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Resumen

En ambientes como los sedimentos marinos, las chimeneas hidrotérmicas, los geisers, los lagos
termales y los pozos petroleros, coexiste una variedad de microorganismos con capacidad
metabdlica para habitar a elevadas temperaturas y altas concentraciones de sal. En los pozos
petroleros maritimos, una vez que se van agotando las reservas, es frecuente que se inyecte agua
de mar para mantener la presion adecuada de extraccion. El agua de mar contiene
concentraciones variables de los iones Na', CI, Mg2+, Ca?", SO42' y HCOj entre otros. En los
sedimentos marinos habitan una gran cantidad de microorganismos, que llevan a cabo de manera
continua el ciclo de dxido-reduccion del azufre. Se tiene conocimiento de que a mayor
profundidad el azufre es preferentemente reducido, mientras que en las capas mas superficiales es
facilmente oxidado. En la dltima década varios investigadores han relacionado la presencia de
ciertas bacterias anaerobias nativas de sedimentos marinos, con la corrosién causada en ductos
petroleros, ya que metabolicamente reducen dos compuestos basicos; el sulfato y el tiosulfato de
sodio produciendo 4cido sulfhidrico, un compuesto altamente corrosivo.

En el presente trabajo se describe el aislamiento e identificacion bioquimica y molecular de tres
cepas de bacterias anaerobias, con capacidad para llevar a cabo la reduccién del tiosulfato de
sodio en presencia de peptona de caseina como fuente de carbono, e hidrogeno como fuente de
energia. Las muestras de su procedencia fueron colectadas de pozos petroleros maritimos de la
Zonda de Campeche en el Golfo de México. El tra-bajo se dividid en cuatro partes
fundamentales: aislamiento, purificacion, caracterizaciéon fisiolégica y caracterizacion
filogenética.

En la parte de aislamiento, se trabajaron técnicas anaerobias para bacterias mesofilicas y
termofilicas, ya que si bien los pozos petroleros se clasifican dentro de los ambientes extremos,
se ha reportado que una gran cantidad de microorganismos mesofilicos encuentran condiciones
adecuadas para subsistir en ellos.

En la caracterizacién fisiologica se consideraron parametros importantes como la tincion de
Gram, temperatura, salinidad y pH Optimos de crecimiento; asi como la capacidad de
metabolizar diferentes fuentes de carbono y el funcionamiento éptimo con diferentes aceptores
de electrones, para poder dar una primera clasificacién de las bacterias aisladas.

Para la caracterizacion filogenética se emplearon técnicas de clonacién molecular con el objetivo
de descifrar la secuencia del gene 16S rDNA, con lo que se logré la ubicacion de las tres cepas en
géneros especificos.

Las tres cepas aisladas presentaron la caracteristica en comin de crecer con peptona de caseina
como fuente de carbono e hidrégeno como fuente de energia, pero presentaron diferencias en su
capacidad para crecer sobre otros substratos como: alcoholes, acidos organicos, azicares, 4cidos
grasos volatiles, sales de 4cidos organicos, etc. Utilizaron el tiosulfato de sodio como aceptor de
electrones reduciéndolo a H,S. Dos de ellas ademas redujeron el sulfato de sodio y ninguna fue
capaz de reducir el azufre elemental ni el dimetil sulféxido. Las dos cepas que utilizan el sulfato
mostraron similitudes fisiol6égicas y acercamiento filogenético con el género Desulfovibrio, y la
cepa que Unicamente crecié en presencia de tiosulfato, con el género Petrotoga.
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Abrevriaturas

i1 Concentracion

BRS Bacterias Reductoras de Sulfato
BRTS Bacterias Reductoras de Tiosulfato
DNTP's Desoxinucleosidos tri-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DTT Ditrioteitol

Ep Distancia evolutiva

EDTA Acido etilen-diamino tetra-acético
H,0, Peroxido de Hidrogeno

H;0:eq Agua reducida

H;04 Agua destilada

IPTG Isopropil-f-d-tiogalacto piranosido
mM Milimolar

Fmix Velocidad de crecimiento especifico
NLS N-Lauril sarcosinato

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RNasa Ribonucleasa

SDS Dodecil sulfato de sodio

Tris-HC1  Amortiguador Tris-acetato-EDTA
TAE Tris-hidroximetil-aminometano

LB Medio Luria-Bertrani

X-gAL 5-Bromo-4-Cloro-3-indolyl--D-galactosido
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®Blozario

Aceptor de electrones. Compuesto que es reducido en una reaccion metabolica de oxido-
reduccion.

Bacteria sésil. Bacteria que vive dentro de una biopelicula.

Bacteria plancténica. Bacteria de vida libre, que vive en la fase acuosa y que no estd
asociada a una biopelicula.

Biopelicula. Asociacion de microorganismos anclados a una superficie.
Cepa. Poblacion celular descendiente de una unica célula.

Clonacion molecular. Aislamiento e incorporacion de un fragmento de DNA en un vector
(fago o pldsmido) donde puede ser replicado.

Consorcio. Agrupamiento espacial de células bacterianas dentro de una biopelicula, en la
cual diferentes especies estdn fisiologicamente coordinadas unas con otras, con el fin de
llevar a cabo transformaciones quimicas mas eficientes..

Donador de electrones. Compuesto desde el cual derivan los electrones en una reaccion
metabolica de oxido-reduccion, lo cual resulta en la oxidacion del donador.

Especie. En procariotas, coleccion de cepas estrechamente relacionadas, pero lo bastante
distintas de las otras cepas como para ser reconocidas como una unidad diferente.

Fase de latencia. Periodo inmediato a la ionoculacion de una poblacion y previo al
crecimiento

Fase estacionaria. Periodo en el que cesa el ciclo de crecimiento de una poblacion

Fase exponencial. Periodo en el que el crecimiento del numero de individuos de una
poblacion es exponencial

Fenotipo. Caracteristicas observables de un organismo

Fermentacion. Conjunto de reacciones catabolicas que producen ATP, en las cuales los
compuestos orgdnicos sirven tanto de donadores primarios como de aceptores finales de
electrones, produciéndose ATP por fosforilacion a nivel de substrato.
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Filogenia. Ordenamiento de las especies en taxones superiores y construccion de
cladogramas basados en relaciones evolutivas.

Fotétrofo. Organismo que obtiene su energia de la luz

Fuerza proton - motriz. Estado energético de una membrana, creado por la expulsion de
protones a través de la accion de una cadena transportadora de electrones.

Gene. Unidad hereditaria, segmento de DNA que codifica una determinada proteina, cadena
polipeptidica un tRNA o un rRNA.

Género. Grupo taxonomico de especies relacionadas.

Genoteca. Coleccion de fragmentos clonados de DNA, que contienen en conjunto los genes
del genoma completo de un organismo.

Haldéfilo extremo. Organismo cuyo crecimiento depende de altas concentraciones de NaCl
(>10%).

Halotolerante. Organismo que crece en presencia de NaCl, aunque no es esencial para su
desarrollo.

Hidrocarburo. Sustancia aceitosa de color oscuro formada de hidrogeno y carbono
principalmente.

Indculo. Material usado para iniciar un cultivo microbiano.

Microorganismo hidrocarbonocldstico. Microorganismo capaz de metabolizar los
hidrocarburos del petrdleo

Pldsmido. Elemento genético extracromosomico bacteriano, que no es esencial para el
crecimiento de la célula

Potencial redox (Eo’). La tendencia inherente de un compuesto para actuar como donador o
como aceptor de electrones, su medida se expresa en voltios (v).

Quimiolitotrofo. Organismo que obtiene su energia de la oxidacion de compuestos
inorganicos.

Quimioorgandtrofo. Organismo que obtiene su energia de la oxidacién de compuestos
orgdnicos.

Reduccion asimilatoria del sulfato. Sintesis de compuestos orgdnicos que contienen azufre a
partir del sulfato.




Reduccion desasimilatoria del sulfato. Uso del sulfato como el aceptor final de electrones
con la generacion de sulfuro de hidrégeno. :

Reduccion desproporcionada. Rotura de un compuesto en dos nuevos, de los cuales uno estd
oxidado y otro reducido.

Secuencia signatura. Conjunto de oligonucledtidos cortos, caracteristicos de un
determinado grupo (o grupos) de organismos.

Sintrofia. Crecimiento simultdneo de dos o mds poblaciones, que dependen del metabolismo
interespecies, de tal modo que los productos de la especie A sirven como substratos para la
especie B.

Substrato. Substancia que utiliza un microorganismo como fuente de carbono o energia para
crecer.




Jutrodurcidn

1.1 Antecedentes

El inicio de la microbiologia anaerobia se dio en 1857 con los estudios de Luis Pasteur
sobre la conversion del aztcar a acido lactico, en los que describe a la fermentacion
como la consecuencia de la vida sin el aire. Cuatro décadas mas tarde en 1895
Beijerinck describe por primera vez a las bacterias reductoras de sulfato (BRS) y
hace importantes aportaciones a la microbiologia anaerobia, iniciando toda una escuela
de estudio hacia las fermentaciones y los procesos metabdlicos de tales bacterias.

En los afios 80 se encontré que habia BRS que llevaban a cabo la reduccion de varios
compuestos oxidados del azufre incluido el tiosulfato (S,03%), un intermediario del ciclo
del azufre en sedimentos marinos. Sin embargo, en la década pasada se encontraron en
ambientes subterraneos, maritimos, chimeneas hidrotérmicas y pozos petroleros
poblaciones de bacterias reductoras de tiosulfato (BRTS) fermentativas, mesofilicas o
termofilicas que no reducen el sulfato y que pertenecen a diversos géneros.

En efecto, la capacidad de reducir tiosulfato se ha observado en microorganismos
ubicados en ambos dominios Bacteria y Archaea. En el primero de ellos tenemos a
las bacterias reductoras de sulfato (Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Thermodesulfo-
vibrio), a la familia Thermotogaceae (géneros Thermotoga, Petrotoga, Fervidobac-
terium, Thermosipho, Geotoga) y los géneros Dethiosulfovibrio, Thermoanaerobactery
Thermoanaerobacterium. Mientras que en el Dominio Archaea tenemos que 10s géneros
que llevan a cabo esta conversion metabdlica son: 7hermoproteus, Pyriodictium,
Pyrobaculum, Archaeaglobus, etc. (Ravot et al, 1996).

Importantes estudios se han realizado para describir a los microorganismos presentes
en ambientes petroleros que pueden llevar a cabo la reduccion del tiosuifato. En 1995,
Ravot et al, describieron la reduccidon de tal compuesto como una caracteristica
fisioldgica importante que llevan a cabo miembros del orden Thermotogales, incluida la
cepa Thermotoga SERB-2665 aislada de un campo petrolero. Mas tarde en 1997,
Fardeau et a/,, estudiaron la utilizacion de aminoacidos por Thermoanaerobacter brockii
en presencia de tiosulfato o Methanobacterium sp , como aceptores de electrones. En el
mismo afio Magot et a/, lograron aislar de un pozo petrolero situado en el Congo, una
bacteria reductora de tiosulfato que en condiciones experimentales "in vitro" es capaz
de producir biocorrosién de 4mm por afio, a la que llamaron Dethiosulfovibrio peptido-

vorans Yy que constituyd la primera evidencia de la participacion de una BRTS en la
corrosion del acero.




1.2, Microbiologia del petréleo

El petrdleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que contiene cientos de
compuestos formados con nitrdgeno, azufre, oxigeno y atomos metalicos. En teoria se
sabe que el petréleo es el resultado de un complejo proceso fisico-quimico en el interior
de la tierra, en el que debido a la presion y las altas temperaturas, se produce la
descomposicion de enormes cantidades de materia organica que se convierten en aceite
y gas. Esa materia organica esta compuesta fundamentalmente por el fitoplancton y el
zooplancton marinos, al igual que por materia vegetal y animal, todo lo cual se deposité
en el pasado en el fondo de los grandes lagos y en el lecho de los mares. Algunos
hidrocarburos son compuestos alifaticos, en los que los dtomos de carbono estan unidos
en cadenas abiertas, y que varian mucho en cuanto a longitud de cadena, grado de
ramificacion y nimero de dobles enlaces. Otra clase de hidrocarburos, contienen un
anillo aromatico y pueden ser considerados como derivados del benceno (Madigan et
al., 1998).

El petréleo se encuentra en el interior de formaciones llamadas trampas que estan
constituidas por una capa de marga, arcilla u otro terreno impermeable. Su extraccion
esta sujeta al empuje de agua y presion de gas; en todo caso, el petréleo se encuentra
ocupando los espacios de las rocas porosas principalmente de areniscas y calizas, siendo
algo asi como el agua que empapa una esponja. No existen lagos de petréleo, por lo
que cuando se extrae, es falso que queden enormes espacios vacios en el interior de la
tierra’ (figura 1.1). Los hidrocarburos que componen el petréleo pueden ser gases de
bajo peso molecular o liquidos y solidos de peso molecular mas elevado, los cuales
pueden ser degradados por un grupo diverso de bacterias y hongos aerobios o
anaerobios facultativos, llamados microorganismos hidrocarbonocldsticos. En la
Ultima década se reportaron mas de 100 especies que pueden llevar a cabo esta
funcién, de las cuales 22 son bacterias y el resto son hongos. Todos ellos se distribuyen
ampliamente en suelo, agua de mar y agua dulce (Atlas, 1992).

Figura 1.1. Yacimiento de petroleo en una trampa subterrénea.’




Dependiendo del tipo de hidrocarburo (alifatico o aromatico), se obtienen productos
facilmente degradables para otros organismos. Entre los microorganismos degradadores
de hidrocarburos alifaticos, encontramos: Methalococcus, Methylobacter, Methylosinus,
Mycobacterium, Arthrobacter, Nocardia y Flavobacterium; los cuales degradan cadenas
de 1 a 10 ¢ incluso mas carbonos. Mientras que, entre los microorganismos degradado-
res de hidrocarburos aromaticos encontramos: Pseudomonas, Achromobacter, Micro-
coccus, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Candida, Rhodotoura
y Sporobolomyces (Atlas, 1992).

El paso inicial en la biodegradacion de hidrocarburos, esta dado por la oxidacion del
sustrato por oxigenasas, para lo cual se requiere O, molecular. Las oxigenasas son
enzimas que catalizan la incorporacion del oxigeno en compuestos organicos. Existen
dos tipos: las dioxigenasas, que catalizan la incorporacién en la molécula de ambos
atomos de oxigeno (O,); y las monooxigenasas, que catalizan la transferencia de uno
solo. Las condiciones aerobias, son necesarias para esta ruta de oxidacion, pero la
disposicién de O, en el suelo, sedimentos y acuiferos, estd limitada dependiendo del
lugar (Madigan et al., 1998).

Entre los intermediarios del metabolismo de los hidrocarburos aromaticos tenemos:
catecol, tolueno, triptofano, fenol, benceno, salicilato, antraceno, gentisico y manderato;
estos compuestos al ser degradados bioldgicamente, dan origen a acido pirtvico, acetil
Co-A, acetaldehido, acido succinico, y CO, (entre otros), que son compuestos faciles de
degradar por otros microorganismos, incluyendo bacterias anaerobias. La degradacion
de hidrocarburos completos del petréleo por microorgahismos anaerobios, ocurre a
bajas tasas y su significado ecoldgico es minoritario (Atlas, 1992).

Varios géneros de bacterias anaerobias se han encontrado en ambientes petroleros,
entre las que tenemos: Desulfovibrio, Dethiosulfovibrio, 777ermotoga, Petrotoga, etc.,
cuya aportacion esta limitada a la produccidon de compuestos reducidos de azufre, y la
degradacion de compuestos de bajo peso molecular, productos del metabolismo de
microorganismos degradadores del petrdleo.




1.2.1. Los sedimentos marinos y su contacto con los pozos petroleros

Durante la extraccion del petrdleo en plataformas marinas, es frecuente que se inyecte
agua de mar cuando los pozos van agotando sus reservas, para mantener la presion y
optimizar la produccion. El agua de mar contiene concentraciones variables de NaCl, que
dependiendo del lugar pueden alcanzar hasta los 200g/l 0 mas. Los principales iones
que contiene son: Na*, Mg®*, Ca®*, CI', SO4* y HCO5'. El agua de inyeccién se mezcla
con el agua de formacidn que existe en la reserva. El agua de formacion originalmente
esta presente en los poros de las rocas previo a la explotacion del petrdleo y es rica en
acidos organicos tales como acetato, propionato y butirato, junto con bajas
concentraciones de sulfatos. Luego de que el agua de inyeccion irrumpe, se produce en
el pozo petrolero una mezcla de agua de mar rica en sulfato y agua de formacion, rica
en acidos organicos y acidos grasos, de los cuales el acetato es mas abundante y es un
intermediario en la degradacidn de otros substratos por diferentes microorganismos
(Taylor, 1992; Beeder et a/, 1995).

Lo anterior indica que una gran parte de los microorganismos encontrados pueden ser
introducidos en el sistema petrolero durante la inyeccién de agua, debido a que en
muchos casos las caracteristicas de estos son similares a las encontradas en
microorganismos de otros ambientes (7hermotogales, Petrotogales, Desulfovibrios,
Thermoanaerobiales, etc.).

1.2.2. El ciclo biogeoquimico del azufre y microorganismos que participan

El azufre es un componente de la biosfera que constituye alrededor del 1% del peso
seco de los organismos. ES un elemento esencial para el crecimiento de plantas y
animales; puede existir en forma de gas, liquido o sdlido; de manera soluble o insoluble;
es el octavo elemento mas abundante en el sistema solar y décimo cuarto a nivel
planeta tierra (Dick, 1992).

El azufre es un elemento importante para los microorganismos, porque se requiere para
una gran variedad de actividades metabdlicas, como la sintesis de cisteina, metionina,
biotina, acido lipoico, pirofosfato de tiamina, CoenzimaA y S-adenosilmetionina. Ademas
es importante por los estados variables de oxidacion (-2, 0, +2, +4, +6) que adquiere
debido a los procesos quimicos y bioldgicos que lo interconvierten de manera
significativa. Los estados de oxidacion del azufre, se muestran en la tabla 1.1; sin
embargo sélo tres de éstos son importantes en la naturaleza: -2, 0, +6 (Barton, 1992;
Hao et al., 1996).




