, como es el caso de
endosulfan (Kumar et al, 2018).

Por otro lado, la enzima Glucolactonasa no se ha reportado previamente para la
degradaciéon de compuestos organicos, sin embargo, de acuerdo con la funcion
enzimatica que desempenfa, resulta importante su estudio. La actividad de esta
enzima podria ser evaluada mediante analisis transcriptomicos con tecnologias
como RNA-seq a través de un analisis de la expresion diferencial de genes de
Bacillus subtilis.

En la literatura se ha reportado que en condiciones de estrés oxidativo,
Acinetobacter oleivorans, produce la enzima monooxigenasa de alcanosulfonato
durante la degradacion de n-hexadecano en un papel de proteccion (Park et al,
2020).

Lo anterior, podria sugerir la posibilidad de que B. subtilis emplee a la
monooxigenasa de alcanosulfonato como una respuesta adaptativa ante el estrés,
por la presencia de endosulfan. Por otro lado, la enzima glucolactonasa de
Penicillum oxacillum se ha reportado para mitigar la inhibicion de la p-glucosidasa
durante la biodegradacion de lignocelulosa (Peng et al, 2017).

En la tabla 8. se muestran los resultados del analisis de anotacién funcional del
genoma de B. subtilis, en donde se identificaron cinco regiones con clusters de
genes que mostraron un 100% de similitud. Cuatro de estos clusters se encuentran
asociados a la produccién de compuestos con propiedades antimicrobianas, a
saber: Bacilysin, Subtilosin A, Bacillibactin y Bacillaene. El quinto cluster esta
relacionado con la biosintesis de un sideréforo denominado Bacillibactin. Los
sideréforos son compuestos quelantes de bajo peso molecular especificos de los
iones hierro. Aunque no se encuentran involucrados directamente en la degradacion
de plaguicidas podrian influir en la capacidad de un microorganismo para degradar
dichos compuestos al promover su metabolismo, aun en condiciones de estrés
(Rezanka et al, 2019).
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Tabla 8 Andlisis de clusteres de genes de B. subtilis por anti-SMASH

Region Tipo Localizacion Cluster Similitud
1.2 - 301,361 to 342,779 nt Bacilysin 100%
1.3 Sactipeptide 349,566 to 371,177 nt  Subtilosin A 100%
14 NRP- metallophore 892,857 to 944,634 nt  Bacillibactin 100%
2.2 TransAT-PKS 820,963 t0 926,249 nt  Bacillaene 100%

PKS-like

T3PKS

NRPS
2.3 NRPS 999,268 to 1,027,590 Fengycin 86%

Betalactone nt
3.1 NRPS 1t0 22,784 nt Plipastatin 38%
3.3 T3PKS 164,049 to 205,146 nt  1-Carbapen 16%
2-em-3-
carboxylic
acid
5.1 NRPS 226,455 to 252,682 nt Surfactin 43%
6.1 Lanthipeptide-class- 28,637 to 53,094 nt  Subtilomycin  100%
i

6.2 NRPS 179,581 to 207,702 nt Surfactin 43%
12.1 NRPS 110 13,052 nt Plipastatin 23%
13.1 NRPS 1to 10,027 nt Plipastatin 23%
14.1 NRPS 110 9,166 nt Surfactin 8%

7.8 Acoplamiento molecular

En el analisis de acoplamiento molecular se identificaron seis enzimas, las cuales

poseen funcidon enzimatica similar a las reportadas en la literatura, mismas que se

presentan en la Tabla 9. Tres de ellas desempenan funcién de hidrolasa, mientras

que las otras tres exhiben funcién de oxidorreductasa.
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Tabla 9 Identificacion de enzimas con funcién enzimdtica similar
Enzima Funcién enzimatica Identificador PDB
N-acil homoserina lactona hidrolasa Hidrolasa 3.1.1.81 3DHA
Cloroacetaldheido:NAD+ Oxidoreducatasa 1.1.1.18 3MZ0
oxidoreductasa
Oxigenasa 1,2-oxidoreductasa Oxidoreducatasa 1131411 3NJZ
(desiclizante)

Cloroacetaldheido oxidoreductasa Oxidoreducatasa 1.2.1.3 5UJuU
L-Dehidroascorbato lactonohidrolasa Hidrolasa 3.1.1.7 4D8L
2-pirona-4,6-dicarboxilato Hidrolasa 3.1.1.57 7RIS

lactonohidrolasa

PDB= Protein Data Bank

Estas enzimas fueron sometidas a un analisis de acoplamiento molecular, también
conocido como docking molecular, con el objetivo de evaluar su afinidad con los
intermediarios metabdlicos, asociados en la degradacion de endosulfan, tales como:
endosulfan diol, endosulfan éter, endosulfan hidroxiéter y endosulfan lactona de
acuerdo con lo encontrado en este estudio y a lo reportado en la literatura. Los
resultados de este analisis se presentan en las Figuras 14 a 19 de este apartado.
En la seccion A de cada Figura se presenta el resultado del analizador del sitio de
union, que proporciona informacion clave sobre las caracteristicas estructurales y la
topologia del entorno de unién especifico. Este analisis sirvio como punto de partida
esencial para el desarrollo del acoplamiento molecular.

