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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 
metabólica  para  habitar a elevadas temperaturas y altas concentraciones de sal. En  los  pozos 
petroleros marítimos, una vez que se van agotando las reservas,  es frecuente que se inyecte  agua 
de  mar  para mantener la  presión adecuada de extracción. El agua de  mar  contiene 
concentraciones variables de los  iones Na+, Cl-, Mg2+, Ca2+, SO:- y HCOi entre otros. En  los 
sedimentos  marinos  habitan  una  gran  cantidad de microorganismos, que llevan a cabo de manera 
continua  el ciclo de óxido-reducción  del azufre. Se tiene conocimiento de  que a mayor 
profundidad  el azufre es preferentemente reducido, mientras que en  las capas mas superficiales es 
fácilmente oxidado. En  la  última  década varios investigadores han relacionado la presencia  de 
ciertas bacterias anaerobias nativas de sedimentos marinos, con la corrosión causada  en ductos 
petroleros, ya que metabolicamente  reducen  dos compuestos básicos; el sulfato y el tiosulfato de 
sodio  produciendo ácido sulfhídrico, un compuesto  altamente corrosivo. 

En  el presente trabajo se describe el aislamiento e identificación  bioquímica y molecular  de tres 
cepas  de  bacterias anaerobias, con capacidad para  llevar a cabo la reducción  del tiosulfato de 
sodio en presencia de peptona  de  caseína  como fuente de carbono, e hidrógeno como fuente de 
energía.  Las  muestras  de  su  procedencia  fueron colectadas de pozos petroleros marítimos  de la 
Zonda de Campeche en el Golfo  de México. El tra-bajo se dividió en cuatro partes 
fundamentales: aislamiento, purificación, caracterización fisiológica y caracterización 
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 caracterización fisiológica se  consideraron parámetros importantes como la tinción  de 
Gram, temperatura, salinidad y pH óptimos de  crecimiento; así como la capacidad de 
metabolizar diferentes fuentes de  carbono y el funcionamiento óptimo con diferentes aceptores 
de electrones, para  poder  dar  una  primera clasificación de  las bacterias aisladas. 

Para la caracterización filogenética se emplearon técnicas de clonación molecular con  el objetivo 
de descifrar la secuencia del  gene 16s rDNA,  con  lo que se logró la ubicación de  las tres cepas en 
géneros específicos. 

Las tres cepas aisladas presentaron  la característica en común de crecer con peptona  de caseína 
como fuente de carbono e hidrógeno como fuente de energía, pero presentaron diferencias en su 
capacidad  para crecer sobre otros substratos como: alcoholes, ácidos orgánicos, azúcares, ácidos 
grasos volátiles, sales de ácidos orgánicos, etc. Utilizaron el tiosulfato de sodio como aceptor de 
electrones  reduciéndolo a H2S. Dos de ellas además redujeron  el sulfato de sodio y ninguna fue 
capaz  de  reducir  el azufre elemental ni el dimetil sulfóxido. Las dos cepas que utilizan el sulfato 
mostraron similitudes fisiológicas y acercamiento filogenético con el género Desulfovibrio, y la 
cepa que únicamente creció en presencia de tiosulfato, con el género Petrotogu. 
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Aceptor  de electrones. Compuesto que es reducido en una reacción metabólica de óxido- 
reducción. 

Bacteria sbil. Bacteria que vive dentro de una biopelícula. 

Bacteria planctónica. Bacteria de vida libre, que vive en la fase acuosa y que no está 
asociada a una biopelícula. 

Biopelícula.  Asociación de microorganismos anclados a una superficie. 

Cepa. Población celular descendiente de una única célula. 

Clonación  molecular. Aislamiento e incorporación de un fvagmento de DNA en un vector 
Vago o plásmido) donde puede ser replicado. 

Consorcio. Agrupamiento espacial de células bacterianas dentro de una biopelícula, en  la 
cual diferentes especies están jisiológicamente coordinadas unas con  otras, con el fin de 
llevar a cabo transformaciones químicas mas eJicientes.. 

Donador  de electrones. Compuesto desde el cual derivan los electrones en una reacción 
metabólica de óxido-reducción, lo cual resulta en la oxidación del donador. 

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

Fase de latencia. Período inmediato a la ionoculación de una población y previo al 
crecimiento 

Fase estacionaria. Período en el que cesa el ciclo de crecimiento de una población 

Fase  exponencial. Período en el que el crecimiento del número de individuos de  una 
población es exponencial 

Fenotipo. Características observables de un organismo 

Fermentación.  Conjunto de reacciones catabólicas que producen  ATP,  en las cuales 10s 
compuestos orgánicos sirven tanto de donadores primarios como de aceptores finales de 
electrones, produciéndose  ATP por fosforilación a nivel de substrato. 



Filogenia. Ordenamiento de las especies en taxones superiores y construcción de 
cladogramas basados en relaciones evolutivas. 

0 Fotótrofo. Organismo que obtiene su energia de la luz 

Fuerza  protón - motriz Estado energético de una membrana, creado por la expulsión de 
protones a través de la acción de una cadena transportadora de electrones. 

0 Gene. Unidad hereditaria, segmento de DNA que codijka una determinada proteína, cadena 
polipeptídica un tRNA o un rRNA. 

0 Género. Grupo taxonómico de especies relacionadas. 

0 Genoteca. Colección depagmentos  donados de DNA, que contienen en conjunto los genes 
del genoma completo de un organismo. 

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

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

0 Hidrocarburo. Sustancia aceitosa de color oscuro formada de hidrógeno y carbono 
principalmente. 

e Inóculo. Material usado para iniciar un cultivo microbiano. 

0 Microorganismo hidrocarbonoclástico. Microorganismo capaz de metabolizar los 
hidrocarburos del petróleo 

Plásmido. Elemento genético extracromosómico 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). 

Quimiolitótrofo. Organismo que obtiene su energía de la  oxidación de compuestos 
inorgánicos. 

Quimioorganótrofo. Organismo que obtiene su energía de  la  oxidación de compuestos 
orgánicos. 

Reducción asimilatoria del sulfato. Síntesis de compuestos orgánicos que contienen azufre a 
partir del sulfato. 



Reducción desasimilatoria del sulfato. Uso del  sulfato  como  el aceptor final de electrones 
con  la  generación  de  sulfur0 de hidrógeno. 

0 Reducción desproporcionada. Rotura de un compuesto en dos nuevos, de 10s cuales uno estu 
oxidado y otro  reducido. 

0 Secuencia signatura. Conjunto  de  oligonucleótidos  cortos,  característicos de  un 
determinado  grupo (o grupos) de organismos. 



1. I Antecedentes 

El inicio  de  la  microbiología  anaerobia  se  dio  en  1857  con los estudios  de  Luis  Pasteur 
sobre  la  conversión  del  azúcar a ácido  láctico,  en los que  describe a la fermentación 
como la consecuencia  de la vida  sin  el  aire.  Cuatro  décadas  más  tarde  en  1895 
Beijerinck  describe  por  primera  vez  a  las bacterias  reductoras de su/fafo (BRS) y 
hace importantes  aportaciones  a la microbiología  anaerobia,  iniciando  toda  una  escuela 
de  estudio  hacia las fermentaciones y los procesos  metabólicos  de  tales  bacterias. 

En los años  80  se encontró  que  había BRS que  llevaban a cabo la  reducción  de  varios 
compuestos  oxidados  del  azufre  incluido el tiosulfato (Sz032-), un intermediario  del  ciclo 
del  azufre  en  sedimentos  marinos.  Sin  embargo,  en  la  década  pasada se encontraron  en 
ambientes  subterráneos,  marítimos,  chimeneas  hidrotérmicas y pozos  petroleros 
poblaciones  de  bacterias  reductoras  de  tiosulfato (BRTS) fermentativas,  mesofílicas o 
termofílicas 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 Arcbaea. En el  primero  de  ellos  tenemos a 
las  bacterias  reductoras  de  sulfato (Desuffovibrio,  Desulfotomacufum,  Thermodesuffo- 
vibrio), a la familia Thermotogaceae (géneros Thermotoga,  Petrotogal  Fervidobac- 
terium,  Tttermosipho,  Geotoga) y los géneros Dethiosuffovibrio,  Thermoanaerobacter y 
Thermoanaerobacterium. Mientras  que  en el Dominio Archaea tenemos  que los géneros 
que  llevan a cabo  esta  conversión  metabólica  son: Thermoproteus,  Pyridi¿tium, 
Pyrobacufum,  Archaeagfobus, etc.  (Ravot et a/, 1996). 