Tabla 1.1. Estados de oxidacion del azufte, y formas en las que esta presente en la naturaleza.

Estado de oxidacion Compuestos
-2 R-SH; HS; H,S
0 S°
+2 2057 840¢”
+4 $0”; SO,
+6 805 80,”

En los sedimentos marinos, se desarrolla una gran variedad de bacterias que llevan a
cabo de manera activa el ciclo biogeoquimico del azufre. Algunas de las
transformaciones se pueden llevar a cabo en ambientes dxicos y andxicos, los cuales
albergan desde cianobacterias hasta bacterias fofotroficasy quirniolitotrofas del azufre.
En condiciones dxicas o aerobias el SO4> se convierte por una reduccion asimilatoria a
SH’, el cual es aprovechado por las bacterias como precursor de proteinas; o bien,
puede transformarse por una reduccion desasimilatoria hasta H,S, el cual es liberado al
medio ambiente. Por otro lado, el H,S, puede ser oxidado hasta azufre elemental, y éste
a su vez puede ser reoxidado hasta SO.>. En condiciones andxicas o anaerobias el
S04* cumple el mismo ciclo hasta llegar a H,S. Pero ademas, se puede Hevar a cabo
una 6xido-reduccién simultinea de SO <« H.S; y desde azufre elemental pueden
ocurrir dos cosas: una reduccion desasimilatoria a H,S © una oxidacién en
microaerofilia a SO4 ¢ (figura 1.2) (Madigan et a/, 1998).
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Figura 1.2. Ciclo de 6xido-reduccion del azufre y microorganismos que participan (Madigan, et. al, 1998).




1.2.3. La desviacion del tiosulfato

Las concentraciones de tiosulfato en sedimentos marinos y de agua fresca se piensa que .
son bajas (<1-10uM) debido a la gran cantidad de bacterias que lo transforman en
presencia de substratos organicos. Dentro del ciclo biogeoquimico del azufre en
sedimentos marinos, se ha observado que del 68 al 78% del producto de oxidacion
inmediato del sulfuro (HS') se transforma a tiosulfato (S,0:%); el cual puede a su vez
ser modificado biologicamente por tres procesos: 1) Reduccién por BRS y BRTS en
presencia del aceptor de electrones adecuado (S;03% + CH;COO™ + H* — 2HS + 2C0O,
+ H;0), 2) Oxidacion en microaerofilia por bacterias quimiolitétrofas ( 7hiobacillus spp)
(S,05* +8 FEOOH + 14 H* - 2S04> + 8Fe** + 11 H,0) y 3) Dismutacién o reduccion
desproporcionada ausencia de ambos (substrato organico y aceptor de electrones)
(205 + H0 > SO4% + HyS) (Jorgensen, 1990; Jorgensen et al, 1991; Ravot et al,
1995). Aunque los tres procesos ocurren de manera constante en todas las capas del
sedimento marino, la oxidacion y la dismutacién disminuyen mientras que la reduccion
aumenta con la profundidad del sedimento. La desviacion del tiosulfato es importante
para acoplar la ruta oxidativa y reductiva del ciclo del azufre y para la regulacion del
flujo de electrones en los sedimentos, en capas superficiales hacia sulfato y en capas
profundas hacia sulfuro.(J¢rgensen, 1990; Ravot et al, 1995).

La reduccion del sulfato hasta H,S puede ocurrir en un 100%. El H,S puede ser oxidado
en un 90% con oxigeno para producir SO4* y en un 10% con fierro para producir FeS o
FeS,. La oxidacion del H,S en tiosulfato ocurre en un 70%. El tiosulfato puede ser
dismutado en SO4> o bien en H,S en un 36%, pero ademas puede ser reducido a H,S
en un 28%, o bien puede ser oxidado a SO4* en un 6% (figura 1.3).
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Figura 1.3. Transformaci6n del tiosulfato en sedimentos marinos, seguida con azufre marcado (S>%), donde se
aprecian las vias que puede seguir el compuesto y su conexidn en el ciclo del azufre. (Jprgensen, 1990).




1.2.4. Clasificacion de bacterias que reducen compuestos de azufre

Bacterias reductoras de azufre elemental

Cinco géneros bacterianos son capaces de llevar a cabo la reduccion del azufre elemen-
tal hasta sulfuro de hidrégeno: Desulfuromonas, Desulfobacter, Desulfotomaculum,
Wolinella y Campylobacter. A diferencia de éstos dos dltimos, los tres primeros son
capaces de crecer sobre acetato como Unica fuente de carbono organico oxidandolo
hasta CO,; aunque todos reducen azufre elemental a sulfuro, sélo Desulfobacter y
Desulfotomaculum tienen ademas la capacidad de reducir compuestos oxidados del
azufre como sulfato y tiosulfato (Widdel y Pfenning, 1984).

Bacterias reductoras de sulfatos (BRS)

El ion sulfato (SO4%) es un anidn universal presente de manera natural en los océanos,
en el agua de lluvia de dreas metropolitanas y en consecuencia en las aguas de drenaje;
es no volatil, no téxico y quimicamente estable, su reduccion no ocurre en la naturaleza
bajo condiciones ambientales normales. Muchos organismos como plantas superiores,
algas, hongos e incluso bacterias, usan sulfato como una fuente de azufre para la
biosintesis, pero la capacidad de usar sulfato como un aceptor de electrones para
procesos generadores de energia esta restringido a las BRS, descritas por primera vez
en 1895 por Beijerindk (Hao et a/, 1996).

Las BRS son un grupo importante de anaerobios que obtienen energia por la oxidacion
de substratos organicos, removiendo atomos de H, de éstos y usando sulfato como el
principal aceptor de electrones. Muchas de ellas pueden usar ademas el tiosulfato,
sulfito o azufre elemental (Lien y Beeder, 1997) y unas cuantas usan nitrato o fumarato
(Ollivier et al,, 1994). Cuando una BRS utiliza un compuesto azufrado como aceptor de
electrones el producto final es sulfuro de hidrdgeno el cual excreta al medio ambiente.

Las BRS generalmente son gquimioorgandtrofas que usan compuestos organicos de
bajo peso molecular, tales como acidos organicos (lactato, piruvato, formato y malato),
acidos grasos volatiles (acetato, propionato, butirato), alcoholes (butanol, etanol,
metanol, propanol) y azucares (glucosa, fructosa) (Hao et a/, 1996; Ollivier et a,
1994). En algunos casos degradan compuestos organicos especificos tales como indol,
fenol, catecol, caproato, heptanoato, octanoato, estearato, etc., (Beeder et al., 1995).
Otro tipo de BRS creciendo en cultivos mixtos tienen la propiedad de degradar glicerol
(Qatibi et al., 1998). Solo unas cuantas BRS crecen de manera autotrofa con H, y CO;
como unica fuente de carbono (Oude et a/., 1995).




Un gran numero de BRS pueden reducir el sulfato de manera desasimilatoria, a la vez
que el sulfito, tiosulfato u otro compuesto con azufre oxidado puede servir como aceptor
de electrones. Los géneros representativos de este tipo son Desulfovibrio,
Desulfomonas, Desulfococcus, Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfotornaculum,
Desulfosarcina y Desulfonema (Widdel y Pfenning, 1984).

La reduccion bacteriana de sulfato es un importante', proceso de mineralizacion de
materia organica en ambientes andxicos, especialmente en sistemas marinos e
hipersalinos. En ecosistemas hipersalinos que contienen grandes cantidades de sulfato
abundan los géneros Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina,
Desulfobacteriumy Desulfonema, los cuales crecen optimamente en rangos de 1-4% de
NaCl. (Ollivier et al, 1994). Otras como Desulfotomaculum halophilum, crecen a un
optimo de 6%(Tardy-Jaquenod et. a/, 1998) y otras mas, como Desulfovibrio halophilus
v D. salexigens crecen con 10% y 12% de NaCl respectivamente (Ollivier et a/, 1994).

Se ha observado que existen BRS que sobreviven a.la exposicion del O, por unos
cuantos dias reduciéndolo eventualmente a agua. Este proceso puede ser una
respiracion verdadera cuando se acopla a la conservacion de energia. En especies de
Desulfovibrio se encuentran varios sistemas oxigeno-reductores como por ejemplo en
D. vulgaris y D. desulfuricans donde la reduccion del O, se acopla a la translocacion
proténica y conservacién de ATP; en esas especies la fraccion periplasmica (que
contiene hidrogenasa y citocromo C3) cataliza la reduccion del Q.. En D. gigas una
rubredoxin-oxidasa citoplasmatica fue identificada como una oxidasa terminal reductora
de O, (Danenberg et al., 1992; Cypionka, 2000).

Bacterias reductoras de tiosulfato (BRTS)

La capacidad de reducir tiosulfato se ha observado en bacterias anaerobias de ambos
dominios. En el dominio  Bacteria encontramos géneros representativos como:
Thermotoga, Thermoanaerobacter, Thermosipho, Fervidobacterium, Anaerobaculum,
Dethiosulfovibrio,  Thermoanaerobium y una gran cantidad de BRS. En el Dominio
Archaea encontramos géneros representativos como  7hermoproteus, Pyrodictium,
Pyrobaculum, Haloanaerobiumy Archaeaglobus (figura 1.4) ( Ravot et al, 1995).

Dentro de las BRTS no sulfato reductoras, se encuentra la familia 7hermotogaceae, que
comprende cinco géneros: Fervidobacterium, Thermotoga, Thermoshipo, Geotoga y
Petrotoga. El género Thermotoga, tiene varias especies: 7. maritima, T. neapolitana, T.
thermarum, T. subterranea, T. hypogea y T. elfii. Todos son bacilos de tamario variable
que presentan estructuras caracteristicas llamadas “toga”; crecen a temperaturas
optimas de 65-75°C; pH optimo de 7.5 y se han encontrado en pozos petroleros y
chimeneas hidrotérmicas. Durante la fermentacion de Ia glucosa, en ausencia de




tiosulfato, producen acetato, CO, e H,, y solamente utilizan tiosulfato como aceptor de
electrones. El género Petrotfoga tiene dos especies: P. mobilisy P. miotherma , que son
bacilos de tamafio variable con “"toga"; crecen a temperaturas Optimas de 55-60°C;
reducen tiosulfato y azufre elemental en sulfuro de hidrégeno y requieren de extracto
de levadura para su crecimiento (Fardeau ef a/,1997 b; Hubert et a/,1990; Jannasch
et al,1988; Jeanthon et al, 1995; Lien et al,1998 b; Ravot et a/, 1995).

El género Thermoanaerobacter, comprende 4 especies: 7. brockii, T. ethanolicus, T.
finnii y T. thermohidrosulfuricus. Todas las especies muestran capacidad de oxidar H, en
presencia de tiosulfato. En ellas se observd que el rendimiento celular y la velocidad de
crecimiento se ven favorecidos en presencia de tiosulfato, lo cual sugiere que se llevan
a cabo reacciones mas favorables energéticamente y mayor generacion de ATP por
fosforilacion a nivel de sustrato (Fardeau et a/,1993; Fardeau et al, 1994).

7. brockii fermenta serina, oxida leucina, isoleucina y valina sélo en presencia de
tiosulfato, reduciéndolo a sulfuro de hidrégeno. Lo anterior sugiere que 7. brockii puede
ser de significado ecoldgico en ambientes hidrotérmicos, en el recambio de aminoacidos
(Fardeau et al, 1997a). Pero en general, los miembros de este género se caracterizan
por oxidar péptidos y aminoacidos en presencia de tiosulfato (Faudon et al, 1995).
Spirochaeta smaragdinae es un anaerobio obligado aislado de un pozo petrolero en el
Congo que crece de manera Optima con 5% de sales, a 37°C y pH 7. Es capaz de
utilizar una amplia gama de carbohidratos y extrato de levadura como donadores de
electrones; reduce tiosulfato y azufre elemental a H,S (Magot et a/., 1997b).

La primera evidencia que se tuvo de la participacion de una BRTS no sulfato reductora
en la corrosion de ductos petroleros en el Congo, es Dethiosulfovibrio peptidovorans, la
cudl produjo en cultivo puro "in vitro" una corrosion evaluada en 4mm por afio. Son
bacterias anaerobias que crecen a 42°C, a pH 7, 3% de NaCl y utilizan el tiosulfato
como aceptor de electrones produciendo H,S (Magot et a/., 1997a).

Figura 1.4 . Géneros representativos de Bacterias Reductoras de Tiosulfato. Izquierda, Thermotoga subterranea
mostrando la caracteristica toga de exopolimeros que la rodea (Jeanthon er al., 1995). Derecha, Pyrodictium abyssi.
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1.3 Clasificacion fisiologica
1.3.1 Técnicas desarrolladas para el estudio de anaerobios

En 1857 Luis Pasteur profesor de quimica de la Universidad de Lille, publicé un articulo
que puede ser visto como el trabajo que marca el inicio de la microbiologia anaerobia.
En este manuscrito presenta el resultado de sus estudios sobre la conversion del azticar
a acido lactico y en una breve frase menciona: “La fermentacion es la consecuencia
de la vida sin el aire”. Cuatro décadas mas tarde, en 1895, Beijerinck describe por
primera vez a las bacterias reductoras de sulfatos (BRS) y hace importantes
aportaciones a la microbiologia anaerobia introduciendo el concepto de: “enriqueci-
miento”, el cual consiste en el uso de substratos selectivos que permiten el dptimo
crecimiento de poblaciones anaerobias. Las técnicas de enriquecimiento llegaron a ser
ampliamente usadas por Barker, quien abrié toda una escuela de estudio hacia las
fermentaciones y la degradacion de aminoacidos por las bacterias anaerobias.

En 1969 Hungate comenzo el estudio de anaerobios en el rimen y tubo digestivo de
termitas. Desarrolid procedimientos para preparar medio de cultivo con potencial de
reduccién muy bajo y logré mantener esas condiciones de manera aséptica durante las
transferencias, logrando reproducir un entorno muy parecido al habitat natural de tales
microorganismos para poder cultivarlos cuantitativamente.

La extension de Balch (1976) a la técnica de Hungate que utiliza una atmdsfera
presurizada, fue ampliamente aceptada y en las manos de Stetter y Zilling una década
después, abrian un campo de estudio para adentrarse en el mundo de los anaerobios
termofilicos de ambientes extremos. Sin embargo, la mayor contribucién en tecnologia
para el estudio de anaerobios estrictos fue hecha por Aranki y Freter en los afos 70, con
el desarrollo de la camara anaerobia, equipada con catalizadores de oxigeno y esclusas
de aire. La camara era llenada con la mezcla de gases deseada y las técnicas
microbiolégicas habituales podian llevarse a cabo en su interior sin ningtn problema.

Muchos anaerobios facultativos podian crecer sobre cajas Petri incubadas dentro de
dicha camara, pero para anaerobios estrictos (Methanoarqueas) que requerian un
potencial de reduccién por debajo de los —330mV se construyeron las jarras anaerobias
(Madigan et al,, 1998; Wolfe,1999).
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1.3.2 Herramientas para la identificacion de microorganismos

Tincion de Gram

El microscopio de contraste de fases, hace notar las diferencias de contraste entre las
células y el medio que las rodea. Se fundamenta en el hecho de que las células poseen
diferente indice de refraccion que el medio, y por lo tanto producen un desvio en los
rayos de luz que las atraviesan.

Con el objeto de incrementar el contraste y facilitar la observacion de las muestras, se
utilizan tinciones. La técnica de Gram es la tincion diferencial mas importante usada en
microbiologia, segtn la cual las bacterias pueden dividirse en dos grandes grupos: Gram
positivas (+) y Gram negativas (-). Su fundamento se basa en las diferencias que
presentan las paredes celulares de cada grupo. Las Gram (+), tienen conformada su
pared celular hasta con 90% de peptidoglucano (formado por dos derivados de azucares
y un pequefio grupo de amino acidos); mientras que en las Gram (-) éste compuesto
constituye solo alrededor del 10%. (Madigan et a/., 1998).

Microscopia electronica

El microscopio electrénico de barrido se disefid para el estudio de superficies sdlidas a
alta resolucion. Presenta un embobinado deflector cuya funcién es barrer con un haz de
electrones las muestras a observar. Como resultado se generan electrones secundarios
retrodispersos y rayos X que son registrados mediante detectores especificos. Utiliza un
gran nimero de sefales que provienen de la interaccion de los electrones con la
superficie de la muestra, las cuales nos permiten obtener mayor informacién sobre la
orientacion cristalina, la composicién quimica, la estructura magnética o el potencial
eléctrico (Yacaman y Reyes, 1995).

Temperatura
Se sabe que la tierra tiene alrededor de 4.600 millones de afos, y la primera prueba de

vida microbiana se obtuvo a partir de rocas de hace 3.600 millones de aios; la tierra
primitiva era andxica y mucho mas caliente que la actual, es por ello que dentro del
grupo de microorganismos extremofilos, las bacterias termofilicas son las mas
ampliamente estudiadas. Se ha reportado la existencia de bacterias hipertermdfilas que
crecen en forma éptima por arriba de los 100°C gracias a que producen moléculas
estables al calor, incluidas ciertas enzimas. De estos microorganismos se han aislado y
caracterizado proteasas, celulasas, pululanasas y xilanasas con alta capacidad
termoestable que reciben el nombre de extremozimas, atractivos biocatalizadores que
encuentran cada dia mas aplicaciones industriales (Madigan et a/, 1998; Zamos et al,,
1991; Wiegel y Ljungdahl, 1981).
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Salinidad

Los ecosistemas salinos muestran una gran variedad en composicion idnica,
concentracion total de sales y pH. Varios lagos como el Big Soda Lake y el Soap Lake
en la gran cuenca al oeste de los Estados Unidos, tienen rangos de salinidad de 8.9 -
10% y son altamente alcalinos con rangos de pH de 9.0 a 10.0. En contraste, el Great
Salt Lake, el Mar Muerto, y la cuenca Orca en el Golfo de México, tienen contenidos de
sal por arriba del 20%, con valores de pH de 7.0. Las bacterias haldfilas que crecen en
estos ecosistemas se clasifican en tres grupos basandose en sus requerimientos de
NaCl: 1) haldfilas ligeras, crecen con 2 a 5 % de NaCl (0.34 a 0.85 M); 2) haldfilas
moderadas, crecen con 5 a 20 % de NaCl (0.85 a 3.4 M); 3) haldfilas extremas, crecen
mas rapidamente con 20 a 30 % de NaCl (3.4 a 5.1M). Las bacterias haldfilas son de
interés industrial, porque a nivel biotecnoldgico se estudia la produccién de antibidticos,
carotenos, osmorreguladores y surfactantes, a partir de éstas (Ollivier et al, 1994;
Magot et a/.,1997a).

pH

Cada organismo tiene un rango de pH, dentro del cual es posible su crecimiento y
normalmente posee un pH dptimo bien definido. Las bacterias cuyo pH oOptimo de
crecimiento esta entre 6 y 8 se conocen como neutrdfilas, las especies que pueden
crecer a pH inferior a 2 se conocen como aciddfilas, mientras que aquellas que viven a
pH optimo por arriba de 10 se conocen como alcaldfilas (Madigan et a/, 1998).