En la seccion B, se presenta una representacion grafica de la posicion del metabolito
dentro de la enzima, lo que brinda un enfoque visual a la interaccion molecular.
Dicho aspecto es crucial para comprender como es que la enzima se une a los
intermediarios metabdlicos asociados a la degradacion de endosulfan.
Posteriormente, en la seccién C, se observa la energia de afinidad del complejo
dada en unidades de kcal/ mol. Una energia de afinidad menor indica una
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interaccidon mas estable entre la enzima y el metabolito. En esta seccion se puede
evaluar la fuerza de unién y la estabilidad de la interaccion molecular del complejo.
Se encontré que cuatro de estas enzimas presentan una afinidad por endosulfan
lactona. Las enzimas son las siguientes: Cloroacetaldheido oxidoreductasa (5UJU),
2-pirona-4,6-dicarboxilato lactonohidrolasa (7 RIS), N-acil homoserina lactona
hidrolasa (3DHA) y Cloroacetaldheido: NAD+ oxidoreductasa 3MZ0.

La identificacién inicial de enzimas con funciones de oxidorreductasa sugiere una
relacion estrecha entre este tipo de actividad enzimatica y la afinidad por el
metabolito endosulfan lactona. En el analisis la enzima N-acil homoserina lactona
hidrolasa (3DHA) demostré mayor afinidad hacia este metabolito (endosulfan
lactona), con un valor de -4.9 kcal/mol; la enzima Cloroacetaldheido: NAD+
oxidorreductasa (5UJU) registré mayor afinidad al endosulfan hidroxiéter y la enzima
oxigenasa 1,2-oxidoreductasa (3NJZ), con una energia de afinidad de -3.7 kcal/mol,
hacia el metabolito endosulfan diol.

Los resultados relacionados con la L-Dehidroascorbato lactonohidrolasa (4d8l) no
fueron concluyentes, ya que se observo afinidad por dos metabolitos, endosulfan
éter (-5.1kcal/mol) y endosulfan lactona (-5.3 kcal/mol). Esto podria indicar que la
enzima posee capacidad multifuncional para catalizar multiples reacciones o
interactuar con diversos sustratos. Lo anterior demuestra que esta enzima es capaz
de participar en diversas rutas metabolicas o responder a diferentes senales

ambientales.
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Figura 14. a) Sitio activo de 5uju; b) Docking molecular 5uju; c) Grdfica de energia de afinidad en kcal/mol
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Figura 15. a) Sitio activo de 7ris; b) Docking molecular 7ris; c) Grdfica de energia de afinidad en kcal/mol
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Figura 16. a) Sitio activo de 3dha; b) Docking molecular 3dha; c) Grdfica de energia de afinidad en kcal/mol

0
3Mz0O

-0.2

Endosulfan diol
-0.4

Endosulfan eter
06 I Endosulfan hidroxieter
0.8 Endosulfan lactona

[ 1

-1.2

Figura 17. a) Sitio activo de 3mz0; b) Docking molecular 3mz0; c) Grdfica de energia de afinidad en kcal/mol
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Figura 19. a) Sitio activo de 4d8l; b) Docking molecular 4d8l; c) Grdfica de energia de afinidad en kcal/mol
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8. PROPUESTA DE RUTA DE DEGRADACION

A partir de la identificacion experimental de los metabolitos; endosulfan eter,
endosulfan lactona y endosulfan diol se realizé un analisis in silico del acoplamiento
molecular entre estos intermediarios de degradacién, enzimas identificadas a partir
de la secuenciacion del genoma, y una nueva busqueda en la literatura de enzimas
gue desempefen mecanismos de accion de interés. A partir de esta informacion, se
propuso la ruta de degradacion empleada por B. subtilis para biotransformar
endosulfan, mostrada en la Figura 20.
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Cloroacetaldehido Oxigenasa L-Dehidroascorbato N-acil homoserina
deshidrogenasa 1.2-oxidoreductasa lactonohidrolasa Lactonahidrolasa
Endosulfan =i Endosulfan —— = Endosulfan —_— Endosulfar > Endosulfan
diol éter hidroxiéter lactona