Importantes estudios se  han  realizado  para  describir  a los microorganismos  presentes 
en  ambientes  petroleros  que  pueden  llevar a cabo la reducción  del  tiosulfato. En  1995, 
Ravot et al, describieron la reducción  de tal compuesto  como  una  característica 
fisiológica importante que  llevan a cabo  miembros  del  orden Thermotogafes, incluida la 
cepa Thermotoga SERB-2665 aislada  de un campo  petrolero. Mas tarde  en 1997, 
Fardeau et a/, estudiaron la utilización  de  aminoácidos  por 7Bermoanaerobacter  brockii 
en  presencia  de tiosulfato o Methanobacterium sp , como  aceptores  de  electrones.  En el 
mismo  año  Magot et al, lograron aislar de un pozo petrolero  situado en el Congo,  una 
bacteria redudora de tiosulfato que en condiciones  experimentales '7n vitro" es  capaz 
de  producir  biocorrosión  de  4mm por año, a la que  llamaron Dethiosu/fovibrio  peptido- 
vorans y que constituyó la primera  evidencia  de la participación  de  una BRTS en  la 
corrosión  del  acero. 



1.2. Microbiología  del petróleo 

El petróleo es  una  mezcla  compleja  de  hidrocarburos  que  contiene  cientos  de 
compuestos  formados  con  nitrógeno,  azufre,  oxígeno  y  átomos  metálicos.  En teoría se 
sabe  que el petróleo es el resultado de  un complejo  proceso  fisico-químico  en el interior 
de la tierra,  en  el  que  debido  a  la  presión y las  altas  temperaturas, se produce la 
descomposición  de  enormes  cantidades  de materia orgánica  que se convierten  en  aceite 
y gas. Esa materia orgánica  está  compuesta  fundamentalmente por  el fítoplancton y el 
zooplancton  marinos,  al  igual  que  por materia vegetal y animal, todo lo cual se depositó 
en el pasado  en el fondo  de los grandes  lagos y en el lecho  de los mares.  Algunos 
hidrocarburos son  compuestos  alifáticos,  en los que los átomos  de  carbono  están  unidos 
en  cadenas  abiertas, y que  varían  mucho  en  cuanto  a longitud de  cadena, grado de 
ramificación y número  de  dobles  enlaces.  Otra  clase  de  hidrocarburos,  contienen un 
anillo  aromático y pueden  ser  considerados  como  derivados  del  benceno  (Madigan et 
ai, 1998). 

El petróleo se encuentra  en el interior de  formaciones  llamadas  trampas  que  están 
constituidas por una  capa  de  marga,  arcilla  u otro terreno impermeable. Su extracción 
está sujeta  al  empuje de  agua y presión  de gas;  en todo caso, el petróleo se encuentra 
ocupando los espacios  de  las roca5 porosas  principalmente  de  areniscas y calizas,  siendo 
algo  así  como el agua  que  empapa  una  esponja. No existen  lagos  de  petróleo, por lo 
que  cuando  se  extrae,  es  falso  que  queden  enormes  espacios  vacíos  en el interior de la 
tierra' (figura 1.1). Los hidrocarburos que  componen el petróleo  pueden  ser  gases  de 
bajo peso  molecular o líquidos y sjlidos de peso molecular más  elevado,  los  cuales 
pueden  ser  degradados por un  grupo  diverso de bacterias y hongos  aerobios o 
anaerobios  facultativos,  llamados micnwqanismus bidmdnm/ámcos En la 
última década se reportaron más  de 100 especies  que  pueden llevar a cabo  esta 
funcidn,  de  las  cuales 22 son  bacterias y el resto son  hongos.  Todos  ellos  se distribuyen 
ampkmmnte en  suelo,  agua  de mar y agua  dulce  (Atlas,  1992), 

Figura 1.1. Yacimiento de petróleo en una trampa subterránea.' 
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Dependiendo  del tipo de  hidrocarburo (alifático o aromático),  se obtienen  productos 
fácilmente  degradables  para otros organismos.  Entre los microorganismos  degradadores 
de  hidrocarburos  alifáticos,  encontramos: Methalococcusf  Methyfobacter,  Methylosinus, 
Mycobacterium/  Arthrobacter,  Nocardia y Flavobacterium los cuales  degradan  cadenas 
de I a 10 ó incluso  más  carbonos.  Mientras  que, entre los microorganismos  degradado- 
res  de  hidrocarburos  aromáticos  encontramos: Pseudomonasf  Achromobacter,  Micro- 
coccusf  vibrio/  Acinetobacter,  Brevibacterium/  Corynebacteriumf  Candidaf  Rhodotoura 
y Sporobo/omyces (Atlas, 1992). 

El paso  inicial  en la biodegradación  de  hidrocarburos,  está  dado  por la oxidación  del 
sustrato  por  oxigenasas,  para lo cual  se requiere 02 molecular.  Las  oxigenasas  son 
enzimas  que  catalizan  la  incorporación  del  oxígeno  en  compuestos  orgánicos.  Existen 
dos tipos: las dioxigenasas,  que  catalizan  la  incorporación  en la molécula  de  ambos 
átomos  de  oxígeno (02); y las monooxigenasas,  que  catalizan la transferencia  de  uno 
solo. Las condiciones  aerobias,  son  necesarias  para  esta ruta de  oxidación, pero la 
disposición  de O2 en  el  suelo,  sedimentos y acuiferos,  está limitada  dependiendo  del 
lugar  (Madigan et al., 1998). 

Entre los intermediarios  del  metabolismo  de los hidrocarburos  aromáticos  tenemos: 
catecol,  tolueno, triptofano,  fenol,  benceno,  salicilato,  antraceno,  gentísico y manderato; 
estos  compuestos al ser  degradados  biológicamente,  dan origen a ácido  pirúvico,  acetil 
Co-A, acetaldehido,  ácido  succinico, y COZ (entre otros),  que  son  compuestos  fáciles  de 
degradar  por otros microorganismos,  incluyendo  bacterias  anaerobias.  La  degradación 
de  hidrocarburos  completos  del  petróleo  por  microorganismos  anaerobios,  ocurre a 
bajas tasas y su significado  ecológico es minoritario (Atlas,  1992). 

Varios  géneros  de  bacterias  anaerobias  se  han  encontrado  en  ambientes  petroleros, 
entre las que  tenemos: Desulfovibrio,  Dethiosulfovibrio,  779ermotoga,  Petrotoga, etc., 
cuya  aportación  está  limitada a la  producción  de  compuestos  reducidos  de  azufre,  y la 
degradación  de  compuestos  de bajo peso  molecular,  productos  del  metabolismo  de 
microorganismos  degradadores  del  petróleo. 
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1.2.1. Los sedimentos  marinos y su contacto  con los pozos petroleros 

Durante  la  extracción  del  petróleo  en  plataformas  marinas, es frecuente que  se inyecte 
agua  de  mar  cuando los pozos  van  agotando  sus  reservas,  para  mantener la presión  y 
optimizar la producción. El agua  de  mar  contiene  concentraciones  variables  de NaCI, que 
dependiendo  del  lugar  pueden  alcanzar  hasta  los 2009/1 o más.  Los  principales  iones 
que  contiene  son: Na', Mg2+, Ca2+, Cl-, S0q2- y HCOY. El agua  de  inyección se  mezcla 
con el agua  de  formación  que  existe  en la reserva. El agua  de formación  originalmente 
está  presente  en los poros  de las rocas  previo a la explotación  del  petróleo y es rica  en 
ácidos  orgánicos  tales  como  acetato,  propionato  y  butirato, junto con  bajas 
concentraciones  de  sulfatos.  Luego  de  que  el  agua  de  inyección  irrumpe,  se  produce  en 
el pozo petrolero una  mezcla  de  agua  de  mar  rica  en sulfato  y agua  de  formación, rica 
en  ácidos  orgánicos  y  ácidos  grasos,  de los cuales  el  acetato  es  más  abundante  y  es un 
intermediario en la degradación  de otros  substratos  por  diferentes  microorganismos 
(Taylor,  1992;  Beeder etal., 1995). 