Determinacion de la enzima catalasa

Los microorganismos aerobios poseen enzimas como la catalasa, la peroxidasa y la
superoxido dismutasa, que participan en la eliminacion o neutralizacién de radicales
tdxicos de oxigeno, que incluyen el anidn superdxido (O;), el perdxido de hidrogeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH) producidos durante el proceso de reduccién del
oxigeno hasta agua durante la respiracién. La reaccion que lleva a cabo la enzima
catalasa para transformar el perdxido de hidrégeno se muestra a continuacion:

Catalasa

H,0, + H,0, —» 2H,0 + 0O,

Fuentes de carbono

Los procesos del crecimiento celular implican al menos 2000 reacciones bioguimicas. A
su vez algunas de estas reacciones implican transformaciones de energia, sintesis de
pequefias moléculas y de cofactores y coenzimas necesarios para las reacciones
enzimaticas. Las reacciones principales de la sintesis celular son la construccién de
macromoléculas (DNA, RNA y proteinas) a partir de mondémeros (Madigan et a/,, 1998).
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1.4 Clasificacion filogenética

1.4.1 Fundamento

El concepto de crondmetro molecular fue introducido en 1965 por Emile Zuckerkand y
Linus Pauling, quienes se referian a la secuencia de aminoacidos y nucleétidos, (aislados
de diferentes organismos) que al ser alineadas y comparadas, permitian evaluar de
manera general sus similitudes (Madigan et a/., 1998).

La similitud de las secuencias es una medida de las relaciones evolutivas entre los
organismos. A partir de esas similitudes, actualmente se pueden construir diagramas
filogenéticos (arboles) con ayuda de técnicas automatizadas y rapidas, que permiten
clasificarlos dentro de un contexto evolutivo. Los puntos de ramificacién o nodos de un
arbol, indican tiempos a los cuales dos grupos divergen de un ancestro comun. El
método para construir arboles filogenéticos se conoce como el método de matriz de
distancias; en donde se alinean dos secuencias, y se calcula una distancia evolutiva
(Ep); registrando (en computadora) el nimero de diferencias entre ambas (Corpet,
1988; Noll, 1992).

La matriz generada a partir de la comparacién de secuencias, se analiza en un programa
para la construccidn de arboles filogenéticos, a partir de las medidas de Ep. Todas las
posibilidades de ramificacion se analizan, y se disponen las longitudes de las
ramificaciones para ajustar los datos de la mejor manera. La Ep que separa a dos
organismos, es directamente proporcional a la longitud total de las ramas que los
separan. El analisis por computadora de las secuencias, ha revelado que existen
oligonucledtidos cortos caracteristicos de un determinado grupo de organismos, a los
que se les ha llamado secuencias signatura. Se han identificado signaturas que
definen cada uno de los tres dominios primarios. De igual forma, se han detectado
signaturas que definen los taxones principales dentro de cada dominio (Madigan et a/ .,
1998).

Carl Woese y colaboradores han analizado las secuencias de la pequefia subunidad
ribosomal del RNA (16S) aislada de cientos de organismos, para establecer sus
relaciones de parentesco (Noll, 1992). El Arbol Filogenético Universal, construido a partir
de la comparacion de las secuencias de los RNA ribosomico 16S y 18S conocidas hasta
1998 muestra tres dominios que comprenden a todos los seres vivos Bacteria, Archaea
y Eukarya (figura 1.5).
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Figura 1.5. Arbol filogenético universal, construido a partir de la comparacién de las secuencias de los RNA ribosé-
mico 16S y 18S.. Se observan los tres dominios de seres vivos: Bacteria, Archaea y Eukarya (Madigan et al., 1998).

La raiz del arbol, indica un punto en el tiempo en el que toda la vida existente del
planeta, compartia un ancestro comun. La evolucion inicial a partir del antepasado
universal tomo6 dos direcciones, la del dominio Bacteria y la opuesta de los Archaea y
Fukarya. Mas tarde éstos dos se separaron para producir dos linajes principales.

El dominio Archaea, es el que se ramifica mas cerca de la raiz, por lo que se concluye
que comprende al grupo de organismos mas primitivo (menos evolucionado). El dominio
Eukarya es tan antiguo como los otros dos, por tanto en la tierra antigua, hubo
especies de Fukarya sin organulos, que compartian un pasado comun con las otras dos
lineas evolutivas. Ninguno de los organismos que viven actualmente es primitivo. Todas
las formas de vida que existen son organismos modernos, bien adaptados, y que han
tenido éxito en sus nichos ecoldgicos (Madigan et a/., 1998).

1.4.2. Herramientas para la identificacion de organismos vivos

La genética molecular ha hecho posible el desarrolio de sofisticados procedimientos para
el aislamiento, manipulacion y expresion del material genético. La clonaciéon molecular
es una técnica de la ingenieria genética que implica el aislamiento, purificacion y
replicacion de fragmentos especificos de DNA, que permiten la localizacidn,
caracterizacion y manipulacién de genes y de sus productos.

La clonacion molecular se divide en varios pasos: 1) Aislar y fragmentar el DNA del que
se parte; que puede ser DNA gendmico total o DNA sintetizado por la reaccion en
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cadena de la polimerasa. 2) Unir los fragmentos de DNA a un vector de clonacién con la
DNA ligasa. 3) Introducir, mantener y amplificar el vector de clonacién con el DNA
insertado en un organismo hospedador (generalmente bacterias) 4) Detectar y purificar
la clona deseada y 5) Amplificar las células hospederas que contengan la clona deseada
para el aislamiento y estudio del gene clonado. Existen mdltiples vectores de clonacin
(ptasmidos, bacteridfagos, cosmidos, etc.) (Lewin, 1994).

La mayoria de los plasmidos son vectores naturales que ademas de llevar los genes
requeridos para su propia replicacion, llevan otros genes que confieren propiedades
importantes a sus hospedadores. Los plasmidos son muy Utiles como vectores de
clonacion, ya que son de pequefio tamafio y se replican rapidamente, lo que facilita su
aislamiento y manipulacién. Son circulares, lo que hace que su DNA sea mas estable
durante el aislamiento, ademds su origen de replicacion es independiente del
funcionamiento de la célula, de tal forma que pueden haber numerosas copias dentro
de la misma y por Ultimo, presentan marcadores seleccionables como los genes de
resistencia a antibidticos, que facilitan la deteccidn y seleccion de las clonas
transformadas (Lewin, 1994).

Un ejemplo de plasmido de clonacion se muestra en la figura 1.6. El plamido pMOSBlue,
es relativamente pequeno (2,887 pb) y puede ser amplificado de 1000 — 3000 veces
dentro de una célula hospedera, es facil de aislar en la forma superenrrollada, se conoce
su secuencia completa y los sitios en los que pueden actuar enzimas de restriccion
ademas posee un gene que le confiere resistencia a la ampicilina.

Hind 111145}
BspM 1(50

?1 155
5¢8387 N61)

Sap {2663
Af 125450

Bec 1i515)
Nae Its11)

AN 2137

HgiE N(1964)

Xmn 1{1058)

BsaH kt119)
Eam1105 11658} Sca U7

Figura 1.6. Estructura del plasmido pMOSB/ue un tipico vector de clonacién y sus principales caracteristicas. La
flecha indica la direccién de replicacién del DNA a partir del origen.
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1.5. Justificacion

En los ambientes petroleros cohabitan microorganismos poco comunes entre los que
encontramos termdfilos, anaerobios, fermentadores, homoacetdgenos, metandgenos y
en general aquellos reductores de compuestos de azufre (Cayol et al., 1995).

En la naturaleza existen bacterias capaces de reducir las formas oxidadas del azufre
tales como el sulfato (SO4%) y el tiosulfato (S,05%). Las bacterias reductoras de sulfato
BRS se conocen por su capacidad para reducir sulfato, sulfito, tiosulfato, etc., mientras
que las bacterias reductoras de tiosulfato BRTS no sulfato reductoras, se reportaron por
su capacidad para reducir tiosulfato y azufre elemental.

Las BRTS no sulfato reductoras, se han localizado en ambientes extremos de salinidad
(10 a 100 g/l), temperatura (40 a 100 °C) y presion (1 a 200 atm), en anaerobiosis
estricta a grandes profundidades, en chimeneas hidrotérmicas, pozos petroleros y suelos
contaminados. Si bien, algunas BRTS son de interés en la industria por sus enzimas
termoestables, en el ambito petrolero se consideran un riesgo potencial, por su contri-
bucién a los procesos de corrosion en ductos y pozos. Dethiosulfovibrio peptidovorans,
aislada de un pozo petrolero situado en el Congo, produjo en condiciones de laboratorio
"in vitro", una corrosion de 4mm por afio y fue la primera evidencia de la participacion
de una BTSR no sulfato reductora en la corrosidn del acero (Magot et al,1997a;
Madigan et a/,, 1998).

A lo largo del territorio nacional, la paraestatal PEMEX mantiene en operacion un
sistema de ductos terrestres de 54 mil kildmetros para el transporte de petrdleo crudo,
gas natural, gas amargo, gas dulce, gasolina, diesel y otros productos refinados; cuenta
ademas con 2 mil kildmetros en zonas submarinas. No obstante el avance tecnoldgico,
un 41% de los accidentes en tuberias de conduccién de hidrocarburos se deben a
problemas de corrosion. Los fluidos que son transportados contienen importantes
cantidades de H,S y la corrosidn asociada a la presencia de este compuesto, es
considerada como un grave problema.

Si bien, diversos investigadores plantean gue el problema de la corrosién es el resultado
de la transformacién bioldgica del H,S a acido sulftrico (H2SO4) por bacterias
sulfooxidantes; el H,S por si mismo bajo condiciones anaerobias causa la despola-
rizacién del fierro y provoca corrosion puntual; aunado a esto, su fuerte tendencia a
precipitar iones metalicos como Fe?*, Zn®*, y Mn?*, forma sales altamente insolubles
(Hao et al,, 1996; Maka y Cork, 1992).

En el Instituto Mexicano del Petroleo, se llevan a cabo estudios multidisciplinarios
enfocados a la busqueda de soluciones ante este grave problema, que se basan en la
instalacion de estaciones de campo, para llevar a cabo andlisis de la diversidad
microbiologica con ingenieria genética, caracterizacion metallrgica, electroquimica de
procesos, elaboracidn de sustancias inhibidoras y biocidas. Sin duda, la explotacion de
nuevos yacimientos situados a profundidades de 500 a 3000m en el Golfo de México,
demandara materiales con mejores propiedades mecanicas y mayor resistencia a la
corrosion por H,S.
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1.6. Objetivos

General

Aislar, identificar y clasificar bacterias reductoras de tiosulfato (BRTS), presentes en
pozos petroleros mexicanos.

Particulares

e Aislar BRTS de pozos petroleros del Golfo de México.

« Identificar las cepas aisladas morfoldgica y fenotipicamente.
» Clasificar las cepas aisladas e identificadas filogenéticamente.

1.7 Hipdtesis

La produccién de sulfuro de hidrégeno en un cultivo axénico con una fuente de carbdn
organica y tiosulfato de sodio como aceptor final de electrones, es indicativo de la
presencia de bacterias reductoras de tiosulfato.
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Material y métodos

2.1 Diserio experimental

La figura 2.1, muestra el disefio experimental planteado para el desarrollo de este

proyecto.

Muestra

v

1) Propagacién en
medio basal enriquecido

v

Seleccion de muestras, por la
cuantificacion de H-S disuelto
(Cord-Ruwisch, 1985)

no
— Desechar

7!

2%y 3% propagacion en
medio enriquecido

'

2) Aislamiento en tubo —
rodado (Hungate, 1969)

l

Evaluacioén de pureza por
microscopia dptica

no

si

A4

v

v

3) Caracterizacion fisiologica
-Tincién de Gram

- Microscopia electrénica

- Temperatura 6ptima

- Salinidad 6ptima

- pH 6ptimo

- Donadores de electrones

- Aceptores de electrones

- Determinacion de la enzima catalasa

4) Caracterizacion filogenética
- Extraccién de DNA total
- Amplificacién del gene 16S rDNA
- Clonacién
- ~Insercién al plasmido
-Transformacion
-Replicacién
-Extracciéon
- Secuenciacion del gen 16S rDNA

— | IDENTIFICACION ‘—J

Figura. 2.1. Diagrama de flujo que muestra el disefio experimental planeado, para cumplir el objetivo principal de
este trabajo en cuatro partes fundamentales: propagacion, aislamiento, caracterizacion fisiolégica y caracterizacion

filogenética.
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2.2 Obtencion y propagacion de muestras

Se trabajaron 16 muestras colectadas de oleoductos y contenedores de agua de
formacion y agua de bateria de pozos petroleros ubicados en el Golfo de México (Tabla
2.1). Todas fueron transferidas para su crecimiento bajo diferentes condiciones de
temperatura y salinidad.

Tabla 2.1. Caracteristicas de las muestras y condiciones en las cuales se observé crecimiento desde el inicio.

Muestra Procedencia T'C NaCl (g/l) i Naturaleza

1 Pozo Samlll 35 30 Sedimento acuoso
I 2 Cunduacan 35 1 Crudo

3 Iride 35 t Crudo

4 1103 80 15 Sedimento acuoso

5 Bateria SamllI 80 15 Sedimento acuoso

6 M2pozo 38 35 | 1y ISWL Sedimento acuoso
7 M2 pozo 38b 35 3 Sedimento acuose
% T BawdaCamizo | 35 | 15 Sedimenoacuoso
I 9 21-D carr |33 lyls Sedimento acuoso 1
10 Sep. Samaria Il 35 3 i Sedimento acuoso

11 Agua de sep. 35 30 Sedimento acuoso

12 21-D 60 30 Sedimento acuoso

13 21-D 60 15 Sedimento acuoso

14 Pozo ABK 56 35 30 | Sedimento acuoso

IS | AguaBatSamnlII 35 30 | Sedimento acuoso 1

16 Bateria carrizo 35 30 | Sedimento acuoso |

2.2.1. Medio de propagacion.

El medio basal de propagacion se prepard con los siguientes compuestos cuantificados
en g/L: NH4Cl 1; KoHPO4 0.3; KHyPO4 0.3; MgS04e7H,0 0.2; CaClye2H,0 0.1; KCI 0.1;
Cisteina-HC! 0.5; resazurina 0.001; solucion de oligoelementos de Balch 10 mL y NaCl a
diferentes concentraciones 1, 15 ¢ 30 g/L.

Para preparar un litro de medio basal se pesaron todos los compuestos excepto la
cisteina-HCI (Carlson et al, 1979) y se disolvieron en un matraz Erlenmeyer que
contenia agua destilada c.b.p. 1L. Se ajustd a pH 7.0 con una solucién KOH 1 M y se
puso una marca de aforo. Se agregé 1/3 mas del volumen de agua y se puso a
ebullicién para eliminar el oxigeno presente. Poco antes de llegar a la marca de aforo se
le puso un flujo constante de nitrégeno (Figura 2.2.2) (Ljungdahl y Wiegel, 1986).

Una vez que se llegd al volumen de aforo, se enfrid y se agregd la cisteina-HCl. El
medio se repartié con ayuda de un dosificador automatico (Wheaton Unispense-1I) en
botellas seroldgicas de 60 ¢ 120 ml sin retirar el flujo de N, e inmediatamente se
taparon con septos de hule y se sellaron con arillos de aluminio; a continuacién se les
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realizé un cambio de atmésferas de N;-CO, (80:20) durante 1 minuto por cada 20 mL
de medio. Posteriormente se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos (Figura 2.2.b).

La solucion de oligoelementos de Balch se elaboré disolviendo 1.5 g de d&cido
nitriloacético en 700 ml de agua destilada; se ajusté el pH a 6.5 con KOH 1M y se
adicionaron enseguida los siguientes compuestos: MgSO4e7H;0 3 g; MnSO4¢2H;0 0.5 g;
NaCl 1 g; FeSOs7H;0 0.1 g; CoChe2H,0 0.1 g ; CaCl, 0.1 g; ZnSO4 0.1 g;
CuSO04e5H,0 0.01 g; AIK(SO4); 0.01 g; H3BO3 0.01 g; Na;MoO4e2H,0 0.01 g. Se aford el
volumen de agua a 1 litro y se ajusté a pH 7.0 con una solucién KOH 1 M. La solucion
se conservo en un frasco dmbar en refrigeracion, hasta su uso.

Figura 2.2. Elaboracion de medio de cultivo anaerobio, para la propagacion de las muestras, a. fase de reduccion.
b. incubacion en botellas serologicas

2.2.2. Enriquecimientos del medio

El medio base de propagacion se enriquecié variando los substratos y la concentracion
de los mismos, para detectar procesos de reduccién o de dismutacién (Bonilla, 1999).
Los substratos se prepararon con agua reducida y bajo flujo constante de N; a las
siguientes concentraciones: NaHCO; 10%; Na,Se9H20 2%,; Nax(S;03) 1M; extracto de
levadura 2%; casaminoacidos 2 y 20% Yy peptona de caseina 2 y 20%, para obtener
las concentraciones finales que se muestran en la tabla 2.2; el pH fue ajustado a 7.

Tabla 2.2. Tratamientos a los que fueron sometidas las muestras originales, para detectar reduccién o dismutacion
del tiosulfato de sodio. (Bonilla, 1999). El pH se ajust6 a 7.0 con la solucion de NaHCO; al 10% (p/v).