Figura 20. Ruta propuesta utilizada por B. subtilis para degradar endosulfan, AM (identificadas a partir del acoplamiento
molecular), G (identificadas a partir del genoma)

El proceso de transformacion de esta ruta desde endosulfan hasta endosulfan
lactona implica una serie de reacciones enzimaticas, las cuales inician con la enzima
Cloroacetaldehido deshidrogenasa que, cataliza la conversion de endosulfan a
endosulfan diol, donde se desencadena la primera etapa de la transformacion.
Posteriormente, la enzima Oxigenasa 1,2-oxidoreductasa (desiclizante) realiza la
transformacion a endosulfan éter. Y a continuacion, se involucra la L-
Dehidroascorbato lactonohidrolasa que lleva a cabo la formacion de endosulfan
hidroxiéter. Finalmente la ultima transformacion tiene lugar mediante la participacion
de una lactona hidrolasa de nombre N- acil homoserina Lactonahidrolasa. Esta
enzima conlcuye el proceo al catalizar la conversién de endosulfan hidroxiéter a
endosulfan lactona, lo cual completa la ruta de degradacién que involucra a cuatro
de las enzimas identificadas en este estudio.

En la literatura se encuentran rutas de degradacion de endosulfan en las que
sugieren que el endosulfan diol se forma inicialmente por via hidrolitica a partir de

endosulfan, por accion de una enzima reductora, que realiza funcion de hidrolasa y
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elimina el diéxido de azufre (SO2). Posteriormente, el endosulfan diol puede
experimentar una degradacion adicional a endosulfan éter, también por accion de
una hidrolasa, al liberar agua. Finalmente es transformado en endosulfan lactona
por accion de una deshidrogenasa al liberar dos protones y dos electrones (2H* +
2e’). Sin embargo, se ha reportado en otras vias propuestas la presencia de
endosulfan hidroxiéter, que puede transformarse a partir de endosulfan éter por
accion de una endosulfan éter monooxigenasa, en presencia de oxigeno (O2).
Ademas, se ha planteado la posibilidad de transformar endosulfan lactona a
endosulfan hidrocarboxilato, por acciéon de una endosulfan lactonasa al liberar un
protén (H+), para finalmente llegar a la mineralizacién del compuesto por accién de
una enzima con funcién de deshalogenasa. En este contexto, la ruta seguida para
la biotransformacién de endosulfan dependera de la maquinaria celular que posea

el microorganismo.

9 CoNCLUSION

B. subtilis demostré la capacidad para degradar el 97.60% de o- endosulfan y
69.45% de - endosulfan partiendo de una concentracion inicial de 20 mg/L. En este
proceso se identificaron endosulfan éter, endosulfan lactona y endosulfan diol como
productos de degradacion.

La identificacion de las enzimas involucradas en la degradacion de endosulfan
especificamente por la maquinaria celular de B. subtilis se logr6 mediante la
secuenciacion y analisis del genoma completo. Ademas, se evaluaron los complejos
enzima-metabolito de acuerdo con su afinidad, y funcidon enzimatica. Esto
contribuy6 a la propuesta de una ruta de degradacion de endosulfan por B. subtilis.
La presente investigacion marca el inicio de un analisis exhaustivo sobre las
enzimas clave implicadas en la degradacion de endosulfan por este

microorganismo.
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Como perspectivas a esta investigacion, se podrian analizar los mecanismos
cataliticos enzimaticos, de las enzimas descritas en este estudio, mediante la
adicion de una coenzima y midiendo los camios en la concentracion de sustratos o
productos durante la reaccion. Asi mismo, se incluye la posibilidad de realizar los
experimentos de biodegradacion de endosulfan incorporando su marcaje isotopico
('*C), que permitiria rastrear la movilidad de los atomos de carbono en la muestra,
ofreciendo una visidn mas precisa de los procesos de degradacion. Ademas, son
necesarias pruebas cuantitativas de los metabolitos, para determinar las
concentraciones, asi como también se proponen analisis fisiolégicos vy
transcriptomicos de Bacillus subtilis para caracterizar la expresiéon diferencial de
genes en respuesta a la presencia de endosulfan y entender mejor los mecanismos
de biotransformacion utilizados hasta alcanzar la mineralizacion del compuesto.

Comprender el mecanismo por el cual los microorganismos metabolizan el
endosulfan, permitiria conducir al desarrollo de estrategias de biorremediaciéon mas
eficientes, incluyendo la aplicacion de biologia de sistemas como la gendmica,
transcriptomica y metabolomica para la construccién de un consorcio microbiano

sintético para mejorar su capacidad de biorremediacion.
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