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

1.2.2. El ciclo  biogeoquímico  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, líquido o sólido;  de  manera  soluble o insoluble; 
es el  octavo  elemento más  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  metabólicas,  como la síntesis  de  cisteína,  metionina, 
biotina,  ácido  lipoico, pirofosfato de  tiamina,  CoenzimaA y S-adenosilmetionina. Además 
es importante por los estados  variables  de  oxidación  (-2, O, +2, +4, +6) que  adquiere 
debido a los procesos  químicos y biológicos  que lo interconvierten de  manera 
significativa. Los estados  de  oxidación  del  azufre,  se  muestran  en  la  tabla 1.1; sin 
embargo sólo tres de  éstos  son importantes en la naturaleza: -2, O, +6 (Barton,  1992; 
Hao etal, 1996). 
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Tabla 1.1. Estados  de oxidación del azufre, y formas en  las  que está presente en la naturaleza. 
~. ~ 

Estado de oxidación compuestos 
-2 R-SH; HS-; H2S 
o S O  - I - 

J t 
+2 

so?; S02 +4 
s20:-; s4062- 

+6 1 so3 ; so," 

En los sedimentos  marinos, se desarrolla  una  gran  variedad  de  bacterias  que  llevan  a 
cabo  de  manera  activa el  ciclo  biogeoquímico del azufre.  Algunas  de  las 
transformaciones  se  pueden  llevar  a  cabo en ambientes  6xicos y anóxicos, los cuales 
albergan  desde  cianobacterias  hasta  bacterias fütotrófiws y quimio/Róm&s del  azufre. 
En  condiciones  6xicas o aerobias el S042-  se convierte por una reducción asimi/atoHa a 
SH-, el cual es  aprovechado por las  bacterias  como  precursor  de  proteínas; o bien, 
puede  transformarse  por  una rducción desasiimiAat0rM hasta M2S, el cual es liberado  al 
medio  ambiente.  Por otro lado, el HzS, puede  ser  oxidado  hasta azufie elemental, y éde 
a su vez  puede  ser  reoxidado  hasta S042-. En  condiciones  anóxicas .o anaerobias el 
SO.? cumple el mismo  ciclo hasta llegar  a H2S. Pero  además,  se  puede  Iíevar a cabo 
una  6xido-reducción  simultánea  de SO$ H2S; y desde  azufre  elemental  pueden 
ocurrir dos cosas:  una  reducción  desasimilatoria  a H2S o una  oxidación  en 
microaerofilia a SO4 2- (figura L2) (Madigan eta4 1998). 

Qwrnloklotrotos d e l  azutre 
como 
Eeggtatoa 
mrotflx 
mobacilos 

sunofolus 
.a 

Figura 1.2. Ciclo de óxido-reducción del azufre y microorganismos que participan (Madigan, et. a/, 1998). 



1.2.3. L a  desviación  del  tiosulfato 

Las  concentraciones  de tiosulfato en  sedimentos  marinos  y  de  agua  fresca se  piensa que . 
son  bajas (< 1-1OpM) debido  a  la  gran  cantidad  de  bacterias  que lo transforman  en 
presencia  de  substratos  orgánicos.  Dentro  del  ciclo  biogeoquímico  del  azufre  en 
sedimentos  marinos, se  ha  observado  que  del  68  al  78%  del producto de  oxidación 
inmediato  del  sulfur0  (HS-) se transforma a tiosulfato (S~03~-); el cual  puede  a  su  vez 
ser  modificado  biológicamente  por tres procesos: 1) Reducción por BRS y BRTS  en 
presencia  del  aceptor  de  electrones  adecuado (S202- + CH3COO' + H+ -+ 2HS- + 2C02 
+ HzO), 2) Oxidación  en  microaerofilia  por  bacterias  quimiolitótrofas ( Thiobaci//us spp) 
(S2032- +8  FeOOH + 14  H+ -+ 2S042- + 8Fe2+ + 11 H2O) y 3) Dismutación o reducción 
desproporcionada ausencia  de  ambos (substrato  orgánico  y  aceptor de  electrones) 
(S20:- + H20 -+ SO:- + H2S)  (J$rgensen, 1990; J$rgensen et a/., 1991;  Ravot et al, 
1995). Aunque los tres procesos ocurren  de  manera  constante  en  todas las capas  del 
sedimento  marino, la oxidación y la  dismutación  disminuyen  mientras  que la reducción 
aumenta  con  la  profundidad  del  sedimento. La  desviación del tiosulfato es importante 
para  acoplar  la ruta oxidativa y reductiva  del  ciclo  del  azufre y para  la  regulación  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 reducción  del  sulfato  hasta H2S puede ocurrir en  un  100%. El H2S puede  ser  oxidado 
en un 90% con  oxígeno  para  producir S042' y  en un lO0/o con fierro para  producir FeS o 
FeS2.  La oxidación  del H2S en tiosulfato ocurre  en un 70%. El tiosulfato  puede  ser 
dismutado  en S042' o bien  en  H2S  en un 36%, pero  además  puede  ser  reducido  a H2S 
en  un  28%, o bien  puede  ser  oxidado  a SO:- en un 6% (figura 1.3). 

1 ul* [*I -d 

Figura 1.3. Transformación e tlos ato  en se  lmentos  mannos,  segul  a on azufie  marcado (S3'), donde  se 
aprecian las  vías  que  puede seguir el compuesto y su conexión  en el ciclo  del  azufre. (J$rgensen, 1990). 
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1.2.4. Clasificación  de  bacterias  que reducen compuestos de azufre 

Bacterias reductoras de  azufre elemental 

Cinco  géneros  bacterianos  son  capaces  de  llevar a cabo la reducción  del  azufre  elemen- 
tal hasta  sulfuro  de  hidrógeno: Desulfuromonas, Desulfobacter,  Desulfotomaculum, 
Wolinella y Campylobacter. A diferencia  de  éstos  dos  últimos, los tres  primeros son 
capaces  de  crecer  sobre  acetato  como  única fuente de  carbono  orgánico  oxidándolo 
hasta COZ; aunque  todos  reducen  azufre  elemental a sulfuro, sólo Desulfobacter y 
Desulfotomaculum tienen además la capacidad  de  reducir  compuestos  oxidados  del 
azufre  como sulfato y tiosulfato  (Widdel y Pfenning,  1984). 

Bacterias  reducturns de sulfatos (BRS) 

El ion  sulfato (SOq2-) es un anión  universal  presente  de  manera natural en los océanos, 
en  el  agua  de lluvia  de  áreas  metropolitanas y en  consecuencia  en las aguas  de  drenaje; 
es  no  volátil, no  tóxico y químicamente  estable,  su  reducción 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 
biosíntesis, pero la capacidad  de  usar sulfato como un aceptor  de  electrones  para 
procesos  generadores  de  energía  está  restringido a las BRS, descritas  por  primera vez 
en  1895  por  Beijerindk  (Ha0 etal., 1996). 

Las Bitsson un grupo  importante  de  anaerobios  que  obtienen  energía  por la oxidación 
de  substratos  orgánicos,  removiendo  átomos  de Hz de  éstos y usando  sulfato  como  el 
principal  aceptor  de  electrones. Muchas  de  ellas  pueden  usar  además  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  hidrógeno  el  cual  excreta al medio  ambiente. 

Las BRS generalmente  son químíoorganótrofas que  usan  compuestos  orgánicos  de 
bajo peso  molecular,  tales  como  ácidos  orgánicos  (lactato,  piruvato,  formato y malato), 
ácidos  grasos volátiles  (acetato,  propionato,  butirato),  alcoholes  (butanol,  etanol, 
metanol,  propanol) y azúcares  (glucosa, fructosa) (Ha0 et al, 1996;  Ollivier et al, 
1994). En algunos  casos  degradan  compuestos  orgánicos  específicos  tales  como  indol, 
fenol,  catecol,  caproato,  heptanoato,  octanoato,  estearato,  etc.,  (Beeder et a/, 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 HZ y COZ 
como  única  fuente  de  carbono  (Oude et  aL, 1995). 



Un gran  número  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,  Desulfobufbus,  Desuffotomaculum, 
Desulfosarcina y Desulfonema (Widdel  y  Pfenning,  1984). 

La  reducción  bacteriana  de  sulfato  es un importante:  proceso  de  mineralización  de 
materia  orgánica  en  ambientes  anóxicos,  especialmente  en  sistemas  marinos  e 
hipersalinos. En ecosistemas  hipersalinos  que  contienen  grandes  cantidades  de  sulfato 
abundan los géneros Desuffovibriof  Desulfobacter,  Desulfococcus,  Desuffosarcina, 
Desuffobacteriumy  Desulfonema, los cuales  crecen  óptimamente  en  rangos  de  1-4%  de 
NaCI. (Ollivier et  al., 1994).  Otras  como Desulfotomacu/um  halophilum, crecen a un 
óptimo de  6%(Tardy-Jaquenod et.  al., 1998)  y  otras más,  como Desulfovibrio  halophilus 
y D. salexigemcrecen con  10% y 12O/0 de  NaCl respectivamente  (Ollivier et al, 1994). 

Se ha observado  que  existen BRS que  sobreviven  a .la exposición  del O2 por  unos 
cuantos  días  reduciéndolo  eventualmente  a  agua.  Este  proceso  puede  ser  una 
respiración  verdadera  cuando se acopla  a  la  conservación  de  energía. En  especies  de 
Desulfovibrio se encuentran  varios  sistemas  oxígeno-reductores  como  por  ejemplo en 
D.  vulgaris y D.  desulfuricans donde  la  reducción  del 02 se  acopla  a  la  translocación 
protónica  y  conservación de ATP; en esas  especies la  fracción  periplásmica  (que 
contiene  hidrogenasa y citocromo C,) cataliza  la  reducción  del 02. En D. gigas una 
rubredoxin-oxidasa  citoplasmática fue identificada como  una  oxidasa terminal  reductora 
de O2 (Danenberg etal., 1992;  Cypionka,  2000). 