Tx.-ata~ Na;S 9H,0 | Nax(S:0;) | Extracte | Casamino | Peptona H, |Inéculo
miento 2% levadura acidos | de caseina
1 0.2g/L 20mM 0.2¢/L 0.1 g/L - - 10%
2 0.2g/L 20mM 0.2g/L - 0.1g/L - 10%
3 0.2¢/L 20mM 0.2¢/L 5g/L - . 10%
4 0.2¢/L 20mM 0.2g/L 5g/L - 2bar | 10%
5 0.2¢/L 20mM 0.2¢/L - 5 g/l 2bar | 10%
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2.3 Seleccion de muestras
2.3.1. Cuantificacion de H,S disuelto

Cada muestra se trabajo con los 5 tratamientos de la tabla 2.2 para detectar procesos
de reduccion o dismutacion de tiosulfato por la presencia de H,S. La presencia de H,S
se detectd por el método de determinacion de sulfuros disueltos y precipitados en
cultivos de BRS (Cord-Ruwisch, 1985). Para determinar la precipitacion de CuS (segun el
método), se prepard una solucion de CuSOs (5 mM) 10 veces concentrada; y una
solucion de HCl (50 mM) diluidas en agua destilada, las cuales se guardaron en frascos
ambar en refrigeracion, hasta su uso.

Para los ensayos se emplearon 4 mL de esta solucion con 0.1 ml de cada tubo de la
curva estandar. La reaccion que se llevo a cabo, es la siguiente:

CuSO,; + H>S —>Cu$S + H»>S0,

Para elaborar la curva estandar de H,S, entre concentraciones de 1 a 20 mM, se prepard
una solucion de Na,S (50 mM) y una serie de 20 tubos de Hungate que contenian
diferentes cantidades de agua reducida. La turbidez provocada por la precipitacion del
CuS, se midio en un espectrofotdmetro a 480 nm. Con estos datos se elabord la grafica
y se calculd la estimacion lineal que se muestran en la figura 2.3.

y =0.0313x-0.0374 R2=0.9952
0.8 ,

06

0.4

D.O. 580nm.

0.2

0 5 10 15 20 25
mM de H2S

Figura 2.3. Curva de calibracién* para la deteccién de H,S disuelto en solucion acuosa segun el método de Cord-
Ruwisch, 1985. La concentracion se determina aplicando la relacién: x=(Abs. +.0374)/ .0313.

*Esta curva se ajusté al variar la preparaciéﬁ’ del Na,S y el modelo del espectrofotometro.

Las muestras que presentaron una produccion elevada de H,S, fueron resembradas en
una segunda y tercera propagacion con el tratamiento respectivo.




2.4 Aislumiento

Las muestras que mantuvieron la produccion de H,S luego de la tercera. propagacion
fueron seleccionadas para continuar con la serie de aislamientos por tubo rodado, que
dependiendo de la poblacion bacteriana presente en cada una, fue de 3 a 5 eventos.

2.4.1 Método de tubo rodado

2.4.1.1. Bucterias mesofilicas

Para el aislamiento de bacterias mesofilicas se siguid el método de tubo rodado de
Hungate (Hungate, 1969) modificado por Ueki (Ueki et g/, 1980). El medio de
aislamiento fue el mismo que se empled durante la propagacion segun el proceso
metabdlico que se habia observado (dismutacion o respiracion), solo que se le
adicionaron 4 g/L de NaHCOs y se ajusté a pH 7.0 con HCI 1N.

Una vez preparado el medio, se adiciond una tercera parte del volumen total de agua
destilada, y se puso a ebullicion con flujo de N,. Cuando se alcanzé el volumen inicial
(sin dejar enfriar) se adiciond la cisteina-HCl y 18 g/L de agar bacterioldgico. Se
vertieron 5 mL de medio caliente en tubos de Hungate con flujo constante de N, y a
cada tubo se le realizd un cambio de atmdsferas de N,-CO, por 30 segundos.
Posteriormente se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos.

Para iniciar el aislamiento, se fundid el agar de 12 tubos en bafio maria, se mantuvieron
semi-liquidos en un bafio de agua a 48°C y se les agregaron los substratos
correspondientes segun el proceso metabdlico observado para cada una de las
muestras. '

Se tomo un in6culo de 0.5 mL de la muestra seleccionada y se inyectd al primer tubo el
cual se saco del bafio de agua y se homogeneizo ligeramente para evitar la formacion
de burbujas. De este primer tubo se tomaron 0.5 mL y se inyectaron al segundo y asi
sucesivamente hasta completar una serie de 12 diluciones.

Al finalizar la transferencia, el tubo de la ultima dilucion se sacé del bafio de agua y se
colocd en un motor rotatorio (Bellco Glas), donde se solidificd con ayuda de un trozo de
hielo. A continuacién se colocd en una gradilla de manera vertical, y se procedié a
solidificar el resto. Finalmente los tubos fueron incubados a 35°C hasta la formacién de
colonias, que dependiendo de la muestra, tardé entre 1 y 4 semanas (figura 2.4.a).
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2.4.1.2, Bacterias termofilicas

El aislamiento de bacterias termofilicas se hizo de igual manera que las mesofilicas,
usando el método de tubo rodado de Hungate, solo que en lugar de agar bacteriolégico
se usO Gelrite o Phytagel, un preparado especial para el aislamiento de termdfilos (Kang
et al,, 1982; Lin et al, 1984).

El medio de cultivo base se preparé con el doble de concentracion de sus ingredientes
adicionandole ademas 0.8 g/L de MgCl,. Al mismo tiempo, se prepard Gelrite diluida en
agua destilada (16 g/L) y se vertié aln caliente en tubos de Hungate. De ambas
soluciones se vertieron 2.5 mL en tubos de Hungate por separado pero solo a los tubos
con medio liquido se les realizd el cambio de atmdsferas con N»-CO, por 30 segundos.
Los tubos se esterilizaron por separado a 121°C durante 15 minutos.

Para el aislamiento se fundieron 12 tubos con Gelrite en bafio maria y se mantuvieron
semi-liquidos en un bafio de agua a 60°C. A los tubos con el medio liquido se les
agregaron los substratos correspondientes segin el proceso metabdlico observado para
cada muestra y NaHCO; necesario para ajustar a pH 7.0. Inmediatamente se hizo la
serie de diluciones tomando 0.5 mL de la muestra original como indculo para el primer
tubo de medio liquido; de éste se tomaron 0.5mL y se inyectaron en el siguiente y asi
sucesivamente. Una vez hecha la serie de diluciones se introdujeron todos los tubos
dentro del bafio de agua.

Utilizando jeringas purgadas con N, se transfirieron los 2.5mL de medio con inéculo en
los tubos con Gelrite, para una concentracion final 1X. Finalmente se solidificaron con un
trozo de hielo y se incubaron a 60°C hasta la formacidon de colonias, que acontecié
alrededor de la sexta semana (figura 2.4.b).

a b
Figura 2.4.a. Formacién de colonias de bacterias mesofilicas crecidas sobre agar a 35°C luego de 2 semanas de

incubacion. b. Formacion de colonias de bacterias termofilicas sobre gelrite a 60°C después de 6 semanas de
incubacion.
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2.4.2. Seleccion de colonias

Los tubos de mayor dilucion (10® a 107*%) fueron escogidos generalmente para
transferir las colonias aisladas a medio liquido, e inmediatamente a una nueva serie de
tubos con medio sdlido. Dado que en este paso no teniamos un parametro para
discernir si se trataba de una BRTS, la seleccién de las colonias se hizo tomando en
cuenta su morfologia y grado de aislamiento.

Las colonias seleccionadas se transfirieron a medio liquido con ayuda de una pipeta
Pasteur con la punta ligeramente doblada dentro de una camara anaerobia (Coy). Las
cepas aisladas se reinocularon en agar de 2 a 5 veces mas hasta observar uniformidad
en las colonias. Finalmente se pasaron a una serie de 12 diluciones en medio liquido
(figura 2.5).

Figura 2.5, Traslado de colonias a medio liquido para confirmar su pureza y posterior propagacion a mayor
volumen.

2.4.3. Evaluacion de pureza

Después de la serie de aislamientos en medio liquido se hicieron observaciones
constantes al microscopio para determinar uniformidad en la morfologia de las
bacterias. Posterior a la apreciacion microscopica se hicieron inoculaciones en medio

que contenia glucosa 20 mM para descartar crecimiento de bacterias contaminantes.
(Bonilla, 1999).
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2.5. Caracterizacion fisiologica

2.5.1. Tincién de Gram — Microscopia de contraste de fases

Para la tincién de Gram se prepararon las siguientes soluciones de trabajo:

1.-Cristal violeta

Solucion A Solucién B
Cristal violeta 29 Oxalato de amonio 0.8 g
Etanol 95% 2 mL Agua destilada 80 mL

Mezclar Ias soluciones A y B y almacenar por 24h, filtrar antes de su uso.

2.- Mordente

Yodo lg

Ioduro de potasio 2 g,

Agua destilada 300 mL

Mezclar en un mortero el yodo y el ioduro de potasio adicionando lentamente el agua
hasta la completa disolucién de ambos, almacenar en frasco ambar.

3.- Solvente de decoloracion
Etanol 95% (v/v)

4.- Colorante secundario

Safranina 10 mL (2.5 % (p/V) en etanol 95 %)

Agua destilada 90 mL

Disolver 2.5 g de safranina en etanol al 95 % y aforar a 100 mL, diluir 10 mL de esta
mezcla en 90 mL de agua destilada.

Las muestras se fijaron al calor sobre un porta-objetos y se sumergieron en cristal
violeta por un minuto. Se lavaron con agua destilada cuidadosamente hasta quitar el
exceso de colorante y se les agregd la solucion mordente que se dejé actuar por el
mismo lapso de tiempo. Se lavaron nuevamente con agua destilada y se les afadid el
solvente de decoloracidon por 30 segundos. Se limpiaron los restos con papel
absorbente, se sumergieron 30 segundos mas en el colorante secundario y finalmente
se lavaron con agua destilada hasta quitar el exceso de colorante (Murray et a/,, 1994).
Las muestras se secaron a temperatura ambiente y fueron observadas en un
microscopio optico de contraste de fases Olympus BH-2 con objetivo de inmersién 100x
(figura 2.6).




Figura 2.6. Microscopio optico de contraste de fases Olympus BH-2.

2.5.2. Microscopia electronica

La preparacion de muestras bioldgicas para su observacion en microscopio electronico
de barrido se llevé a cabo en 5 pasos: 1) Fijacién primaria con glutaraldehido 2) Lavado
con amortiguador de fosfatos 3) Fijacion secundaria con tetradxido de osmio 4)
Deshidratacion con alcohol y 5) Desecacidén al punto critico.

soluciones de trabajo:

Glutaraldehido al 2.5 %

s Amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 7.2

Solucion de tetradxido de osmio al 2%

Soluciones porcentuales de alcohol etilico 30, 50, 70, 85, 90 y 100%

Procedimiento

Las bacterias en fase exponencial de un cultivo puro de 20 mL se colectaron por
centrifugacién a 14,000g durante 15 minutos. Ef boton bacteriano se transfirié a un
tubo eppendorf y se cubrié con glutaraldehido al 2.5% dejandose en refrigeracion a
— 4 oC durante 24 horas.

La muestra se decantd y se lavo de 3 a 5 veces con amortiguador de fosfatos, pero ya
sin centrifugar. A partir de este paso y hasta la desecacion, se trabajé con guantes de
latex y dentro de una campana de extraccién.
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La muestra libre de amortiguador de fosfatos se cubrié con tetradxido de osmio al 2% y
se selld el tubo dejandose reposar por 2 horas (el tetradxido de osmio es un metal
pesado que facilita el contraste frente al flujo de electrones; faciimente volatiliza, por lo
que siempre debe utilizarse bajo campana de extraccién y no tocar la piel).

Se decantd el osmio en un contenedor especial y se procedid a deshidratar la muestra
con 2 cambios de 15 minutos cada uno, de los alcoholes al 30, 50 y 70% dejandose
reposar toda la noche en esta Ultima dilucion. La deshidratacion hasta etanol absoluto
continud al siguiente dia. La muestra tratada se pasé a una capsula microporosa y se
sumergio en etanol absoluto.

La muestra se deseco al punto critico con CO; liquido. Una vez en forma de polvo, se
montd sobre una cinta carbon adherida a un portamuestras. Finalmente, se dio un
recubrimiento carbdn-oro por 250 segundos (Bozzola y Russell, 1991; Yacaman y Reyes,
1995).

Las muestras se observaron en un microscopio electronico (JEOL-5900) de bajo vacio
en un rango de 10 a 15kV y aumentos de 3 000 a 40,000 X.

2.5.3. Temperatura optima

Para determinar la temperatura optima de crecimiento de las cepas aisladas, se hicieron
tres resiembras consecutivas en el mismo medio de propagacion, tubo a tubo por
triplicado. Se cuantificé el crecimiento de las bacterias aisladas cada 24 horas a 9
temperaturas diferentes (15, 25, 32, 35, 40, 50, 60, 70, y 80°C), en un
espectrofotometro (Spectronic 20) a 580nm. Se elabord una curva de crecimiento para
cada temperatura y se calculd la velocidad de crecimiento especifico como se indica en
el apartado 2.7 de manejo de datos al final de este capitulo.

2.5.4. Salinidad éptima

Para determinar la salinidad optima de crecimiento de las cepas aisladas, se hicieron
tres resiembras de las bacterias aisladas tubo a tubo por triplicado a 17 concentraciones
diferentes de NaCl (0, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, y
200 g/L). Se utilizd el mismo medio de propagacion y cada cepa fue incubada a la
temperatura que resultdé optima para su crecimiento.




2.5.5. pH optimo

Para determinar el pH dptimo de crecimiento de cada una las cepas aisladas, se
prepararon dos litros de medio de cultivo anaerobio por cepa, con la concentracion de
NaCl gue resultd dptima para su crecimiento.

El primer litro fue ajustado a pH 2.0 con HCI (1M) y el sequndo a pH 7.0 con KOH (1M),
se vertieron en tubos de Hungate, se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos y se
guardaron por separado.

Después de agregar los substratos requeridos para su crecimiento, una serie de 8 tubos
(por cuatriplicado), se ajustod a valores de pH por debajo de 7.0 (4.5, 5.0, 5.2, 5.5, 6.0,
6.5, 6.7, y 6.9) con NaHCO3 (2%) . Otra serie de 8 tubos del segundo medio (también
por cuatriplicado) se ajustd a valores de pH por arriba de 6.9 (7.0, 7.3, 7.5, 7.7, 8.0,
8.5, 9.0, 9.2) con NaHCO 3(10%).

Luego de la inoculacion, el cuarto tubo de cada serie se sacrifico y se tomo el pH inicial.
Cada cepa se incubd a la temperatura que resulté éptima para su crecimiento. Cuando
se concluyd con el experimento, se sacrificaron los tubos para medir el pH final y
determinar las variaciones de pH con respecto al pH inicial.

2.5.6 Determinacion de la enzima catalasa

Para comprobar la ausencia de la enzima catalasa, en un cultivo fresco de 5 ml en
crecimiento exponencial, se inyectaron 500ul de una solucién de H,0, al 3%. Se tomd
como control positivo un tubo con 5 mL de la cepa Pseudomonas aureaginosa M113.

2.5.7. Donadores de electrones — fuentes de carbono

Para determinar las fuentes de carbono idoneas, que las cepas aisladas son capaces de
utilizar, se prepararon los substratos que se muestran en la tabla 2.4. Los compuestos
solubles en agua destilada se prepararon a una concentracion 1M. Algunos fueron
esterilizados en autoclave y otros como los azucares, fueron filtrados. Los compuestos
insolubles en agua destilada se pesaron directamente en el tubo previo a la agregacion
del medio de cultivo. La concentracion final para todos los substratos fue de 20 mM,
excepto para la peptona, extracto de levadura y casaminoacidos que fue de 2.5 g/L y
para los compuestos aromaticos que se manejaron a 0.5 g/L. El medio de cultivo para
el caso especifico de las cepas MET2 y MET12 fue enriquecido ademas con 0.1 g/L de
extracto de levadura (Hernandez-Eugenio et a/., 2000; Jeanthon et a/., 1995).
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Los substratos se probaron cada uno en series de tres tubos, por triplicado. Se
cuantificd el crecimiento celular en un espectrofotdmetro (Spectronic 20) a 580 nm. Se
utilizd un blanco que contenia medio de cultivo para calibrar el aparato, asi como un
control con medio de cultivo y bacteria sin substrato. Se tomd dicho control de
referencia para hacer una segunda y tercera reinoculacion tubo a tubo, toda vez que el
crecimiento bacteriano alcanzaba la fase estacionaria. Los ensayos en los cuales la
bacteria formaba floculos fueron agitados, mientras que aquellos que presentaban
precipitacion cristalina como el Bifenilo y el DBT, se mantuvieron cuidadosamente en
posicion vertical, para tomar sélo la lectura del sobrenadante.

Tabla 2.3 Fuentes de carbono utilizadas como donadores de electrones, para las cepas aisladas.

Alcoholes ’ Cetonas Substratos complg'qugm_J
Etanol acetona Casaminoacides
Fenol E.de levadura ‘
Glicerol Compuestos azufrados Pep.de caseina ]
Manitol Dimetil sulféxido
Metanol Sales de dcidos organicos
Sorbitol Azucares Acetato

Fructosa Lactato
Acidos organicos Galactosa Citrato
Ascérbico Glucosa Formiato
Fumarico Manosa
Lactico Ribosa Acidos grasos volatiles
Malico Sacarosa Acético
Piravico D-xilosa Butirico

L-xilosa Foérmico
Compuestos aromdticos : Succinico
Bifenilo
DBT
Tolueno

2.5.8. Aceptores de electrones

Se hicieron tres resiembras de las cepas aisladas tubo a tubo por triplicado con 4
diferentes compuestos azufrados como aceptores de electrones: azufre elemental,
sulfato de sodio, tiosulfato de sodio y dimetil sulféxido, todos a una concentracion de
20 mM. Todos los aceptores se agregaron de soluciones stock estériles, excepto el
azufre elemental, el cual se pesd directamente en el tubo antes de agregar el medio
liquido. Se utilizd un tubo con medio como blanco de calibracion y otro tubo que
contenia a la bacteria sin aceptor de electrones como control negativo. El crecimiento
bacteriano se midi® en un espectrofotémetro (Spectronic 20) a 580nm, asi como la

produccion de acido sulfhidrico (H,S) a 480nm, detectado por el método de Cord-
Ruwish (Cord-Ruwish, 1985).
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2.6 Caracterizacion filogenética

2.6.1. Extraccion y purificacion de DNA total

Se colectaron las bacterias de un cultivo fresco de 100 mL en fase de crecimiento
exponencial, por centrifugacién a 14,000 g durante 15 minutos. El boton de bacterias
se homogeneizé con 1mL de una mezcla de N-lauril-sarcosinato (NLS) al 10%; dodecil
sulfato de sodio (SDS) 10% vy proteinasa K y se dejo incubando por tres horas a 55°C.
La muestra se dividio en 2 viales y se agregaron a cada uno 500 nl de fenol-cloroformo;
se agitaron vigorosamente en vortex y se centrifugaron a 14,000 g durante 10 minutos.
Se recuperd la fase acuosa conteniendo el DNA y se agrego un 10 % de acetato de
sodio 3 M con respecto al volumen obtenido y el doble de volumen de etanol absoluto.
Se refrigeré la muestra a —20°C por una hora, y después se centrifugd a 14,0009
durante 10 minutos.

Se decantd el sobrenadante y el DNA se secd en una camara de vacio (SpeedVAC) a
600C por 10 minutos . El DNA se resuspendié en 100 pl de amortiguador P1 (Tris-HCl 50
mM; EDTA 10 mM; conteniendo RNasa 100 pg/mL) (GIBCO BRL) y se incubd a 37°C
por 30 minutos (Beji et a/, 1987). La integridad del DNA, se determind por corrimiento
de 5 ul de la resuspension en un gel de agarosa al 0.8 % en amortiguador TAE a 100 V
durante 15 minutos.

2.6.2. Amplificacion de la subunidad ribosomal 16S (16S rDNA).

El DNA purificado se usd para amplificar el gene 16S rDNA por PCR. La mezcla de
reaccion para PCR se prepard con lo siguiente: Amortiguador de PCR 10X (Tris-HClI 100
mM; KCI 500 mM; MgCl; 15 mM; Triton 1 %) 5 pl; MgCl, (25 mM) 10 pl; DNTP s 5 ul de
cada uno (dATP, dCTP, dTTP, dGTP); Qligos iniciadores 1 ul de cada uno (= 100 pmol);
enzima Taq polimerasa 1 ul (equivalente a 0.5 U); DNA del purificado (5 a 10 pl) y agua
destilada, para completar un volumen final de 50 ul. El programa con el que se llevd a
cabo la amplificacion se muestra en la tabla 2.4.

Tabla 2.4 Instrucciones programadas en el termociclador, para la amplificacion del gene 168S.

Paso Temperatura | Tiempo
1 94°C 2 min
2 55 1
3 72 2
4 94 1
5 30 veces al paso 2
6 55 5
7 72 10
8 4 finalizar
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Los oligos iniciadores utilizados, corresponden a las posiciones 8-27 y 1492-1510 del
gene 16S de E.coli.

Iniciador 5' — 3': 5'<AGAGTTTGATCCTGGCTCAG<3'.

Iniciador 3' — 5':  5'<GGTTACCTTGTTACGACTT<3'. (Haridon et al., 1998)

El producto amplificado se corrid en su totalidad en un gel de agarosa al 0.8% en
amortiguador TAE, a 100V por 30 a 40 minutos. Se usd como marcador de peso, DNA
del fago 2 digerido con la enzima HindIIl, que contiene bandas desde 125 pb hasta
23,130 pb. El amplificado se recuperd siguiendo el protocolo “Método rapido de
extraccion de DNA en gel de agarosa” (GIBCO BRL).

2.6.3. Clonacion

2.6.3.1. Insercion al plasmido pMOSBlue

Una vez obtenido el amplificado del gene 16S rDNA de 1500 pb aproximadamente, se
designd una parte a la secuenciacion directa y la otra se introdujo dentro del pldsmido
pMOSB/ue,  un plasmido disefiado para clonar productos de PCR que permite
seleccionar por color (azul - blanco) las clonas bacterianas trasformadas con la
construccion. Primeramente el producto se fosforild a 22°C por 40 minutos en una
mezcla pK de reaccion conteniendo lo siguiente: Amortiguador pK 10X 1pul; DDT 100
mM 0.5 pl; pK enzima 1pl; DNA del amplificado 5 pl. La ligacién al vector se realizd con
1l de pMOSB/uey 1ul de DNA T4 ligasa a 16°C por 12 horas.

2.6.3.2. Transformacion en células competentes y replicacion del plasmido

La construccion se introdujo en bacterias XL1-Blue competentes, preparadas por el
método de CaCl,. Las bacterias guardadas con glicerol a —80 °C, se sacaron y se
descongelaron 10 minutos en hielo. El plasmido afiadid y se introdujo en las bacterias a
través de un choque térmico a 43°C en un bafio de agua por 45 segundos. Se les
agregd 1 mL de medio de cultivo LB ( peptona biotriptasa 10 g, extracto de levadura 5
g, NaCl 10 g, agua destilada 1000 mL) y se incubaron a 37°C durante 45 minutos.

Las células se centrifugaron a 14000 g durante 1 minuto, se decantd el sobrenadante y
se les agregaron 10 pl de IPTG (24 mg/mL) y 40 ul X-gal (50 mg/mL). Las células
transformadas se sembraron en cajas de LB agar conteniendo ampicilina (50mg/mL), y
se incubaron a 37°C durante 16 horas. Pasado este tiempo, las colonias que por su
color blanco mostraron la presencia del plasmido con inserto, fueron seleccionadas.
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Las colonias se picaron y se propagaron por separado en tubos de ensayo con 5 mL de
medio LB con antibidtico a 37°C por 24 horas. El tubo que presentd buen crecimiento se
resembré en 250 mL de medio LB liquido. Una vez que se observd crecimiento, se
procedid a guardar la mitad de éstas en refrigeracion a —4°C, y a la otra mitad se le
extrajo el plasmido siguiendo el protocolo del Wizard Plus SV — Minipreps.

2.6.3.3. Extraccion del plasmido

Se tomaron de 1 a 5 mL de cultivo fresco y se centrifugaron a 1000 g durante 5
minutos. Se decantd el sobrenadante y el tubo se volted con cuidado de no perder el
botdn, sobre papel secante. Se agregaron 250 pul de solucidén de resuspencion celular
(guanidina-HCI 3 M, tween-20 20 %) y 250 pul de solucién de lisis (tris-HClI 50mM, EDTA
50mM, tween-20 0.5%, tritdn 100x). Se mezclé suavemente 4 veces por inversion y se
incubo de 1 a 5 minutos a 37 °C hasta observar aclaramiento del lisado.

Se agregaron 10 pl de proteasa alcalina, se invirti6 4 veces el tubo y se incubd 5
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 350 ul de solucidn de neutralizacion
(NaCl 750 mM, MOPS 50 mM, isopropanol 15 %) y se invirtid el tubo nuevamente, 4
veces. Se procedio a centrifugar la muestra a 14 000 g durante 10 minutos. Se transfirid
el lisado (850ul aprox.) a una columna con resina que une el DNA. Se centrifugd a 14
000 g durante 1 minuto. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron 750 pl de solucion
de lavado (NaCl 1 M, MOPS 50 mM, isopropanol 15 %); se centrifugd nuevamente por 1
minuto y se repitié esta operacion con 250 pl de solucion de lavado.

La columna se transfirid a un tubo eppendorf nuevo y se eluyé el plasmido adicionando

100 pl de agua libre de endonucleasa y centrifugando nuevamente a la misma velocidad
durante 1 minuto.

2.6.4. Secuenciacion

La secuencia de los nucledtidos que conforman el gene 16S de cada cepa, fue
determinada por el método de terminacion de cadenas por dideoxinucledtidos (Sanger
et al, 1977) leida en un secuenciador capilar ABI PRISM modelo 310, que contiene
implicito en el software el programa META-1, para andlisis de datos.
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2.7. Manejo de datos

Para determinar la velocidad de crecimiento especifico de las cepas ante un estimulo
dado (temperatura, salinidad, pH), se tomo como base la siguiente relacion:

ax = uX ec.1l
dr

donde X es alguna manifestacion de la concentracién celular (D.O., concentracion
celular, concentracion proteica) y p la velocidad de crecimiento especifico . Si la
ecuacion 1 se integra, se obtiene la formula que refleja las actividades de una poblacion
microbiana tipica de un cultivo cerrado (ecuaciones 2 y 3).

jdj((:fydt ec. 2
1n))(( =t ec. 3
(0]

Xo es el niUmero de células a tiempo cero, X es el nimero de células a tiempo t, siendo
éste el tiempo transcurrido mientras se mide el crecimiento. Para determinar el optimo
de la condicion que se busca, se toman los puntos que abarquen la fase de
crecimiento exponencial resultantes del proceso anterior, y se encuentra la
pendiente. Los valores obtenidos se expresan en términos de velocidad de crecimiento
especifico (n), cuyas unidades se refieren a tiempo h "' (Quintero, 1990). La
representacion grafica de la ecuacion 3 se muestra en la siguiente figura.

1.6

Ln(X/Xo)

0 20 40 60 80 100 120 140

tiempo (h)

Figura 2.7. Representacion grafica de la velocidad de crecimiento especifico (i) dada a partir de la ecuacion 3.
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Resultados

3.1 Seleccion de muestras

Se trabajaron 16 muestras de agua de separacion, agua de bateria y crudo colectadas
de pozos petroleros ubicados en el Golfo de México (tabla 2.1). Todas se encontraban
en medio basal ajustado a pH 7.0 con 20 mM de tiosulfato de sodio y fueron
transferidas para su propagaciéon en medios enriquecidos con 5 variaciones: en el
donador de electrones, en el pH y en la fuente de energia (tabla 2.2), con el fin de
identificar procesos de dismutacion o de reduccidn del tiosulfato de sodio detectados por
la produccion de H,S.

Seis muestras (2, 3, 4, 5, 7 y 14) fueron descartadas desde el inicio porque en ningun
tratamiento presentaron produccion del acido y solo tres de las restantes (muestras 1,
12 y.15), mantuvieron la produccidn constante de éste hasta la tercera propagacion.

Se hicieron tres resiembras sucesivas en medio basal con el enriquecimiento respectivo,
las reinoculaciones se efectuaron toda vez que las concentraciones de H,S llegaban a un
rango entre 20 y 40 mM. En todas las muestras positivas, el tratamiento con el que se
detectdé mayor crecimiento y produccion de H,S fue el implementado con peptona (5
g/L) e Hy (2 bar)apH7.0.

3.2. Cepa MET-2

3.2.1. Aislamiento

La produccion de H,S a lo largo de las resiembras de la muestra 1 se puede apreciar en
las figuras 3.1 a 3.3, donde se observa que el tratamiento 5 enriquecido con peptona de
caseina (5.0g/L) e hidrégeno (2 bar), fue el éptimo para el crecimiento y la reduccion
del tiosulfato de sodio por los microorganismos de esta muestra.

Para el aislamiento de bacterias de la muestra 1 se escogieron 20 colonias de manera
aleatoria de los tratamientos que presentaron la mayor produccidon de H,S. Las colonias
presentaron diferentes morfologias (tabla 3.1). Los aislamientos crecidos con peptona -
hidrégeno, mantuvieron hasta el final Ia reduccién constante del tiosulfato de sodio. Las
colonias crecidas con este tratamiento eran de color negro o café, de didmetro variable
(1 a 2 mm) y diversidad en la forma, elevacién y borde.
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»
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Figura 3.1. Produccion de H-S disuelto de la muestra 1, (primera propagacion), utilizando 5 tratamientos para
identificar procesos de dismutacion o de reduccion del tiosulfato de sodio. (#tratamiento 1, con casaminoacidos
0.1g/L); (w tratamiento 2, con peptona 0.1g/L); ( A tratamiento 3, con casaminoacidos 5.0g/L); (+ tratamiento 4, con
casaminoacidos 5.0g/L e hidrogeno 2 bar): ( @ tratamiento 5, con peptona 5.0g/L. e hidrégeno 2 bar).
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j

Figura 3.2. Produccién de H,S disuelto de la muestra 1, (segunda propagacién), utilizando los 3 tratamientos que
presentaron mayor produccion. (a tratamiento 3); (¥ tratamiento 4); (@ tratamiento 5).
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Figura 3.3. Produccién de H,S disuelto de la muestra 1 (tercera propagacion), utilizando los 2 tratamientos que
presentaron mayor produccion. (A tratamiento 3); (@ tratamiento 5).

Tabla 3.1. Colonias seleccionadas para la serie de aislamientos de la muestra 1. La sobresaliente corresponde a la

cepa MET-2.

Colonia | Tratamiento | Dilucién Forma Elevacion Borde Didmetro Color
1 Casamino 10”7 Rizoide Convexa | Filamentoso 2.0 mm Café
2 Casamino 10”7 Fusiforme Plana Entero 5.0 Beige
3 Pept-H, 10° Circular Convexa * 1.5 Negra
4 Casam-H, 107 - Umbonada 1.5 Café
5 Pept-H, 107" Convexa 1.0 Negra
6 Pept-H, 10° B « “ 1.0 Negra
7 Casamino 10° B Plana - 1.0 Negra
8 Casamino 10° Amiboide Elevada Amiboide 3 Ocre
9 Casamino 10° N “ N 1.0 Negra

10 Casam-H, 10° Fusiforme Plana Entero 1.0 Café

11 Casam-H, 107 Amiboide Elevada Ondulado 2.0 Verduzca
12 Casam-H, 10 Circ-amiboide - - 1.5 Negra
13 Pept-H, 107 Fusiforme Plana Entero 1.0 Café
14 Casamino 10° - - “ 1.0 Negra
15 Casam-H, 10° Circ-irregular Ondulado 1.0 Negra
16 Casam-H, 10° Circular “ Entero 1.0 Café
17 Pept-H, 10" « Convexa “ 2.0 Negra
18 Pept-H, 107 “ Plana « 1.0 Negra-tras
19 Pept-H, 10° Fusiforme - “ 1.0 Café
20 Pept-H, 10° [ Circular Elevada “ 2.5 Negra
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3.2.2. Caracterizacion fisiologica

3.2.2.1. Tincion de Gram

De la muestra 1, procedente del pozo SAM-III, se aisld una bacteria que en cultivo
fresco dio (+) a la tincion de Gram. Son vibrios uniflagelados que se presentan solos,
miden aproximadamente 3.0um de largo por 0.5 um de ancho. Forman colonias sobre
agar de forma circular, elevadas, con borde entero, de 2.5 mm de didmetro y de color
negro.

3.2.2.2. Microscopia electronica

La cepa MET-2 se trabajé para su observacién al microscopio electrénico a partir de un
cultivo fresco en fase exponencial. La figura 3.4 a, muestra el acercamiento de un vibrio
individual visto a 33000x. En b. se aprecian los vibrios entrelazados y algunos de los
flagelos que les confieren motilidad vistos a 19000.

Figura 3.4. Miscroscopia electronica de la cepa MET-2 a 33,000 y 19,000x (respectivamente), y 10 kv. Ena se
puede apreciar la forma de una bacteria individual y en b algunas bacterias que muestran el flagelo que les confiere
la motilidad.

37




3.2.2.3. Temperatura optima

La cepa MET-2 se sometié a 7 temperaturas diferentes: 15, 25, 32, 35, 40, 50 y 60°C.
A partir de la absorbancia promedio de los triplicados de cada temperatura, se
construyd la grafica de la figura 3.5. La velocidad de crecimiento especifico (n) se
calculé como se detalla en el apartado 2.7 para deducir la temperatura dptima a la cual
crece esta cepa. Los resultados finales se graficaron en la figura 3.6.

0.35
0.3
0.25

0.2

D.O. 580nm

0.1

o] 24 48 72 96 120

tiempo (h)
Figura 3.5. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-2 sometida a diferentes temperaturas.
(¢ 15°C); (WM 25°C); (A 32°C); (x 35°C); (* 40°C); (@ 50°C); (1 60°C).
0.05
0.04
0.03

0.02

Vel. de crecimiento especifico (1)

0.01 :

o] 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura °C

Figura 3.6. Grafica donde se aprecia la relacién de temperaturas con respecto a la velocidad de crecimiento
especifico (1 - h') de la cepa MET-2. La temperatura 6ptima de crecimiento para esta cepa fue de 35°C.
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3.2.2.4. Salinidad éptima

La cepa MET-2 se probd con 11 concentraciones diferentes de NaCl: 0, 20, 40, 60, 80,
100, 120, 140, 160, 180 y 200 g/L, a la temperatura que resultd Optima para su
crecimiento (35°C). A partir de la absorbancia promedio de los triplicados se construyé
la grafica de la figura 3.7. La velocidad de crecimiento especifico (n) se calculé para
obtener la concentracion de NaCl dptima a la cual crece esta cepa (figura 3.8).
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140
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180
160
200

0 24 48 72 96 120 144 168
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Figura 3.7. Gréfica que muestra el crecimiento de la cepa MET-2 a diferentes concentraciones de NaCl (g/L).

Vel. de crecimiento especifico (i )

0.03
0.025

0.02

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
NaCl (g/L)

Figura 3.8. Grafica donde se aprecia la relacion de concentracién de NaCl, con respecto a la velocidad de
crecimiento especifico (1 ) unidades h™'. La concentracion optima de crecimiento fue de 60g/L. de NaCl.
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3.2.2.5. pH optimo

La cepa MET-2 cultivada a 35°C y 60g/l de NaCl, se sometié a 7 valores de pH: 4.95,
5.2, 6.7, 7.0, 7.5, 8.0, 9.2 A partir de la absorbancia promedio de los triplicados se
construyd la grafica de la figura 3.9. La velocidad de crecimiento especifico (n) se
calculd para obtener el pH 6ptimo de crecimiento de esta cepa (figura 3.10).
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Figura 3.9. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-2 a diferentes valores de pH. (1 4.5); (* 5.2);

(x 6.7); ( A 7.0); (M 7.5); (* 8.0); (¢ 9.2). )
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Figura 3.10. Grafica donde se aprecia la relacion de pH, con respecto a la velocidad de crecimiento especifico ([t)
unidades h™'. El pH éptimo de crecimiento de esta cepa fue de 7.0.
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3.2.2.6. Determinacion de la enzima catalasa

225711

El ensayo para la determinacion de la presencia de la enzima catalasa se.realiz6 como
se describe en el apartado 2.56. La cepa MET-2 presentd un resultado negativo a la
presencia de tal enzima.