Bacterias  reductoras  de tiosulfato (BRTSi 

La  capacidad  de reducir tiosulfato se ha  observado  en  bacterias  anaerobias  de  ambos 
dominios. En el  dominio Bacteria  encontramos  géneros  representativos  como: 
Thermotoga,  Thermoanaerobacfer,  Thermos@ho/  Fenidobacterium/  Anaerobaculum, 
Dethiosulfovibrio,  Thermoanaerobium y  una  gran  cantidad de BRS. En el Dominio 
Archaea encontramos  géneros  representativos  como Thermoproteus- wrodictium, 
wrobaculum,  Haloanaerobium y Archaeaglobus (figura 1.4) ( Ravot et  al., 1995). 

Dentro de  las  BRTS no sulfato reductoras, se encuentra  la  familia Thermotogaceae, que 
comprende  cinco  géneros: Fewidobacterium/  Thermotoga/  Thermoshiipo,  Geotoga y 
Petrotoga. El género Thermotoga, tiene varias  especies: 7: maritima, T. neapolitana, T. 
thermarum, T: subterránea/ 7: hypogea y 7: elfii Todos  son  bacilos  de  tamaño  variable 
que  presentan  estructuras  características  llamadas  “toga”;  crecen  a  temperaturas 
óptimas  de 65-75OC;  pH óptimo de 7.5 y se han  encontrado en pozos petroleros  y 
chimeneas  hidrotérmicas.  Durante  la  fermentación  de  la  glucosa,  en  ausencia  de 
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tiosulfato,  producen  acetato, COZ e Hz, y  solamente  utilizan tiosulfato como  aceptor  de 
electrones. El género Petrotoga tiene dos  especies: P. mobilis y P. miotherma , que son 
bacilos  de  tamaño  variable  con  "toga";  crecen  a  temperaturas  óptimas  de 55-6OOC; 
reducen tiosulfato y  azufre  elemental  en  sulfuro de hidrógeno  y  requieren  de  extracto 
de  levadura  para  su  crecimiento  (Fardeau et al.,1997 b; Hubert et al.,1990; Jannasch 
etaLJ988; Jeanthon etal., 1995; Lien etaLJ998 b; Ravot etal., 1995). 

El género Thermoanaerobacter, comprende 4 especies: T. brockí4 T: ethanolicus, T: 
finniiy 7: thermohidrosulfuricus. Todas  las  especies  muestran  capacidad  de  oxidar  H2  en 
presencia  de  tiosulfato. En ellas se observó  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  más  favorables  energéticamente  y  mayor  generación  de ATP por 
fosforilación  a  nivel  de  sustrato  (Fardeau eta/.,1993; Fardeau etal., 1994). 

T: brockii fermenta serina,  oxida  leucina,  isoleucina y valina sólo en  presencia  de 
tiosulfato,  reduciéndolo  a  sulfuro  de  hidrógeno. Lo anterior  sugiere  que 7: brockiipuede 
ser  de  significado  ecológico  en  ambientes  hidrotérmicos,  en el recambio  de  aminoácidos 
(Fardeau et  al, 1997a). Pero  en  general, los miembros  de  este  género  se  caracterizan 
por  oxidar  péptidos  y  aminoácidos  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 óptima con 5% de  sales, a 37OC 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 H2S (Magot et aL,  1997b). 

La primera  evidencia  que se tuvo de  la  participación  de  una BRTS no sulfato  reductora 
en  la  corrosión  de  ductos  petroleros  en el Congo,  es Dethiosulfovibrio  peptiú'ovorans, la 
cuál produjo  en  cultivo  puro '7n vitro" una  corrosión  evaluada  en  4mm  por  año. Son 
bacterias  anaerobias  que  crecen a 42OC, a pH 7, 3% de  NaCl y  utilizan  el  tiosulfato 
como  aceptor  de  electrones  produciendo H2S (Magot et a/, 1997a). 

Figura 1.4 . Géneros  representativos  de  Bacterias  Reductoras  de  Tiosulfato.  Izquierda, Thermotoga subterranea 
mostrando la característica  toga  de  exopolímeros  que la rodea  (Jeanthon et al., 1995). Derecha, Pyrodictium  abyssi. 
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1.3 Clasificación  fisiológica 

1.3.1 Técnicas  desarrolladas  para  el  estudio  de  anaerobios 

En 1857  Luis  Pasteur  profesor  de  química  de  la  Universidad  de  Lille,  publicó un artículo 
que  puede  ser  visto  como el trabajo  que  marca el inicio  de  la  microbiología  anaerobia. 
En este  manuscrito  presenta  el  resultado  de sus  estudios  sobre  la  conversión  del  azúcar 
a  ácido  láctico  y  en  una  breve  frase  menciona: "La  fermentación  es la consecuencia 
de la vida sin el aire". Cuatro  décadas más tarde,  en  1895,  Beijerinck  describe  por 
primera vez a  las  bacterias  reductoras  de  sulfatos (BRS) y hace importantes 
aportaciones  a  la  microbiología  anaerobia  introduciendo el concepto  de:  "enriqueci- 
miento",  el  cual  consiste  en  el  uso  de  substratos  selectivos  que permiten el óptimo 
crecimiento  de  poblaciones  anaerobias. Las técnicas  de  enriquecimiento  llegaron a ser 
ampliamente  usadas  por  Barker,  quien  abrió  toda  una  escuela  de  estudio  hacia las 
fermentaciones  y  la  degradación de  aminoácidos por las  bacterias  anaerobias. 

En 1969  Hungate  comenzó  el  estudio  de  anaerobios  en el rúmen  y tubo digestivo  de 
termitas.  Desarrolló  procedimientos  para  preparar  medio  de cultivo con  potencial  de 
reducción  muy bajo y  logró  mantener esas  condiciones  de  manera  aséptica durante las 
transferencias,  logrando  reproducir  un  entorno  muy  parecido  al hábitat natural de  tales 
microorganismos  para  poder  cultivarlos  cuantitativamente. 

La extensión de Balch  (1976) a la técnica  de  Hungate  que  utiliza  una  atmósfera 
presurizada, fue ampliamente  aceptada y en  las  manos  de Stetter y  Zilling  una  década 
después,  abrían un campo  de  estudio  para  adentrarse  en el mundo de los anaerobios 
termofílicos  de  ambientes  extremos. Sin  embargo,  la  mayor contribución  en  tecnología 
para  el  estudio  de  anaerobios  estrictos  fue  hecha  por  Aranki  y  Freter  en los años  70,  con 
el  desarrollo  de  la  cámara  anaerobia,  equipada  con  catalizadores de oxígeno  y  esclusas 
de  aire.  La  cámara  era  llenada  con  la  mezcla  de  gases  deseada y las  técnicas 
microbiológicas  habituales  podían  llevarse  a  cabo  en su interior sin ningún problema. 

Muchos  anaerobios  facultativos  podían  crecer  sobre  cajas  Petri  incubadas dentro de 
dicha cámara, pero  para  anaerobios  estrictos (Metbanoarqueas) que  requerían un 
potencial  de  reducción por debajo  de los -330mV  se construyeron las jarras  anaerobias 
(Madigan etal., 1998;  Wolfe,l999). 



1.3.2 Herramientas  para  la  identificación de rnicroorganismos 

Tinción 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 índice  de  refracción  que  el  medio, y por lo tanto producen un desvío  en los 
rayos  de  luz  que  las  atraviesan. 

Con el objeto de  incrementar  el  contraste  y facilitar la observación  de las muestras,  se 
utilizan  tinciones. La técnica  de  Gram  es la tinción diferencial más importante usada  en 
microbiología,  según 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  azúcares 
y un pequeño  grupo  de  amino  ácidos);  mientras  que  en  las  Gram (-) éste  compuesto 
constituye sólo alrededor  del 10%. (Madigan et al, 1998). 

Microscopía  electrónica 
El microscopio  electrónico  de  barrido se diseñó  para  el  estudio  de  superficies  sólidas a 
alta  resolución.  Presenta un embobinado  deflector  cuya  función 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  específicos.  Utiliza un 
gran  número  de  señales  que  provienen  de la interacción  de los electrones  con  la 
superficie  de la muestra, las cuales  nos permiten obtener  mayor  información sobre la 
orientación  cristalina,  la  composición  química,  la  estructura  magnética o el  potencial 
eléctrico  (Yacamán  y  Reyes,  1995). 