3.2.2.7. Donadores de electrones

La tabla 3.2 muestra el crecimiento maximo de la cepa MET-2 registrado a diferentes
tiempos, con diferentes donadores de electrones como fuentes de carbono. Los ensayos
se hicieron por triplicado por lo que se muestra la desviacion estandar de la media de

tales lecturas.

Tabla 3.2. Muestra el crecimiento de la cepa MET-2 con diferentes substratos como fuentes de carbono. Los valores
marcados con * presentan turbidez por la naturaleza del substrato, mas no por crecimiento de la bacteria.

Sustrato . tiempo | Abs.max. | Desv.est ‘H,S Sustrato tiempo | Abs.max. | Desv.est | H,S |
‘ (d) 580nm ‘ (d) 580nm
Control 3 0.109 0.028 + AMINOACIDOS
ALCOHOLES Casamino 3 0.512 0.011 +
Etanol 4 0.147 0.067 +
Fenol 7 0.079 0.013 - Extracto.lev 3 0.365 0.007 +
Glicerol 4 0.213 0.009 +
Manitol 7 0.212 0.001 + AZUCARES
Metanol 7 0.198 0.002 + Fructosa 6 0.259 0.033 +
Sorbitol 6 0.262 0.002 + Galactosa 4 0.201 0.018 +
Glucosa 6 0.225 0.014 +
ACIDOS ORGANICOS Manosa 4 0.171 0.024 +
Ascorbico 7 0.232 0.002 + Ribosa 6 0.219 0.025 +
Fumarico 4 0.301 0.017 + Sacarosa 7 0.227 0.002 +
Lactico 6 0.438 0.033 + Xilosa 4 0.207 0.004 +
Malico 6 0.292 0.001 +
Piruvico 4 0.465 0.016 + CETONAS
Acetona 6 0.133 0.023 +
AROMATICOS
Bifenilo 6 0.116* 0.012 + PROTEINAS
DBT 3 0.139* 0.011 + Peptona 6 0.441 0.001 +
Tolueno 4 0.214 0.009 +
SALES DE ACIDOS ORGANICOS
ACIDOS GRASOS VOLATILES Acetato 3 0.384 0.016 +
Acético 7 0.2445 0.014 + Lactato 3 0.749 0.024 +
Butirico 7 0.245 0.012 + Citrato 7 0.195 0.007 +
Formico 4 0.213 0.008 + Formiato 4 0.217 0.007 +
Succinico 6 0.246 0.004 +
COMPUESTOS AZUFRADOS
DMSO 7 0.21 0.02 +
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3.2.2.8. Aceptores de electrones

En la figura 3.11 se muestra el crecimiento de la cepa MET-2 sobre medio basal
enriquecido con peptona de caseina (5g/L), hidrogeno (2 bar) y 4 diferentes aceptores
de electrones: azufre elemental, dimetil sulfdxido, sulfato de sodio y tiosulfato de sodio.
En la figura 3.12 se muestra la produccién de H,S cuantificado cada tercer dia sobre el
mismo experimento donde se observa que esta cepa reduce de manera completa el
sulfato y el tiosulfato de sodio.

0.5

D.0 580 nm

0 24 48 72 96 120 144
tiempo (h)

Figura 3.11. Gréfica que muestra el crecimiento de la cepa MET- 2 con 4 diferentes aceptores de electrones.
(+ control sin aceptor de electrones); (M azufre); (adimetil sulfoxido); (# sulfato); (e tiosulfato).

mM H:S

0 24 48 72 96 120 144

Figura 3.12. Gréfica que ilustra la produccién de H,S de la cepa MET-2 en presencia de cuatro diferentes aceptores
de electrones y peptona de caseina como donador. (* control sin aceptor de electrones); (M azufre); (adimetil
sulfoxido); (¢ sulfato); (e tiosulfato).
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3.2.3. Caracterizacion filogenética

3.2.3.1. Extraccion - purificacion y amplificacion de DNA total

La extraccion de DNA total se llevd a cabo como se describe en el apa&ado 2.61. La
figura 3.13.a muestra el corrimiento de 10 y 5 pl respectivamente de DNA extraido de la
cepa MET-2, donde se puede abreciar que debido al tratamiento de extraccidn no existe
presencia de RNA ni de DNA fragmentado. La amplificacién se llevd a cabo como se
describid en el apartado 2.62. La figura 3.13.b muestra el corrimiento de 5 pl del
producto de la amplificacion del gene 16S rDNA, donde se puede apreciar una banda de
aproximadamente 1500 pb.

A 10 Spl A PCR-MET2

23130
9460
6557
4316
2322

2027

23130
9460
6357
4316
2322
2027 N 1500nb

<+—

a b
Figura 3.13 a. Corrimiento en un gel de agarosa 0.8% en TAE de DNA total extraido de la cepa MET-2 (10 y 5pl
respectivamente) donde se aprecian las dos bandas superiores de DNA. b. Corrimiento de 5yl del amplificado de la
cepa MET-2 sobre un gel de agarosa al 0.8% en TAE.

3.2.3.2. Secuencia del 16S rDNA

La secuenciacion del producto de PCR del gene 16S rDNA se llevé a cabo como se
describid en el apartado 2.64. Las figuras 3.14.a y 3.14.b muestran las secuencias
parciales de ambos extremos leidas con los iniciadores descritos en el apartado 2.62.
Para el "Forward" el iniciador 5' — 3' y para el "Reverse" el iniciador 3' — 5'. Las
secuencias parciales se introdujeron al GeneBank y el programa resolvié que la cepa con
la que muestra un 94% de identidad es Desulfovibrio gracilis (U53464.1). La tabla 3.3
muestra la comparacion entre la secuencia parciales de la cepa MET-2 y aquellas con las
que arrojé mayor similitud: Desulfovibrio longus (X63623.1); Bacterial sp 2BP48
(AF121888.1); Bacterial sp (X95230); Desulfovibrio sp BG50 (U85475); Desulfovibrio sp

(U53463); Desulfovibrio sp (U33316); Desulfovibrio sp (L42995) vy Desulfovibrio
halophilus (U48243).
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Figura 3.14. Secuenciacion del producto de PCR del gene 16S rDNA de la cepa MET-2 . a. "Forward" b. "Reverse".
Cada pico es especifico de un nucledtido: A - adenina; C - citocina, G - guanina; T - timina; N - base no
determinada.
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3.2.3.3. Arbol filogenético

El arbol filogenético de la cepa MET-2 se construyd con las secuencias de
microorganismos pertenecientes al genero Desulfovibrio y las bacterias descritas en el
apartado anterior, con las que arrojo mayor similitud (figura 3.15).

Desulfovibrio halophilus

Desulfovibrio so 142995
Desulfovibrio sp U33316
Desulfovibrio sp U53463
— Bacterial sp X95230
Desulfovibrio sp BGS0

Bacterial sp 2BP48

MET 2
' Desulfovibrio gracilis

Desulfovibrio longus

T

0.02

Figura 3.15. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias parciales de la cepa MET-2 y los principales
géneros con los que presenta similitud.
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3.3. Cepa MET-12

3.3.1. Aislamiento

En las figuras 3.16 a 3.18 se puede apreciar la produccidn de H,S a lo largo de las
resiembras de la muestra 12, donde se observa que el tratamiento 5 enriquecido con
peptona de caseina (5 g/L) e hidrogeno (2 bar) fue el dptimo para el crecimiento y
reduccién del tiosulfato de sodio por los microorganismos presentes en este pozo.

Para el aislamiento de las bacterias de la muestra 12 se escogieron 5 colonias de
manera aleatoria de los tratamientos que presentaron mayor produccién de H,S. Las
diferentes colonias aisladas se describen en la tabla 3.4.

mM H:S

1 3 6 g 12 15 18
Tiempo (d)

Figura 3.16. Produccion de H,S disuelto de la muestra 12 (primera propagacion), utilizando 5 tratamientos para
identificar procesos de dismutacién o de reduccién del tiosulfato de sodio. (#tratamiento 1, con casaminoacidos
0.1g/L); (m tratamiento 2, con peptona 0.1g/L); ( o tratamiento 3, con casaminoéacidos 5.0g/L); (+ tratamiento 4, con
casaminoécidos 5.0g/L e hidrégeno 2 bar); ( @ tratamiento 5, con peptona 5.0g/L. e hidrégeno 2 bar).

15

12 -

mM H:S

| P -
i 9 12 15 18
l Tiempo (d)

-
w
[}

Figura 3.17. Produccién de H,S disuelto de la muestra 12 (segunda propagacién) utilizando los tratamientos que
presentaron mayor produccion del acido: (B tratamiento 2) , (e tratamiento 5).
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mM H:S

1 3 [} 9 12 15
Tiempo (d)

Figura 3.18. Produccién de H,S disuelto de la muestra 12 (tercera propagacion), utilizando los dos tratamientos que
presentaron mayor produccion del acido:(M tratamiento 2), (e tratamiento 5).

Tabla 3.4. Colonias seleccionadas para la serie de aislamientos de la muestra 12 (fila sombreada).

Colonia Tratamiento | Dilucién Forma Elevacion Borde Didmetro Color
1 Pept-H, 10° Circular Convexa Entero 2.0 mm Blanco
2 Pept-H, 10° Circular Convexa Entero 2.5 Beige
3 Pept-H, 10" Rizoide Convexa | Filamenttoso 1.5 Transparente
4 Pept-H, 107" Amiboide Convexa Amiboide 2.0 Blanco
5 Pept-H, 10° Circular Convexa Entero 2.5 Transparente

3.3.2. Caracterizacion fisioldgica

3.3.2.1 Tincion de Gram

De la muestra 12 procedente del pozo 21-D, se aislé una cepa que en cultivo fresco dio
(-) a la tincién de Gram. Son bacilos largos con una envoltura de exopolimeros (“toga™)
de tamano variable (3 a 10 um de
largo por 0.5 a 1.0um de ancho), que presentan motilidad y formacién de colonias de
hasta 2.5 mm de didmetro, circulares, convexas y de color transparente. La figura 3.19
muestra la morfologia de la cepa MET-12.

pr

Figura 3.19. Morfologia de la cepa MET-12, vista en microscopio de contraste de fases con objetivo 100x. La barra
mide 2.5um aproximadamente. La delgada capa que dividen la unién de bacilos reciben el nombre de “toga”.
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3.3.2.2. Temperatura optima

La cepa MET-12, se sometid a 9 temperaturas diferentes: 15, 25, 32, 35, 40, 50, 60, 70
y 80°C. A partir de la absorbancia promedio de los triplicados de cada temperatura, se
construyd la gréafica de la figura 3.20. La velocidad de crecimiento especifico () se
calculé como se detallo en el apartado 2.7 para deducir la temperatura optima a la cual
crece esta cepa (figura 3.21).

0.4

D.O. 580nm

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 3.20. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-12 sometida a diferentes temperaturas de
incubacion. (— 15°C); (125°C); (% 32°C); (e 35°C); (W 40°C); (x 50°C); (A 60 °C); (- 70°C); (+ 80°C).

0.03

0.02 -

0.01

Vel de crecimiento especifico (u)

0 . e e g

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura °C

Figura 3.21. Grafica donde se aprecia la relacion de temperaturas con respecto a la velocidad de crecimiento
especifico de la cepa MET-12. La temperatura 6ptima de crecimiento para esta cepa fue de 60°C.
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3.3.2.3. Salinidad

La cepa MET-12, se prob6 a 60°C con 12 concentraciones diferentes de NaCl: 0, 10, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 g/L, para detectar su Optimo crecimiento en
condiciones de halofilia. A partir de la absorbancia promedio de los triplicados se
construyé la grafica de la figura 3.22. La velocidad de crecimiento especifico (p) se
calculd para obtener la concentracién de NaCl dptima a la cudl crece esta cepa (figura
3.23).

0.4
0.35
0.3

0.25

02

D.O. 580nm

0.15

180

01

0.05

0 24 48 72 96 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 3.22. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-12 a diferentes concentraciones de NaCl.

0.025
0.02
0.015 ¢

225711

0.01

Vel de crecimiento especifico (u)

0.005

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
NaCi (g/L) '

Figura 3.23. Grifica donde se épreciawl;tr‘érldéian' de concentracién de NaCl, con respecto a la velocidad de
crecimiento especifico (1) . La concentracion optima de crecimiento fue de 10 g/1. de NaCl.
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3.3.2.4. pH optimo

La cepa MET-12 cultivada a 60°C y 10g/L de NaCl se sometio a 8 diferentes valores de
pH: 4.5, 5.0, 6.0, 6.7, 7.15, 7.3, 8.2, 9.1. A partir de la absorbancia promedio de los
triplicados se construy6 la grafica de la figura 3.24. La velocidad de crecimiento
especifico () se calculd para obtener el pH 6ptimo de crecimiento de esta cepa, el cual
se ilustra en la grafica de la figura 3.25.

0.3
0.25
0.2

0.15

D.O. 580nm.

0.1

0.05 e

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 3.24. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-12 a diferentes valores de pH.
(a4.5); (#5.0); (%6.0); (A 6.7); (x7.15); (M7.3); (»8.2); (1 9.1).

0.04
= 0.035
3
S 0.03
3]
o
0025
o
e}
c 0.02
L
E
%} 0.015 - !
Y i ;
1= i
o
g 0.01 i
K
> 0.005

0 - .
4 4.5 5 55 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 85

Figura 3.25. Grafica donde se aprecia la relacion entre los diferentes valores de pH con respecto a la velocidad de
crecimiento especifico (u) de la cepa MET-12. El pH 6ptimo de crecimiento para esta cepa fue de 6.7.
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3.3.2.5. Determinacion de la enzima catalasa

La cepa MET-12 presentd un resultado negativo a la presencia de la enzima catalasa.

3.3.2.6. Donadores de electrones — fuentes de carbono

La tabla 3.5 muestra el crecimiento de la cepa MET-12 registrado a diferentes tiempos
con diferentes donadores de electrones como fuentes de carbono. Los ensayos se
hicieron por triplicado por lo que se muestra la desviacidn estandar de la media de las
lecturas.

Tabla 3.5. Muestra el crecimiento de la cepa MET-12 con diferentes sustratos como fuentes de carbono. Los valores
marcados con * presentan turbidez por la naturaleza del sustrato, mas no por crecimiento de la bacteria.

Sustrato | tiempo | Abs.max. | Desv.est |H,S| |Sustrato tiempo | Abs.max. | Desv.est | H,S

B | _(d) | 580mm (d) 580nm

Control 6 0.051 0.009 - AMINOACIDOS

ALCOHOLES | Casamino 4 0.041 0.004 -

Ftanol 4 0.062 0.008 | (+)

[Fenol 2 0.03 0.009 | - | |Extracto.lev 3 0286 | 0.002 | +

Glicerol 4 0.077 0.019 | (H

Manitol 4 0.026 0.006 - AZUCARES

Metanol 7 0.072 0.033 | (+) | [Fructosa 5 0.217 0.002 )

Sorbitol 4 0.067 0.011 | (+) | |Galactosa 5 0.171 0.022 -
Glucosa 4 0.151 0.055 -

ACIDOS ORGANICOS Manosa 3 0.196 0.016 +)

Ascorbico 3 0.033 0.004 - Ribosa 3 0.173 0.022 (+)

Citrico 3 0.02 0.0007 - Sacarosa 7 0.265 0.053 (+)

Fumarico 3 0.038 0.008 - Xilosa 4 0.058 0.01 +)

Lactico 3 0.029 0.022 -

Malico 3 0.032 0.011 - CETONAS

Piruvico 6 0.043 0.003 - Acetona 2 0.024 0.005 -

1 PROTEINAS

AROMATICOS Peptona 3 0.242 0.013 +

Bifenilo 2 0.064* 0.001 -

DBT 2 0.034* 0.018 - COMPUESTOS AZUFRADOS

Tolueno 3 0.035 0.011 - DMSO 4 0.184 0.051 )

ACIDOS GRASOS VOLATILES SALES DE ACIDOS ORGANICOS

Acético 2 0.05 0.012 - | |Acetato 4 0.093 0.0005 | ()

Butirico 3 0.046 0.016 - Lactato 3 0.088 0.007 )

Formico 3 0.027 0.022 - Formiato 2 0.059 0.015 -

Succinico 7 0.05 0.015 -

(H)produjo menos de SmM de H2S
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3.3.2.7. Aceptores de electrones

En la figura 3.26 se muestra el crecimiento de la cepa MET-12 sobre medio basal
enriquecido con peptona (5g/L), hidrogeno (2bar) y los 4 diferentes aceptores de
electrones: azufre elemental, dimetil sulfoxido, sulfato de sodio y tiosuifato de sodio. En
la figura 3.27 se muestra la produccion de H,S, cuantificado cada tercer dia sobre el
mismo experimento.

D.0. 580nm

0 24 48 72 96 120 144
tiempo (h) i
I
I

Figura 3.26. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-12 con 4 diferentes aceptores de electrones,
durante seis dias. (3* control sin aceptor de electrones); (W azufre); (A dimetil sulfoxido); (®sulfato); (@ tiosulfato).

mM de H:S

0 24 48 72 96 120 144 |
tiempo (h)

Figura 3.27. Gréfica que muestra la produccién de H,S de la cepa MET-12 en presencia de cuatro diferentes
aceptores de electrones y peptona de caseina como donador. (* control sin aceptor de electrones); (B azufre); (A
dimetil sulféxido); (#®sulfato); (@ tiosulfato).
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3.3.3. Caracterizacion filogenética

3.3.3.1. Extraccion purificacion y amplificacion de DNA total

La figura 3.28.a muestra el corrimiento de 10 y 5ul de DNA total de la cepa MET-12. La
figura 3.28.b muestra el corrimiento de 10 y 5ul del producto de PCR donde se pueden
apreciar 2 bandas intermedias de entre 1500 y 1600 pgm

A 10ul Sul 17 17h R R

a
Figura 3.28 a, Corrimiento en un gel de agarosa 0.8% en TAE, de DNA total extraido de la cepa MET-12. b.
Corrimiento del amplificado de la cepa MET-12 sobre un gel de agarosa al 0.8% en TAE.

3.3.3.2. Secuencia del 16S rDNA
La secuenciacién del producto de PCR del gene 165 rDNA se muestra en la figura 3.29.

La secuencia parcial a partir del "Forward" (iniciador 5' — 3'), se introdujo al GeneBank
y se obtuvo que la cepa MET-12 presenta un alto porcentaje de identidad con miembros
de la familia 7ermotogaceae. En la tabla 3.6 se muestra la comparacion entre la
secuencia parcial de la cepa MET-12 y aquellas con las que presenté mayor similitud
como son Petrotoga mobilis (Y15479.1); P. miotherma (L10657); Geofoga petrea
(L10658); G. subterrdnea (L10659); Fervidobacterium islandicum (M59176); F. nodosum
(M59177); Termotoga maritima (M21774); 7. subterrdanea&U22664); y Thermosipho
africanus (M24022).

GNNNG R NGRNNNNG:GG GINHNH :GRN KN RTTRGGN. +QUTNGGGR:N (305 TH T22 CNGGG CvCor GOREGEGTT A7 ACTT (7 468 MG 24 CAGRIGGC
10 20 3%

R AMM f\AJ\

AL GGGCG AGT A AAGGNAGGS AL CTACCCCGAEG ACAG 16 AT AGC TACT GG 2 CGONNGG A A0 NONG AN2AGC CCG 4G A0G GG ARAGNG G 2 AGGN A NNC NN
126 130 I 156 IR0 170 180 180 200 210

mﬂmmmﬂ,mmmm{mm fochnataMeamall s cisa oo An saanonam A Ad Aassaliann

Figura 3.29. Secuenciacion del producto de PCR del gene 16S rDNA de la cepa MET-12, donde se aprecia el
"Forward" de 200pb aproximadamente. El color de cada pico es especifico de un nucleétido: A - adenina; C -
citocina, G - guanina; T - timina; N - base no determinada.
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3.3.3.2 Arbol filogenético

El arbol filogenético de la cepa MET-12 se construyd a partir de la secuencia parcial obtenida
comparada con las mismas regiones de cepas pertenecientes a la familia 7ermotogaceae,
géneros Termotoga, Geotoga, Fervidobacterium y Petrotoga, con las que arrojo similitudes
(figura 3.30).

Temotoga subterranea

Themosipho africanus

-

Temotoga martitima

Fervidobacterium islandicus

L. Fervidobacterium nodosum
Geotoga petrea

Geotoga subterranea

[— Petrotoga miotherma

Petrotoga mobilis

MET 12

0.05

Figura 3.30. Arbol filogenético construido a partir de la secuencia parcial del gene 16S rDNA de la cepa MET-12'y
las principales especies con las que presenta similitudes.
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3.4 Cepa MET-82
3.4.1 Aislamiento

La produccion de H,S a lo largo de las resiembras de la muestra 15 se aprecia en las
figuras 3.31 a 3.33, donde se observa que el tratamiento en el que presentd produccion
constante de dicho acido, fue el implementado con peptona de caseina e hidrégeno.
Para el aislamiento de bacterias de esta muestra se tomaron 32 colonias de manera
aleatoria, de los tratamientos que presentaron mayor produccion de H,S, cuya
morfologia se describe en la tabla 3.7.

20

18

mM H:S

ey
w

6 9 12 15
Tiempo (d)

Figura 3.31. Produccién de H,S disuelto de la muestra 15 (primera propagacion), utilizando 5 tratamientos para
identificar procesos de dismutacion o de reduccion del tiosulfato de sodio. (#tratamiento 1., con casaminoacidos
0.1g/L); (m tratamiento 2, con peptona 0.1g/L); ( a tratamiento 3. con casaminoacidos 5.0g/L); (- tratamiento 4, con
casaminoacidos 3.0g/L e hidrégeno 2 bar); ( @ tratamiento 5, con peptona 5.0g/L. e hidrégeno 2 bar).
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Figura 3.32. Produccion de H,S disuelto de la muestra 15 (segunda propagacién), utilizando los 3 tratamientos que
presentaron mayor produccion. (A tratamiento 3); (% tratamiento 4); (e tratamiento 5).
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15

Figura 3.33. Produccién de H,S disuelto de la muestra 15 (tercera propagacion), utilizando los 2 tratamientos con
los que presenté mayor produccidn. (A tratamiento 3); (e tratamiento 5).

Tabia 3.7. Colonias seleccionadas para la serie de aislamientos de la muestra 15. Las sobresalientes corresponden a

la cepa MET-82.

Colonia | Tratamiento | Dilucién Forma Elevacion Borde Diametro Color
1 Pept-H, 10° Amiboide Convexa Amiboide 1.5 mm Negra
2 " 10° Circular Plana ntero 1.5 Café
3 noor e o Convexa |- # 0.5 Negra
4 " 105 " Elevada “ 1.5 Café
5 " 107 " Convexa « 1.0 Negra
6 ! 10°% " “ “ 0.5 " |
7 Casamino 107 " Plana 1.0 )
8 " 107 " Elevada " 1.5 "
9 " 107 " - 0.5 "
10 Pept-H, 10" Amiboide Plana Amiboide 1.0 Café
11 " 1077 Circular Elevada " 1.5 Negra
12 " 107 " - * 0.5 !
13 Casamino 107 Rizoide Convexa | Filamentoso 2.0 Caté
14 ! 107" Fusiforme Plana Entero 2.0 Beige |
15 " 10" Circular Convexa - 1.5 Negra
16 " 107 “ Umbonada -« L5 Café
17 Pept-H, 10" Convexa - 1.0 Negra
18 " 107 - “ 1.0 "
19 " 10° ¢ Plana « 1.0 "
20 " 10° Amiboide Elevada Amiboide 2.0 Ocre
21 " 10° “ “ 1.0 Negra
22 " 10° Fusiforme Plana Entero 10 Café
23 " 10° Amiboide Elevada Ondulado 2.0 Verduzca
24 " 107 | Circ-amiboide “ “ 1.5 Negra
25 " 107 Fusiforme Plana Entero 1.0 Café
26 Casamino 10" “ “ “ 1.0 Negra
27 " 10°¢ Circ-irregular “ Ondulado 0 | "
28 " 10° Circular “ Entero 1.0 Café
29 " 107 - Convexa “ 2.0 "
30 Pept-H, 10" Plana “ 0.5 transparente
31 " 10 Fusiforme “ “ 1.0 Café
32 " 10° Circular Elevada “ 2.5 Negra
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3.4.2. Caracterizacion fisioldgica

3.4.2.1. Tincion de Gram

De la muestra 15 procedente del agua de bateria del pozo SAM-III se aislé una bacteria
Gram (+). Son vibrios que se presentan solos 0 en pares, miden aproximadamente
3.0um de largo por 0.5um de ancho y en cultivos viejos se unen en cadenas y forman
fléculos que se adhieren al fondo del recipiente. Forman colonias sobre agar de forma
circular, elevacién convexa, con borde entero, de 0.5 mm de diametro y de color negro.

3.4.2.2. Microscopia electronica

La cepa MET-82 se trabajo para su observacion al microscopio electrénico a partir de un
cultivo en fase exponencial. En la figura 3.34a, se muestra el acercamiento de un vibrio
individual visto a 33000 aumentos cuya morfologia se ha descrito para miembros del
género Desulfovibrio. En b, se aprecian algunas bacterias entrelazadas a 27000
aumentos.

Figura 3.34. Miscroscopia electronica de la cepa MET-82 . a. 33,000 aumentos, se puede apreciar la forma
vibroide. b. 27,000 aumentos, se puede observar una cadena de vibrios unidos por la parte terminal.
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3.4.2.3. Temperatura optima

La cepa MET-82 se incubd a 7 temperaturas diferentes: 15, 25, 32, 35, 40, 50 y 60°C.
A partir de la absorbancia promedio de los triplicados de cada temperatura, se
construyé la grafica de la figura 3.35. La velocidad de crecimiento especifico (u) se
calculd como se detalla en el apartado 2.7 para deducir la temperatura Optima de
crecimiento de esta cepa, los cuales se grafican en la figura 3.36.

0.5

D.Q. 580nm

4
A g

o} 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 3.35. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-82 sometida a diferentes temperaturas.
(1 15°C); (® 25°C); (A 32°C); (x 35°C); (#40°C); (M 50°C); (¥60°C).

]

o
R

0.03

0.02 -

001 -

Vel de crecimiento especifico ()

0 10 20 30 40 50 60 70
Temperatura °C

Figura 3.36. Grafica donde se aprecia la relacion de temperaturas con respecto a la velocidad de crecimiento
especifico () de la cepa MET-82. La temperatura Optima de crecimiento fue de 32°C.
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3.4.2.4. Salinidad optima

La cepa MET-82 se probd con 15 concentraciones diferentes de NaCl: 0, 1, 10, 20, 40,
50, 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200 g/L, a la temperatura que resulté optima
para su crecimiento (32°C). A partir de la absorbancia promedio de los triplicados se
construyo la grafica de la figura 3.37. La velocidad de crecimiento especifico (n) se
calculé para obtener la concentracién de NaCl éptima a la cual crece esta cepa (figura
3.38).

05

0.3
v 3¢
R
- %0
P 100
— B

140

)
_____—,-—-—‘—"' 183
s JIS— 250

D.0. 580 nm

0 24 48 72 96 120 144 168 192
T iempo (h)

Figura 3.37. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-82 a diferentes concentraciones de NaCl (g/L).
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Figura 3.38. Gréfica donde se aprecia la relacién de concentracién de NaCl, con respecto a la velocidad de
crecimiento especifico (i) para la cepa MET-82. La concentracién a la que crece de manera éptima fue de 50g/L.




3.4.2.5. pH optimo

La cepa MET-82 se crecid a 32°C y 50g/L de NaCl a diferentes valores de.pH: 5.5, 6.0,
. 6.6, 7.07, 7.3, 7.96, 8.14 y 8.32. A partir de la absorbancia promedio de los triplicados
se construyd la gréfica 3.39. La velocidad de crecimiento especifico (p) se calculé para
obtener el pH 6ptimo de crecimiento de esta cepa (figura 3.40).

0.4
0.35

0.3 “
0.25

02

D.O. 580nm

0.15
0.1

0.08

0 24 48 72 96
tiempo (h)

Figura 3.39. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-82 a diferentes valores de pH.
(x5.5); (a6.0); (#6.6.); (¥7.07); (A 7.3); (W7.65); (x7.96); (» 8.14); (| 8.32).

0.03 ,
0.025

0.02

Vel. de crecimiento especifico ()
o
<
o

pH

Figura 3.40. Grifica donde se aprecia la relacion de pH con respecto a la velocidad de crecimiento especifico (). La
cepa MET-82 creci6 bien en un rango de pH de 7.07 a 7.96.
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3.4.2.6. Determinacion de la enzima catalasa

La cepa MET-82 presentd un resultado negativo a la presencia de la enzima catalasa.

3.4.2.7. Donadores de electrones - fuentes de carbono

Las tablas 3.8 y 3.9 muestran el crecimiento de la cepa MET-82 registrado a diferentes
tiempos con diferentes fuentes de carbono como donadores de electrones y suifato o
tiosulfato de sodio como aceptores. El medio de cultivo con sulfato de sodio se
implementd con 0.2 g/L de extracto de levadura.

Tabla 3.8. Crecimiento de la cepa MET-82 con diferentes substratos como fuente de carbono y sulfato de sodio.

Sustrato tiempo(d) | Abs.max. Sustrato tiempo(d) | Abs.max.
Control 10 0.1 Control 10 0.05
ALCOHOLES H, - CO, 10 023
Manitol 10 0.29 Acetato — H, 10 085
AZUCARES ALCOHOLES
Fructosa 10 0.14 Etanol L 10 1.2
Galactosa 10 0.12 ACIDOS ORGANICOS
Glucosa 10 0.16 Fumarico 10 1.56
Manosa 10 0.21 Lactico 10 0.8
Sacarosa 10 0.19 Malico 10 1.2
Xilosa 10 0.22 Piruvico 10 0.22
SALES DE ACIDOS ORGANICOS ACIDOS GRASOS VOLATILES
Lactato 10 0.32 Formico 10 0.21
Acetato 10 0.04 Succinico 10 0.33

Tabla 3.9. Crecimiento de la cepa MET-82 con diferentes substratos como fuente de carbono y tiosulfato de sodio.

f

Sustrato tiempo(d) Abs.max. H2S ACIDOS GRASOS VOLATILES

Control 7 0.06 - Acético 7 0.16 +
ALCOHOLES Butirico 7 0.21 +
Etanol 7 0.23 + Formico 7 0.12 +
Fenol 7 0 - Succinico 7 0.24 +
Glicerol 7 0.26 + AMINOACIDOS

ACIDOS ORGANICOS Casamino 7 0.31 +
Fumarico 7 0.41 +

Lactico 7 0.38 + Extracto.lev 7 0.42 +
Piruvico 7 0.28 + .

AZUCARES PROTEINAS

Glucosa 7 0.26 Peptona 7 0.15 +
CETONAS

Acetona 7 0 - N
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3.4.2.8 Aceptores de electrones

En la figura 3.41 se muestra el crecimiento de la cepa MET-82 sobre medio basal
enriquecido con peptona (5g/L) e hidrégeno (2bar); y los 4 diferentes aceptores de
electrones: azufre elemental, dimetil sulféxido, sulfato de sodio y tiosulfato de sodio. En
ta figura 3.42 se muestra la produccion de H,S cuantificado cada tercer dia sobre el
mismo experimento.

0.25

0.2

D.O. 580nm
o
3

Q
-

0 24 48 72
tiempo (hrs)

Figura 3.41. Grafica que muestra el crecimiento de la cepa MET-82 con 4 diferentes aceptores de electrones,
durante 6 dias. (-~ control sin aceptor de electrones); (® azufre); (a dimetil sulféxido); (¢ suifato); (e tiosulfato).

50

mM H,S

0 24 48 72 96 120 144
tiempo (hrs)

Figura 3.42. Grafica que ilustra la produccién de H,S por la cepa MET-82 en presencia de 4 diferentes aceptores de
electrones y peptona de caseina como donador. (* control sin aceptor de electrones); (® azufre); (a dimetil
sulféxido); (¢ sulfato); (e tiosulfato).
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3.4.3. Caracterizacion filogenética

3.4.3.1. Extraccion - purificacion y amplificacion de DNA total

La extraccion de DNA total se llevd a cabo como se describe en el apartado 2.61. La
figura 3.43.a muestra el corrimiento de DNA extraido de bacterias de la cepa MET-82.
La amplificacion se llevo a cabo como se describid en el apartado 2.62. La figura 3.43.b
muestra el corrimiento de 10ul del producto de la amplificacién del genel6S rDNA,
donde se aprecia una banda de aproximadamente 1500 pb.

A PCR

a b
Figura 3.43. a. Corrimiento en un gel de agarosa 0.8% en TAE, de DNA total extraido de la cepa MET-82 (carriles
1y 3). b. Corrimiento de 5u! del producto de PCR de la cepa MET-82 sobre un gel de agarosa al 0.8% en TAE.

3.4.3.2. Secuencia del 16S rDNA

La secuenciacion del producto de PCR del gene 16S rDNA se llevd a cabo como se
describidé en el apartado 2.64. Las figuras 3.44.a y 3.44.b muestran las secuencias
parciales de ambos extremos leidas con los iniciadores descritos en el apartado 2.62.
Las secuencias parciales se introdujeron al GeneBank y el programa resolvié que la cepa
MET-82 muestra un 92% de identidad con Desulfovibrio gabonensis (U31080.1). La
tabla 3.10 muestra la comparacion entre las secuencias parciales de la cepa MET-82 y
aquellas cepas con las que mostrd mayor identidad como: Desulfovibrio africanus
(X99236.1); D. halophilus (X99237.1); D. gracilis (U53464.1); D.sp (L42995); D.
caledonensis (U53465.1); D. zosterae (Y18049.1); D. inopinatus (AF177276.1); D.
bastinif (U53462.1); y Desulfomicrobium sp (AF132873).
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Figura 3.44. a Secuenciacion del producto de PCR del gene 168 rDNA de la cepa MET-82. a. "Forward" (360 pb

aproximadamente). b. "Reverse” (300 pb aproximadamente). Cada pico es especifico de un nucledtido: A - adenina
C - citocina; G - guanina, T - timina; N - base no determinada
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3.4.3.3. Arbol filogenético

El arbol filogenético de la cepa MET-82 (figura 3.45) se construyo con las éecuencias de
microorganismos pertenecientes al género Desulfovibrio y Desulfomicrobium, con los
que mostré mayor porcentaje de identidad.

Desulfovibrio bastini

Desulfovibrio inopinatus

‘i Desulfovibrio zosterae
1

Desulfovibrio caledonensis

\ ( Desulfovibrio sp L42995

L Desulfovibrio halophilus

Desulfovibrio africanus

Desulfovibrio gabonensis

MET 82

Desulfovibrio gracilis

Desulfomicrobium AF132873

b
0.02

Figura 3.45. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias de la cepa MET-82 y los principales géneros
con los que presentd un porcentaje alto de identidad.
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Higruzian y ronclusiones

En el presente trabajo se logré el aislamiento, identificacion y caracterizacion parcial de
tres cepas de bacterias reductoras de tiosulfato, procedentes de dos pozos petroleros
situados en el Golfo de México. Del pozo SAM-III se aislaron dos cepas de bacterias
mesofilicas que se nombraron MET-2 y MET-82, la primera de éstas procedente de agua
de sedimentacion y la segunda procedente de agua de bateria del mismo pozo. Del
pozo 21-D se aislo una bacteria termofilica que se nombré como MET-12.