Temperatura 
Se  sabe  que la tierra tiene  alrededor  de 4.600 millones  de años, y la primera  prueba  de 
vida  microbiana se obtuvo a partir de  rocas  de  hace 3.600 millones  de años; la tierra 
primitiva era  anóxica y mucho más caliente  que la actual,  es por ello que dentro del 
grupo  de  microorganismos  extremófilos,  las  bacterias  termofílicas  son las más 
ampliamente  estudiadas. Se  ha reportado la existencia  de  bacterias  hipertermófilas  que 
crecen  en  forma  óptima  por  arriba  de los 100OC 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  día  más  aplicaciones  industriales  (Madigan et aL, 1998;  Zamos et d., 
1991;  Wiegel y  Ljungdahl,  1981). 
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Salinidad 
Los  ecosistemas  salinos  muestran  una gran  variedad  en  composición  iónica, 
concentración 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  halófilas  que  crecen  en 
estos  ecosistemas  se  clasifican  en tres  grupos  basándose  en  sus  requerimientos  de 
NaCl: 1) halófilas  ligeras,  crecen  con 2 a 5 O/O de  NaCl  (0.34 a 0.85  M); 2) halófilas 
moderadas,  crecen  con 5 a 20 O/O de NaCl (0.85 a 3.4 M); 3) halófilas extremas,  crecen 
más rápidamente  con 20 a 30 O/O de NaCl (3.4 a 5.1M).  Las bacterias  halófilas son  de 
interés  industrial,  porque a nivel  biotecnológico se estudia la producción  de  antibióticos, 
carotenos,  osmorreguladores y surfactantes, a partir de  éstas (Ollivier et al., 1994; 
Magot et aLJ997a). 

L B  
Cada organismo  tiene un rango  de pH, dentro del  cual  es  posible  su  crecimiento  y 
normalmente  posee  un  pH  óptimo  bien  definido.  Las  bacterias  cuyo  pH  óptimo  de 
crecimiento  está entre 6 y 8 se  conocen  como  neutrófilas, las especies  que  pueden 
crecer a pH inferior a 2 se  conocen  como  acidófilas, mientras  que  aquellas  que  viven  a 
pH óptimo  por  arriba  de 10  se  conocen  como alcalófilas  (Madigan etal, 1998). 

Determinacih de la enzima catalnsa 
Los  microorganismos  aerobios  poseen  enzimas  como la catalasa, la peroxidasa y la 
superóxido  dismutasa,  que  participan  en  la  eliminación o neutralización  de  radicales 
tóxicos  de  oxígeno,  que  incluyen  el  anión  superóxido (Oi), el  peróxido  de  hidrógeno 
(HzOz)  y  el  radical  hidroxilo  (OH-)  producidos  durante  el  proceso de  reducción  del 
oxígeno  hasta  agua  durante la respiración. La  reacción  que  lleva a cabo la enzima 
catalasa  para transformar  el  peróxido de hidrógeno se muestra a continuación: 

Catalasa 

1 
Fuentes de carbono 
Los procesos del  crecimiento  celular  implican al menos 2000 reacciones  bioquímicas. A 
su  vez  algunas  de  estas  reacciones  implican  transformaciones  de  energía,  síntesis  de 
pequeñas  moléculas  y  de  cofactores  y  coenzimas  necesarios  para las reacciones 
enzimáticas.  Las  reacciones  principales  de la síntesis  celular  son la construcción  de 
macromoléculas  (DNA, RNA y  proteínas) a partir de  monómeros  (Madigan etal., 1998). 
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1.4 Clusificución~logenética 

1.4.1 Fundamento 

El concepto  de  cronómetro  molecular  fue  introducido  en  1965  por  Emile  Zuckerkand y 
Linus  Pauling,  quienes  se referían a la secuencia  de  aminoácidos y nucleótidos,  (aislados 
de  diferentes  organismos)  que al ser  alineadas y comparadas, permitían  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  (árboles)  con  ayuda  de  técnicas  automatizadas y rápidas,  que permiten 
clasificarlos dentro de  un contexto  evolutivo. Los puntos  de  ramificación o nodos  de  un 
árbol,  indican  tiempos a los cuales  dos  grupos  divergen  de un ancestro  común. El 
método  para  construir  árboles  filogenéticos se  conoce  como el  método de matriz de 
distancias;  en  donde  se  alinean  dos  secuencias, y se calcula  una dístancía edutiva 
(ED); registrando (en computadora)  el  número de diferencias entre ambas  (Corpet, 
1988; Noll, 1992). 

La matriz  generada a partir de la comparación  de  secuencias,  se  analiza en un programa 
para la construcción  de  árboles  filogenéticos, a partir de las medidas  de E’ Todas  las 
posibilidades  de  ramificación se  analizan, y se  disponen  las  longitudes  de  las 
ramificaciones  para  ajustar los datos  de la mejor manera. La io que  separa a dos 
organismos,  es directamente  proporcional a la longitud total de  las  ramas  que los 
separan. El análisis  por  computadora  de las secuencias,  ha revelado  que  existen 
oligonucleótidos  cortos  característicos  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 al ., 
1998). 

Carl Woese y colaboradores  han  analizado las secuencias  de la pequeña  subunidad 
ribosomal  del RNA (16s) aislada  de  cientos  de  organismos,  para  establecer  sus 
relaciones  de  parentesco (Noll, 1992). El Árbol  Filogenético  Universal,  construido  a partir 
de la comparación  de  las  secuencias  de los RNA ribosómico 16s y 18s conocidas  hasta 
1998  muestra tres dominios  que  comprenden  a  todos los seres vivos 5acberIq Archaea 
y Eukaya (figura 1.5). 
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Figura 1.5. Árbol filogenético universal, construido a partir de la  comparación de las  secuencias de los RNA ribosó- 
mico 16s y 1 SS,. Se observan los tres  dominios de seres vivos: Bmteriu,  Archaea y Eukarya (Madigan et al., 1998). 

La raíz del  árbol,  indica un punto  en el tiempo en el  que toda la  vida  existente  del 
planeta,  compartía un ancestro  común. La evolución  inicial  a partir del  antepasado 
universal  tomó  dos  direcciones, la del  dominio Bacteria y  la  opuesta  de los Archaea y 
Eukava. Mas tarde éstos  dos  se  separaron  para  producir  dos linajes  principales. 

El dominio Archaea, es el  que se ramifica más  cerca  de la raíz, por lo que se  concluye 
que  comprende al grupo  de  organismos  más primitivo (menos  evolucionado). El dominio 
Eukarya es tan  antiguo como los otros dos, por tanto en  la tierra antigua,  hubo 
especies  de Eukarya sin  organúlos,  que  compartían  un  pasado  común  con las otras dos 
líneas  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  ecológicos  (Madigan et al ., 1998). 

1.4.2. Herramientas para la  identificación  de  organismos vivos 

La genética  molecular  ha  hecho  posible  el  desarrollo  de  sofisticados  procedimientos  para 
el  aislamiento,  manipulación y expresión  del  material  genético. La clonación  molecular 
es  una  técnica  de la ingeniería  genética  que  implica  el  aislamiento,  purificación  y 
replicación  de  fragmentos  específicos  de DNA, que  permiten  la  localización, 
caracterización  y  manipulación  de  genes y de  sus  productos. 

La  clonación  molecular se divide en  varios  pasos: I) Aislar y  fragmentar  el DNA del  que 
se parte;  que  puede  ser DNA genómico total o DNA sintetizado por la reacción  en 
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cadena  de  la  polimerasa. 2) Unir los fragmentos  de DNA a un vector  de  clonación  con  la 
DNA  ligasa. 3) Introducir, mantener  y  amplificar el vector  de  clonación  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  múltiples  vectores  de  clonación 
(plásmidos,  bacteriófagos,  cósmidos, etc.) (Lewin, 1994). 

La mayoría  de los plásmidos  son  vectores  naturales  que  además  de  llevar los genes 
requeridos  para su propia  replicación,  llevan  otros  genes  que  confieren  propiedades 
importantes a sus  hospedadores. Los plásmidos  son muy útiles como  vectores  de 
clonación,  ya  que  son  de  pequeño  tamaño y se replican  rápidamente,  lo  que  facilita  su 
aislamiento y manipulación.  Son  circulares, lo que  hace  que  su  DNA  sea  más  estable 
durante el aislamiento,  además  su origen de  replicación  es  independiente  del 
funcionamiento  de  la  célula,  de tal forma  que  pueden  haber  numerosas  copias  dentro 
de la misma  y por último,  presentan  marcadores  seleccionables  como  los  genes  de 
resistencia a antibióticos,  que  facilitan la  detección y  selección  de  las  clonas 
transformadas  (Lewin, 1994). 

Un ejemplo de  plásmido  de  clonación se muestra  en  la  figura L6. El plámido  pMOSBhe, 
es relativamente  pequeño (2,887 pb)  y  puede  ser  amplificado  de 1000 - 3000 veces 
dentro de  una  célula  hospedera,  es fácil de  aislar  en la forma  superenrrollada, se  conoce 
su  secuencia  completa y los sitios  en los que  pueden  actuar  enzimas  de  restricción 
además  posee un  gene  que  le  confiere  resistencia a la  ampicilina. 

Figura 1.6. Estructura  del  plásmido pMOSBfrre un típico vector de  clonación y sus principales características. La 
flecha indica la  dirección  de  replicación del DNA a  partir  del origen. 
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l .  5. Justificación 

En los ambientes  petroleros  cohabitan  microorganismos  poco  comunes entre los que 
encontramos  termófilos,  anaerobios,  fermentadores,  homoacetógenos,  metanógenos y 
en  general  aquellos  reductores  de  compuestos  de  azufre (Cayo1 et  al, 1995). 

En  la naturaleza  existen  bacterias  capaces  de  reducir  las  formas  oxidadas  del  azufre 
tales  como el sulfato (S0q2-) y el tiosulfato (S203"). 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 OC) y presión (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  ámbito  petrolero se consideran  un  riesgo  potencial,  por  su  contri- 
bución a los procesos  de  corrosión  en  ductos y pozos. Detbiosu/fovibrio  peptidovorans, 
aislada  de un pozo petrolero  situado  en el Congo, produjo en  condiciones  de  laboratorio 
"in vitro",  una  corrosión  de  4mm  por  año y fue la primera  evidencia  de la participación 
de una BTSR no  sulfato  reductora  en la corrosión  del  acero  (Magot et al,1997a; 
Madigan et  al, 1998). 

A lo largo  del territorio nacional, la  paraestatal PEMEX mantiene  en  operación  un 
sistema  de  ductos  terrestres de 54 mil kilómetros  para  el  transporte  de  petróleo  crudo, 
gas  natural,  gas  amargo,  gas  dulce,  gasolina,  diesel y otros  productos  refinados;  cuenta 
además  con 2 mil kilómetros  en zonas  submarinas. No obstante el avance  tecnológico, 
un 41%  de los accidentes  en  tuberías  de  conducción  de  hidrocarburos se deben  a 
problemas  de  corrosión. Los fluidos  que  son  transportados  contienen  importantes 
cantidades  de H2S y  la  corrosión  asociada  a la presencia  de  este  compuesto,  es 
considerada  como un grave  problema. 

Si bien,  diversos  investigadores  plantean  que el problema  de  la  corrosión  es el resultado 
de  la  transformación  biológica  del H2S a  ácido  sulfúrico (HzS04) por  bacterias 
sulfooxidantes; el H2S por si mismo bajo condiciones  anaerobias  causa la despola- 
rización  del fierro y  provoca  corrosión  puntual;  aunado a esto,  su fuerte tendencia  a 
precipitar  iones  metálicos  como Fe2+,  Zn2+, y Mn2+,  forma  sales altamente  insolubles 
(Ha0 et al, 1996;  Maka y Cork, 1992). 

En el Instituto Mexicano  del  Petróleo,  se llevan  a cabo  estudios  multidisciplinarios 
enfocados  a  la  búsqueda  de  soluciones ante este  grave  problema,  que  se  basan  en  la 
instalación  de  estaciones  de campo, para  llevar  a cabo  análisis  de  la  diversidad 
microbiologica  con  ingeniería  genética,  caracterización  metalúrgica,  electroquímica  de 
procesos,  elaboración  de  sustancias inhibidoras y biocidas.  Sin  duda,  la  explotación  de 
nuevos  yacimientos  situados  a  profundidades  de 500 a  3000m  en el Golfo de  México, 
demandará  materiales  con  mejores  propiedades  mecánicas y mayor  resistencia  a  la 
corrosión  por H2S. 
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1.6. Objetivos 

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

Particulares 
0 Aislar BRTS de  pozos  petroleros  del  Golfo  de  México. 
0 Identificar las  cepas  aisladas  morfológica y fenotípicamente. 
0 Clasificar  las  cepas  aisladas e  identificadas  filogenéticamente. 

1.7 Hipdtesis 
La producción  de  sulfur0  de  hidrógeno  en un cultivo  axénico  con  una  fuente  de  carbón 
orgánica y tiosulfato de  sodio  como  aceptor  final  de  electrones,  es  indicativo  de  la 
presencia  de  bacterias  reductoras  de  tiosulfato. 



2.1 Diseño  experimental 
La figura 2.1, muestra  el  diseño  experimental  planteado  para el desarrollo  de  este 
proyecto. 

medio basal enriquecido 

Selección  de  muestras, por la  
cuantificación  de H2S disuelto  Desechar 

(Cord-Ruwisch, 1985) 

2" y 3" propagación en 

1 
Evaluación  de pureza por , 

no 

microscopía  óptica 

3) Caracterización fisiológica 
-Tinción  de Gram 
- Microscopía  electrónica 
- Temperatura  óptima 
- Salinidad  óptima 
- pH óptimo 
- Donadores  de  electrones 
- Aceptores  de  electrones 
- Determinación  de la  enzimn catalasa 

I 

4) Caracterización filogenética 
- Extracción  de  DNA  total 
- Amplificación del gene 16s rDNA 
- Clonación 

-Inserción  al  plásmido 
-Transformación 
-Replicación 
-Extracción 

- Secuenciación del gen 16s rDNA 
I 

L I IDENTIFICACION I 
I I 

Figura. 2.1. Diagrama  de  flujo  que  muestra el diseño  experimental  planeado,  para  cumplir el objetivo principal de 
este  trabajo en cuatro  partes  hndamentales:  propagación,  aislamiento,  caracterización  fisiológica y caracterización 

filogenética. 



2.2 Obtención y propugucibn de mcrestrus 

Se trabajaron  16  muestras  colectadas  de  oleoductos y contenedores  de  agua  de 
formación y agua  de  batería  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. Características de las muestras y condiciones en las cuales se observó crecimiento desde el inicio. 

2.2.1. Medio de propugcrción. 

El medio  basal  de  propagación se preparó  con los siguientes  compuestos  cuantificados 
en g/L: NH4CI 1; K2HP04 0.3; KH2P04 0.3; MgSO4.7Hz0 0.2; CaCI2.2H20 0.1; KC1 0.1; 
Cisteína-HCI 0.5; resazurina  0.001;  solución  de  oligoelementos  de  Balch 10 mL y NaCl a 
diferentes  concentraciones 1, 15 ó 30 g/L. 

Para preparar un litro de  medio  basal  se  pesaron  todos los compuestos  excepto  la 
cisteína-HCI  (Carlson et aL, 1979)  y se disolvieron  en  un  matraz  Erlenmeyer  que 
contenía  agua  destilada  c.b.p.  1L. Se ajustó  a pH 7.0 con  una  solución KOH 1 M  y  se 
puso  una  marca  de  aforo. Se agregó  1/3  más  del  volumen  de  agua y se  puso  a 
ebullición  para  eliminar  el  oxígeno  presente. Poco  antes  de  llegar  a  la  marca  de  aforo se 
le  puso un flujo constante  de  nitrógeno  (Figura  2.2.a)  (Ljungdahl  y  Wiegel,  1986). 

Una  vez  que  se llegó  al  volumen  de  aforo,  se  enfrió y se  agregó la cisteina-HCI. El 
medio se repartió  con  ayuda  de un dosificador  automático  (Wheaton Unispense-11) en 
botellas  serológicas  de 60 ó 120  ml  sin retirar el flujo de N2 e  inmediatamente se 
taparon  con  septos  de  hule y se  sellaron  con arillos  de  aluminio;  a  continuación se  les 
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realizó  un  cambio  de  atmósferas  de  Nz-CO2 (80:20) durante 1 minuto  por  cada 20 mL 
de  medio.  Posteriormente se esterilizaron a 121%  durante 15 minutos  (Figura 2.2.b). 

La solución  de  oligoelementos  de  Balch se elaboró  disolviendo  1.5 g de kid0 
nitriloacético en 700 rnl de  agua  destilada; se ajustó  el pH  a 6.5 con  KOH 1M y se 
adicionaron  enseguida los siguientes  compuestos:  MgS04.7H20 3 g;  MnS0402H20 0.5 g; 
NaCl 1 g; FeS04.7H20 0.1 g;  CoCIp2H20  0.1 g ; CaC12 0.1 g; ZnW4 0.1 g; 
CuS04.5H20 0.01 g; AIK(S04)z 0.01 g; H3B03  0.01 g; Na2Mo04.2H20  0.01 g. Se aforó  el 
volumen  de  agua a 1 litro y se ajustó a pH 7.0 con  una  solución  KOH 1 M. La solución 
se consewó  en  un  frasco  ámbar  en  refrigeración,  hasta  su  uso. 

2.2.2. Enriquecímientos del medio 

El medio  base  de  propagación  se  enriqueció  variando  los  substratos y la  concentración 
de los mismos,  para  detectar  procesos  de  reducción o de  dismutación  (Bonilla, 1999). 
Los substratos  se  prepararon  con  agua  reducida y bajo flujo constante  de N2 a las 
siguientes  concentraciones: NaHCO3 10%; Na2S.9H20 2%; Na2(S203) 1M; extracto  de 
levadura 2%; casaminoácidos 2 y 20% y peptona  de  caseína 2 y 20940, 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 fberon sometidas las muestras originales, para detectar reducción o dismtaci6n 
del tiosulfato de. sodio. (Bonilla, 1999). El pH se  ajustó a 7.0 con la solución de NaHCO3 al 10% (p/v>. 