En las figuras 3.1 a 3.3 de la fase de aislamiento, se puede apreciar que los
microorganismos anaerobios presentes en el pozo SAM-III, llevaron a cabo una ruta
metabdlica que involucrd la reduccidon constante del tiosulfato de sodio en presencia de
peptona de caseina e hidrégeno como fuente de energia. En la fase de aislamiento en
tubo rodado, se desarrollaron una gama de morfologias coloniales de forma, elevacion y
borde variados, de 1 a 3 mm de diametro y colores desde el beige hasta el negro, los
cuales se describieron en la tabla 3.1.

La cepa MET-2 aislada de este pozo, correspondié a vibrios Gram (+), uniflagelados,
de 3.0 um de largo por 0.5 pm de ancho, que en cultivos frescos se observan
individuales, pero en cultivos viejos forman fléculos que se adhieren al fondo del frasco
que los contiene; lo que sugiere que esta cepa podria ser precursora de la formacion de
biopeliculas, definidas como "la poblacion de bacterias unidas en una matriz, que se
encuentran adheridas entre si y ancladas a una superficie". La unién de bacterias en
biopeliculas les confiere ventajas sobre las bacterias de vida libre como son: intercambio
de nutrientes, metabolitos, material genético y proteccién de agentes antimicrobianos,
ya que se sabe que las biopeliculas son al menos 500 veces mas resistentes a
bactericidas que las bacterias de vida libre. (Lappin-Scott et al, 1992; Walch, 1992;
Costerton et al., 1995).

La cepa MET-2 crece bien en un intervalo de 32 a 35 °C (figura 3.6), con un 6ptimo a
350C y en un intervalo de 20 a 80 g/L de NaCl, con crecimiento dptimo a 60 g/L
(figura 3.8). A concentraciones mas elevadas su morfologia vista al microscopio 6ptico
comienza a sufrir deformaciones. El pH dptimo de crecimiento es de 7.0, aunque puede
crecer en un intervalo de 6.7 a 7.5 (figura 3.10). No se detecté actividad de enzima
catalasa. Crece con varios compuestos como donadores de electrones y tiosulfato de
sodio como aceptor. Entre los donadores tenemos: alcoholes (etanol*, glicerol, manitol,
metanol*, sorbitol); acidos organicos (ascorbico, fumarico, lactico, malico y piravico);
compuestos aromaticos (tolueno); acidos grasos voldtiles (acético, butirico, férmico y
succinico); compuestos azufrados (dimetil sulféxido); azlcares (fructosa, galactosa,
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glucosa, manosa*, ribosa, sacarosa, y xilosa); sales de dacidos organicos (acetato,
lactato, citrato* y formiato), extracto de levadura, casaminoacidos, peptona de caseina
y acetona*. Con los compuestos marcados (*), la cepa crece ligeramente por arriba
del control (tabla 3.2). El lactato resultdé ser la fuente de carbono dptima para su
crecimiento en presencia de tiosulfato, la maxima produccion celular se observd a los
tres dias de incubacion. Con acetato mostré crecimiento por arriba del control,
seguramente por la presencia del extracto de levadura implementado en el medio
(0.1g/L).

Algunas de las rutas de degradacion que lleva a cabo de estos compuestos, son
similares a aquellas del modelo que Gibson (1990) planted para las principales rutas
metabdlicas de las bacterias reductoras de sulfato (figura 4.1).

Moléculas poliméricas
(proteinas, carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos)

l hidrolisis

Productos de bajo peso molecular
(azlicares, aminoacidos, acidos grasos)

l fermentacion

SO” L. L.
( BRS ! Intermediarios de la fermentacion >

s> (alcoholes, lactato, piruvato, succinato)

SO,*
BRS
s*

L Acidos grasos volatiles
(acetato, propionato, butirato)

SO,
( BRS
s*

Acetato SO,.* RS

SO
BRS
v SZ- SZ.

CO,

Figura 4.1. Rutas de la degradacion anaerobia de materia organica, mostrando las interacciones potenciales de
bacterias reductoras de sulfato BRS (Gibson, 1990).
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En conjunto, los resultados sugieren que esta cepa pertenece al grupo de las BRS, ya
que en las pruebas con diferentes aceptores de electrones lleva a cabo la reduccion del
sulfato asi como del tiosulfato de sodio (figura 3.12).

Por otra parte, la secuencia parcial del gene 16S rDNA arrojé un 94% de identidad con
la especie Desulfovibrio gracilis (U53464.1) cuya secuencia fue depositada en el
GeneBank por Tardy-Jacquenod en 1996 y de la cual sin embargo no se ha publicado un
articulo.

Efectivamente, la cepa Met-2 comparte varias caracteristicas con diferentes especies del
género Desulfovibrio, como son: su morfologia, el uso de lactato como mejor donador
de electrones, el requerimiento de NaCl para su Gptimo crecimiento, el uso de sulfato
0 tiosulfato de sodio como aceptores de electrones, y que crece de manera Optima
sobre lactato y tiosulfato de sodio (Gibson, 1990; Hernandez-Eugenio et al, 2000;
Widdel y Pfening, 1984).

Se puede concluir que la cepa MET-2 pertenece al género Desulfovibrio y se ubica
dentro del grupo de BRS mesofilicas, halotolerantes, que crecen de manera ptima con
tiosulfato de sodio como aceptor de electrones, llevando a cabo la siguiente reaccién:
4H,0 + S,03* — 2HS + 3H,0. El sulfuro producido, podria ser tomado como precursor
de aminoacidos como la cisteina o la metionina (Hao et al,, 1996).

La caracterizacién filogenética parcial, sugiere que MET-2 podria ser una especie no
reportada, perteneciente al género Desulfovibrio. Sin embargo, sélo la totalidad de la

secuencia del gene 16S asi como la determinacion de su contenido de G+C% e
hibridacién directa DNA-DNA con D.gracilis podria definirlo.

208711

74




Los microorganismos termdfilos presentes en el pozo 21-D, crecieron preferentemente
en los tratamientos con peptona de caseina a lo largo de las tres resiembras (figuras
3.16 a 3.18). La méaxima produccion de H,S se observd con 5 g/L de peptona y 2 bar de
hidrégeno; de este tratamiento se aislaron colonias de escasa variedad, diferentes en
forma, tamano y color (tabla 3.4).

La cepa MET-12 aislada de este pozo, son bacilos largos Gram(-), con envoltura de
exopolimeros “toga” que llegan a medir de 3 a 10 um de largo por 0.5 a 1 um de ancho
y presentan gran motilidad. En cultivos frescos se aprecian de morfologia similar a la
especie Thermotoga subterranea (Jeanthon et al,, 1995), mientras que en cultivos viejos
forma vainas con niimero variable de células (figura 3.19), asi como cuerpos esféricos.
Esta cepa crece bien en un intervalo de temperaturas de 50 a 60°C siendo esta Uitima
la 6ptima para su crecimiento (figura 3.21); asi mismo, presenta un optimo crecimiento
con 10 g/L de NaCl en el medio de cultivo, pero es capaz de tolerar hasta 80 g/L (figura
3.23). El pH déptimo de crecimiento es de 6.7, aunque puede crecer en un intervalo de
6.7 a 7.3 (figura 3.25). No se detectd actividad de catalasa.

Crece con un numero limitado de compuestos organicos como donadores de electrones
y tiosulfato de sodio como aceptor. Al igual que otras especies de la familia
Thermotogaceae, requirid 0.1 g/L de extracto de levadura adicional en el medio de
cultivo para poder metabolizarios (Jeanthon, 1995; Lien et al., 1998b). Entre los
donadores tenemos: extracto de levadura, peptona de caseina, azlcares (fructosa,
galactosa, glucosa, manosa, ribosa, sacarosa, y xilosa), compuestos azufrados (dimetil
sulféxido) y crecié ligeramente con sales de acidos organicos (acetato, lactato). El
maximo crecimiento se observé con peptona de caseina y extracto de levadura a los
tres dias de inoculacién (tabla 3.5). Mostré crecimiento dptimo con tiosulfato de sodio
en los experimentos con diferentes aceptores de electrones, reduciéndolo lentamente en
presencia de peptona de caseina; mientras que los demds compuestos azufrados no
fueron utilizados (figura 3.27). La reduccion del tiosulfato promovid la divisién celular
(figura 3.26) al igual que las cepas pertenecientes a la familia 7hermotogacea (Ravot et
al., 1995; Ravot et al,, 1996; Lien et a/., 1998b).

Los resultados bioquimicos mostraron concordancia con la secuencia parcial del 16S,
que mostrd un alto porcentaje de identidad con ambas especies del género Petrotoga;
P. miotherma (L10657.1) y P. mobilis (DSM 10674). Las principales caracteristicas de

estas dos cepas se enumeran en la tabla 4.1 y son comparadas con las de la cepa MET-
12.
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Tabla 4.1. Comparacién de las principales caracteristicas de las especies P. mobilis , P. miotherma
(Lien et al., 1998b) y la cepa MET-12. '

Caracteristicas

Petrotoga mobilis | Petrotoga miotherma MET-12
Forma celular Bacilo con toga Bacilo con toga Bacilo con toga
Tamafio (um)
Ancho 0.5-1.5 0.6 0.5-1
Longitud 1-50 2-75 3-10
Células por vaina 1-24 1-5 1-5
Motilidad y flagelos Motil - subpolar No motil Motil - ?
Cuerpos esféricos - + +
Temperatura optima 58 - 60°C 55°C 60°C
NaCl éptimo (g/) 30 - 40 20 10
pH optimo 6.5-7 ND 6.7-7.3
Requiere vitaminas + ND ND
Extracto de levadura + + +
Reduce S9—H,S + +
Substratos usados
Xilano + - ND
Celulosa - - -
Ribosa + ND +
Sacarosa + + +
Glucosa + + +
Fructosa + + +
Galactosa + + +
Maltosa + + ND
Xilosa + + +
Manosa ND ND +

La cepa MET-12 comparte con Petrotoga mobilis caracteristicas como: aproximacion en
el tamafio, motilidad, temperatura éptima y degradacién en comin de compuestos
utilizados como donadores de electrones (extracto de levadura, ribosa, sacarosa,
glucosa, fructosa, galactosa y xilosa). Con Petrotoga miotherma, comparte
caracteristicas como la formacion de cuerpos esféricos y crecimiento en una serie de
compuestos como donadores de electrones; pero a diferencia de ambas cepas, la MET-
12 no fue capaz de reducir azufre elemental a H.S.

Si bien, la caracterizacidn filogenética parcial sugiere que se trata de una nueva especie
perteneciente al género Petrotoga, se requiere la secuencia completa del gene 16S
rDNA para descartar que se trate de una subespecie de cualquiera de las dos (~.
miotherma o P. mobilis); de otra forma, se tendrd que recurrir a estudios de hibridacién
de DNA, para descartar esta opcion.
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Los microorganismos dominantes en el agua de bateria del pozo SAM-III, crecieron
preferentemente con los tratamientos que tenian mayor cantidad de casaminodcidos y
peptona de caseina (figuras 3.31 a 3.33). De esta muestra se aisld la cepa MET-82,
que son vibrios Gram (+) de hasta 3 um de largo que se presentan solos o en pares
formando cadenas (figuras 3.34.a y b) y fléculos en cultivos viejos. Esta cepa crece de
manera optima a 32°C y en un intervalo de 10 a 100 g/L de NaCl, con una
concentracion dptima de 50 g/L (figura 3.38). El pH dptimo de crecimiento abarcé un
intervalo de 7.07 a 7.96 (figura 3.40). No se detectd actividad de catalasa. Crece sobre
varios compuestos organicos que utiliza como donadores de electrones y sulfato o
tiosulfato de sodio como aceptores.

En presencia de tiosulfato, crece con alcoholes (etanol y glicerol); acidos organicos
(fumarico, lactico y pirdvico); acidos grasos volatiles (acético, butirico, formico y
succinico); azlcares (glucosa) y compuestos complejos (casaminoacidos, peptona de
caseina y extracto de levadura). En presencia de sulfato crece con: lactato, piruvato,
malato, fumarato, succinato, formiato y etanol. Con acetato-H; y con H,-CO,, crecié
ligeramente sobre el control (tabla 3.8). Las rutas de degradacidon que sigue esta cepa
son similares a las descritas para las BRS en la figura 4.1, sélo que esta cepa no lleva a
cabo la degradacién completa de acetato hacta COa.

En los experimentos con diferentes aceptores de electrones, presentd mayor crecimiento
con dimetil sulféxido y tiosulfato de sodio en presencia de peptona de caseina como
donador de electrones (figura 3.41). En la cuantificacidn de H,S del mismo experimento,
se detectd que el tiosulfato fue reducido en su totalidad, el sulfato se redujo
escasamente, mientras que el dimetil sulféxido no fue empleado como aceptor de
electrones, a pesar de que el crecimiento de la cepa resulté dptimo con este compuesto
(figura 3.42).

La secuencia parcial del gene 16S rDNA mostré que existen un 92% de identidad con la
especie Desulfovibrio gabonensis (U31080.1) reportada por Tardy-Jaquenod et al,
(1996), aislada de agua de produccidon de un pozo petrolero en Africa. La tabla 4.2
muestra las similitudes fisioldgicas entre ambas cepas.
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Tabla 4.2. Comparacion de las principales caracteristicas de la especia Desulfovibrio gabonensis con la cepa MET-2

Caracteristica

Desulfovibrio gabonensis

MET-82

Tamanio celular (um)

0.4 ancho por 2-4 largo

0.5 ancho por 3 largo

Intervalo de salinidad (%)

1-17

1-10

Optimo de salinidad (%)

5-6

Intervalo de temperatura

15-40

5

Temperatura optima °C
Intervalo de pH 6.4 -8.2
Optimo pH 6.9-7.3
Donadores de electrones usados con sulfato

H, + CO,

H, + acetato
Lactato

Piruvato

Malato

Fumarato

Succinato

Acetato

Etanol

Lactato + tiosulfato
Peptona

Extracto de levadura

30 32
7.07 - 7.96

7.3-7.65

TR N N e R S e S A e

SIS+ |+ |F+ |||+

Si bien las caracteristicas fisioldgicas de la cepa MET-82 son muy similares a las de
Desulfovibrio gabonensis, la diferencia en el nimero de bases de la secuencia parcial del
gene 16S, sugiere que podria tratarse de una nueva especie. La secuenciacion total asi
como pruebas fisioldgicas subsecuentes descartaran de manera definitiva, que se trate
de la misma o de una subespecie de ésta.

En la tabla 4.3 se muestran las principales caracteristicas fisiologicas de las cepas
aisladas en el presente trabajo. Se hace evidente, que se trata de especies diferentes
por su forma, tamafo, fuentes de carbono utilizadas como sustratos, temperaturas
optimas de crecimiento asi como concentraciones de NaCl y pH.
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Tabla 4.3. Principales caracteristicas fisiologicas determinadas en las cepas aisladas en el presente trabajo.

Caracteristica MET-2 MET-12 MET-82
Pozo de origen SAM-III 21-D SAM-III
Consistencia de la muestra acuosa acuosa acuosa
Forma vibrios bacilos con 'toga' vibrios
Ancho (um) 0.5 0.5al 0.5
Longitud (um) 3.0 3 all 3.0
Motilidad + + +
Células por vaina - l1a5b -
Cuerpos esféricos - + -
Intervalo de temperatura °C 32a35 50 a 60 -
Temperatura éptima °C 35 60 32
Intervalo de salinidad (%) 2a8 1a8 1a10
Salinidad optima (%) 6 10 5
Intervalo de pH 6.7a75 6.7a7.3 7.07 a 7.96
pH éptimo 7.0 6.7 7.3 a 7.65
Reduce S,05% —» H,S + + +
Reduce SO, — H,S + - +
Reduce S°— H,S - - -
Actividad catalasa - - -
Substratos usados con tiosulfato de sodio
peptona de caseina + + +
extracto de levadura + + +
casaminoacidos + - +
Fructosa + + ND
Galactosa + + ND
Glucosa + + +
Manosa + + ND
Ribosa + + ND
Sacarosa + + ND
Xilosa + + ND
Etanol + - +
Glicerol + - +
Manitol + - ND
Metanol + - ND
Sorbitol + - ND
Tolueno + - ND
Acetato + + ND
Citrato + - ND
Formiato + - ND
Lactato + + +
Acetona + - -
Dimetil sulfoxido + + +
Ac. acético + - +
Ac. butirico + - +
Ac. férmico + - +
Ac. succinico + - +

Identidad con otra especie

D. gracilis

P. miotherma

D. gabonensis
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A lo largo del territorio nacional la paraestatal PEMEX mantiene en operacidn un sistema
de alrededor de 56 mil kildmetros de ductos, de los cuales un 41% deben ser
reemplazados por problemas de corrosion. Los fluidos que son transportados contienen
importantes cantidades de HS. La corrosion asociada a la presencia de este compuesto
es considerada como un grave problema causante de diversas fallas y accidentes.

Actualmente, en el Instituto Mexicano del Petrdleo, se llevan a cabo estudios
muitidisciplinarios enfocados a la busqueda de soluciones ante este grave problema. Los
estudios se basan en la instalacién de estaciones de campo donde se llevan a cabo
andlisis de la diversidad microbioldgica mediante técnicas de ingenieria genética,
caracterizacion metaldrgica, electroquimica de procesos, elaboracidn de sustancias
inhibidoras, biocidas y elementos tdxicos para los microorganismos.

En el presente trabajo se realizd el proceso convencional para el aislamiento e
identificacion de tres cepas presentes en pozos petroleros del Golfo de México, con
problemas de corrosion; cuya peculiaridad es la produccion de H,S que llevan a cabo
mediante un metabolismo desasimilatorio.

Si bien el aislamiento y purificacidn son procesos tediosos que hay que realizar
pacientemente, existen actualmente diversos métodos para hacer el trabajo mas
practico. Si se quieren identificar géneros especificos, se puede recurrir a técnicas de
biologia o de clonacién molecular como las descritas en: (Godon et a/,, 1997; Orphan et
al, 2000); por otro lado, si se busca el aislamiento de ciertos grupos de
microorganismos para encontrar nuevas especies en muestras con un gran nimero de
bacterias, se puede recurrir a las técnicas inmunoldgicas 0 magnéticas como las
descritas en: (Beeder et al, 1995), con el fin de optimizar el trabajo e identificar

géneros especificos de manera rapida y precisa, pudiendo predecir su participacion en
un fendmeno observado.
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