Trata- 
de  caseína ácídos  levadura 2% miento 

hóculo H2 Peptona Casamino Extracto Naz(Sz03) NazS 9H20 

1 

0 . 2 a  I - 0.2& 2omM 5 
10% 2 bar - 5g/L 0.2gIL 2omM 0.2g/L 4 
10% - - 5 g L  0.2gL 2omM 0.2gL 3 
10% - o. l gn  . 0.2g/L 20mM 0.2g/L 2 
10% ., - 0.1 g/L 0.2g/L 2omM 0.2g/L 

5 g l L  2 bar 10% 
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2.3 Selección  de muestras 

2.3.1. Curult@nción de HZS disuelto 

Cada  muestra  se trabajó con los 5 tratamientos  de la tabla 2.2 para  detectar  procesos 
de  reducción o dismutación  de  tiosulfato  por la presencia  de H2S. La presencia  de H2S 
se detectó  por  el  método de  determinación  de  sulfuros  disueltos  y  precipitados  en 
cultivos  de BRS (Cord-Ruwisch, 1985). Para determinar la precipitación de  CuS (según  el 
método),  se  preparó  una  solución  de CuSO4 (5 mM) 10 veces  concentrada; y una 
solución  de HCI (50 mM) diluidas  en  agua  destilada,  las  cuales  se  guardaron  en  frascos 
ámbar  en  refrigeración,  hasta  su  uso. 

Para los ensayos  se  emplearon 4 mL  de  esta  solución  con 0.1 ml de  cada tubo de la 
curva  estándar. La reacción  que se llevó a cabo,  es la siguiente: 

CUSO~ + H2S +CUS + H2SO4 

Para  elaborar la curva  estándar  de H2S, entre concentraciones  de 1 a 20 mM,  se preparó 
una  solución  de Na2S (50 mM) y una  serie  de 20 tubos  de  Hungate  que  contenían 
diferentes  cantidades  de  agua  reducida. La turbidez  provocada  por la precipitación  del 
CuS,  se midió  en  un  espectrofotómetro a 480 nm. Con  estos  datos  se  elaboró la gráfica 
y se calculó  la  estimación  lineal  que  se  muestran en la figura 2.3. 

y = 0.0313~ - 0.0374 R2 = 0.9952 
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Figura 2.3. Curva de calibración* para la detección de H2S disuelto en solución acuosa según el método de Cord- 
Ruwisch, 1985. La concentración se determina  aplicando la relación: x=(Abs. + .0374)/  .0313. 

*Esta  curva se ajustó al variar la preparación del Na,S y el modelo del espectrofotómetro. 

Las muestras  que  presentaron  una  producción  elevada  de H2S, fueron resembradas  en 
una  segunda y  tercera  propagación  con el tratamiento respectivo. 



2.4 Aislrrmietzto 

Las muestras  que  mantuvieron  la  producción  de  H2S  luego  de  la  tercera,  propagación 
fueron seleccionadas  para  continuar  con  la  serie  de  aislamientos  por tubo rodado,  que 
dependiendo  de  la  población  bacteriana  presente  en  cada  una, fue de 3 a 5 eventos. 

2.4. I Método de tubo rodado 

2.4. l .  1.  Bcrcterias nzesofilicas 

Para  el aislamiento  de  bacterias  mesofílicas se siguió  el  método  de tubo rodado  de 
Hungate  (Hungate,  1969)  modificado por Ueki  (Ueki et a/, 1980). El medio  de 
aislamiento fue el mismo  que se empleó  durante la propagación  según  el  proceso 
metabólico  que se había  observado  (dismutación o respiración),  solo  que  se  le 
adicionaron 4 g/L de  NaHC03 y se ajustó a pH 7.0 con  HCI 1N. 

Una  vez preparado  el  medio, se adicionó  una  tercera  parte  del  volumen total de  agua 
destilada, y se  puso a  ebullición  con flujo de N2. Cuando  se  alcanzó el volumen  inicial 
(sin  dejar enfriar) se adicionó la cisteína-HCI  y  18  g/L  de  agar  bacteriológico. Se 
vertieron 5 mL  de  medio  caliente  en  tubos  de  Hungate  con flujo constante de  Nz y a 
cada tubo se le  realizó  un  cambio  de  atmósferas de  N2-CO2 por 30 segundos. 
Posteriormente se esterilizaron a 121OC durante 15 minutos. 

Para iniciar  el  aislamiento, se fundió  el  agar  de 12 tubos  en  baño  maría, se mantuvieron 
semi-líquidos  en  un  baño de  agua a 48OC y se  les agregaron los substratos 
correspondientes  según  el  proceso  metabólico  observado  para  cada  una  de las 
muestras. 

Se tomó  un  inóculo de 0.5 mL  de  la muestra  seleccionada y se inyectó al primer tubo el 
cuál se sacó del  baño  de  agua y se homogeneizó  ligeramente  para  evitar  la  formación 
de  burbujas. De este  primer tubo se tomaron 0.5 mL y se inyectaron al segundo y así 
sucesivamente  hasta  completar  una  serie de 12 diluciones. 

AI finalizar la transferencia,  el  tubo  de  la última dilucion se sacó del baño  de  agua y se 
colocó  en un motor rotatorio (Bellco  Glas),  donde se solidificó  con  ayuda  de un  trozo de 
hielo. A continuación se  colocó  en una  gradilla  de  manera  vertical,  y se  procedió a 
solidificar  el  resto.  Finalmente los tubos  fueron  incubados a 35OC hasta  la  formación  de 
colonias,  que  dependiendo  de  la  muestra, tardó entre 1 y  4 semanas (figura 2.4.a). 
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2.4.1.2. Bacterias  ternwiilicas 

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

El medio de cultivo base se preparó con el doble  de  concentración  de sus ingredientes 
adiciondndole  además  0.8  g/L  de MgC12. Al mismo  tiempo, se preparó  Gelrite  diluida en 
agua  destilada (16 g/L) y se vertió aún  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  líquido se les  realizó el cambio  de  atmósferas  con  N2-C02  por 30 segundos. 
Los tubos se esterilizaron por separado  a 121OC durante  15  minutos. 

Para el aislamiento se fundieron 12 tubos con  Gelrite  en  baño  maría y se mantuvieron 
semi-líquidos  en  un  baño  de  agua  a 60OC. A los  tubos  con el medio  líquido se les 
agregaron  los  substratos  correspondientes  según el proceso metabdico observado  para 
cada muestra y NaHC03  necesario para  ajustar  a  pH 7.0. Inmediatamente se  hizo la 
serie  de  diluciones  tomando 0.5 mL  de la muestra  original como inóculo  para et primer 
tubo de  medio  líquido;  de &e se tomaron 0.5mL y se inyectaron  en  el  siguiente y así 
sucesivamente.  Una  vez  hecha la serie  de  diluciones se introdujeron todos los tubos 
dentro del baiio de  agua. 

Utilizando  jeringas  purgadas  con N2 se transfirieron los 2.5mL  de medio  con  inóculo  en 
los tubos con  Gelrite,  para  una  concentraci6n  final 1X. Finalmente se solidificaron  con  un 
trozo de  hielo y se incubaron a 60OC hasta la formacih de  colonias,  que  aconteció 
alrededor  de la sexta  semana (figura 2.4.b). 

a b 

Figurp 2.4.a. Formación  de coíonias de  bacterias  mesofilicas  crecidas  sobre agar a 35% luego  de 2 semanas  de 
incubación. b. Formación  de  colonias de bacterias  termotilicas  sobre  gelrite a 60°C después  de 6 semanas de 

incubación. 
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2.4.2. Selección de colonias 

Los tubos de mayor  dilución  a  fueron  escogidos  generalmente  para 
transferir las  colonias  aisladas  a  medio  líquido,  e  inmediatamente  a  una  nueva  serie  de 
tubos con  medio  sólido.  Dado  que  en  este  paso  no  teníamos  un  parámetro  para 
discernir si  se trataba de  una BRTS, la selección  de  las  colonias se hizo  tomando  en 
cuenta su motfologia y grado  de  aislamiento. 

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

Figura 2.5. Traslado de colonias a medio  líquido para contimar su pureza  y  posterior  propagación  a  mayor 
volumen. 

2.4.3. Evaluación de pureza 

Después  de la serie  de  aislamientos  en  medio  líquido se hicieron  observaciones 
constantes al microscopio  para  determinar  uniformidad  en la morfología de las 
bacterias.  Posterior  a la apreciación  microscópica se hicieron  inoculaciones  en  medio 
que contenía glucosa 20 mM para  descartar  crecimiento  de  bacterias  contaminantes. 
(Bonilta, 1999). 
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2.5. Caracterización fisiológica 

2.5.1. Tinción  de Gram - Microscopía  de  contraste  de  fases 

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

1.-Cristal violeta 
Solución A 
Cristal  violeta 2 9  
Etanol 95% 2 mL 
Mezclar las soluciones A 1 

Solución B 
Oxalato  de  amonio 0.8 g 
Agua  destilada 80 mL 

y almacenar  por  24h, filtrar antes  de  su  uso. 

2.- Mordente 
Yodo l g  
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  disolución  de ambos,  almacenar  en  frasco  ámbar. 

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

4.- Colorante  secundario 
Safranina 10 mL (2.5 O/O (p/V) en etanol 95 O/O) 
Agua  destilada 90 mL 
Disolver 2.5 g de  safranina  en  etanol  al 95 O/O 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  agregó  la  solución mordente  que se dejó actuar  por  el 
mismo  lapso  de tiempo. Se lavaron  nuevamente  con  agua  destilada y se  les  añadíó el 
solvente  de  decoloración  por 30 segundos. Se limpiaron los restos  con  papel 
absorbente,  se  sumergieron 30 segundos  m6s  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  óptico  de  contraste  de  fases  Olympus BH-2 con objetivo de  inmersión 1OOx 
(figura 2.6). 



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

2.5.2. Microscop ía electrónica 

La preparación  de  muestras  bioiógicas  para su observación  en  microscopio  electr6nico 
de barrido se llevó  a cabo en 5 pasos: 1) Fijación  primaria  con  glutaraldehido 2) Lavado 
con amortiguador de fosfatos 3) Fijación  secundaria con tetraóxido de osmio 4) 
Deshidratación  con  atcohol y 5) Desecación al punto critico. 

soluciones de trabajo: 
0 Glutaraldehído at 2.5 O/O 

Amortiguador  de  fosfatos 0.1 M a pH 7.2 
0 Soiución  de tetraóxido de  osmio  al 2% 
0 Soluciones  porcentuales  de  alcohol etilico 30, 50, 70, 85, 90 y 100°/~ 

Procedimientq 

Las bacterias en fase  exponencial  de  un  cultivo  puro  de 20 mL se colectaron por 
centrifúgación  a 14,0009 durante 15 minutos. Ef botón bacteriano se transfirió d un 
tubo  eppendorf y se cubrió con glutaraidehido  al 2.50/0 dejhndose en refrigeración a 
- 4 *C durante 24 horas. 

La muestra se decantó y se lavó  de 3 a 5 veces  con amortiguador  de fosfatos, pero ya 
sin  centrifugar. A partir de  este  paso y hasta la desecación, se trabaj6 con guantes  de 
laex y dentro de  una  campana  de  extracción. 
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La muestra  libre  de  amortiguador de fosfatos se cubrió  con  tetraóxido  de  osmio al 2% y 
se selló  el tubo dejándose  reposar  por 2 horas (el tetraóxido de osmio' es un  metal 
pesado  que facilita  el  contraste  frente al flujo de  electrones;  fácilmente  volatiliza,  por lo 
que  siempre  debe  utilizarse  bajo  campana  de  extracción y no  tocar  la  piel). 

Se decantó  el  osmio  en  un  contenedor  especial y se procedió a deshidratar la muestra 
con 2 cambios  de 15 minutos cada  uno,  de los alcoholes al 30, 50 y 70%  dejándose 
reposar  toda  la  noche  en  esta  última  dilución. La deshidratación  hasta  etanol  absoluto 
continuó al siguiente  día. La muestra  tratada se pasó a una  cápsula  microporosa y se 
sumergió  en  etanol  absoluto. 

La muestra se  desecó  al punto  crítico  con COZ líquido. Una  vez  en forma de  polvo,  se 
montó sobre  una  cinta  carbón  adherida a un  portamuestras.  Finalmente, se dio  un 
recubrimiento  carbón-oro  por 250 segundos  (Bozzola y Russell, 1991; Yacamán y  Reyes, 
1995). 

Las muestras se observaron  en  un  microscopio  electrónico (JEOL-5900) de bajo  vacío 
en un  rango  de 10 a 15kV y aumentos  de 3 O00 a 40,000 X. 

2.5.3. Temperatura  óptima 

Para determinar la temperatura  óptima de crecimiento de  las  cepas  aisladas,  se hicieron 
tres  resiembras  consecutivas  en  el  mismo  medio  de  propagación, tubo a tubo por 
triplicado. Se cuantificó  el  crecimiento de  las  bacterias  aisladas  cada 24 horas a 9 
temperaturas  diferentes (15., 25, 32, 35, 40, 50, 60, 70, y 80OC),  en  un 
espectrofotómetro  (Spectronic 20) a 580nm. Se elaboró  una  curva  de  crecimiento  para 
cada temperatura y se calculó  la  velocidad  de  crecimiento  específico  como se indica  en 
el  apartado  2.7  de  manejo  de  datos  al  final  de  este  capítulo. 

2.5.4. Salinidad  óptima 

Para determinar  la  salinidad  óptima  de  crecimiento  de las cepas  aisladas,  se hicieron 
tres  resiembras  de  las  bacterias  aisladas tubo a tubo por  triplicado a 17 CO~CentraciOnes 
diferentes de  NaCl (O, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, Y 
200 g/L). Se utilizó  el  mismo  medio  de  propagación y cada  cepa  fue  incubada a la 
temperatura  que  resultó  óptima  para su crecimiento. 

27 



2.5.5. pH óptimo 

Para determinar el  pH óptimo de crecimiento de  cada  una  las  cepas'  aisladas,  se 
prepararon  dos litros de  medio  de cultivo  anaerobio  por cepa,  con  la  concentración  de 
NaCl  que resultó  óptima  para su crecimiento. 

El primer litro fue  ajustado a pH  2.0  con  HCI (1M) y el segundo a pH 7.0 con  KOH (lM), 
se vertieron en  tubos  de  Hungate, se esterilizaron a 121OC 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 ajustó 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  NaHC03 (2%) . Otra  serie  de 8 tubos  del  segundo  medio  (también 
por  cuatriplicado) se ajustó 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°/0). 

Luego  de  la  inoculación,  el  cuarto tubo de  cada  serie  se  sacrificó y se tomó  el pH inicial. 
Cada  cepa se incubó a la temperatura  que  resultó  óptima  para su crecimiento. Cuando 
se concluyó  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 Determinación de la  enzima  catnlasa 

Para comprobar  la  ausencia  de  la  enzima  catalasa,  en  un  cultivo  fresco  de 5 ml  en 
crecimiento  exponencial, se inyectaron 500~1 de  una  solución  de  H202  al 3%. Se tomó 
como control  positivo  un tubo con 5 mL  de  la  cepa Pseudomonas  aureaginosa M113. 

2.5.7. Donudores  de  electrones - f.lentes de carbono 

Para determinar las fuentes de  carbono  idóneas,  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  concentración 1M. Algunos  fueron 
esterilizados  en  autoclave y otros como los azúcares, fueron  filtrados. Los  compuestos 
insolubles  en  agua  destilada se pesaron  directamente  en el tubo previo a la  agregación 
del  medio  de  cultivo. La concentración final para  todos los substratos fue de 20 mM, 
excepto  para  la  peptona,  extracto  de  levadura y casaminoácidos  que fue de 2.5 g/L y 
para los compuestos  aromáticos  que  se  manejaron  a 0.5 g/L. El medio  de  cultivo  para 
el caso  específico  de  las  cepas MET2 y MET12 fue enriquecido  además con 0.1 g/L  de 
extracto de  levadura  (Hernández-Eugenio et  aL, 2000;  Jeanthon et a/, 1995). 
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Los substratos se probaron  cada  uno  en  series  de  tres  tubos,  por  triplicado. Se 
cuantificó  el  crecimiento  celular  en  un  espectrofotómetro  (Spectronic 20) a 580 nm. Se 
utilizó un blanco  que  contenía  medio  de  cultivo  para  calibrar  el  aparato, así como un 
control con  medio  de  cultivo y bacteria  sin  substrato. Se tomó dicho  control  de 
referencia  para  hacer  una  segunda y tercera  reinoculación  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 
precipitación  cristalina  como  el  Bifenilo y el DBT, se mantuvieron  cuidadosamente  en 
posición  vertical,  para  tomar sólo la lectura  del  sobrenadante. 

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

Compuestos aromáticos 
Bifenilo i 

I DBT 1 
1 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 sulfóxido,  todos a una  concentración  de 
20 mM. Todos los aceptores se agregaron  de  soluciones  stock  estériles,  excepto  el 
azufre  elemental, el cual se  pesó directamente  en el tubo antes  de  agregar  el  medio 
líquido. Se utilizó un tubo con  medio  como  blanco  de  calibración y otro tubo que 
contenía  a  la  bacteria  sin  aceptor  de  electrones  como  control  negativo. El crecimiento 
bacteriano se midió  en un espectrofotómetro  (Spectronic 20) a 580nm,  así  como la 
producción de  ácido  sulfhídrico (HzS) a 480nm,  detectado  por el método de  Cord- 
Ruwish  (Cord-Ruwish,  1985). 
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2.6 CarncterizaciónJilogenética 

2.6. l .  Extracción y purificación de DNA total 

Se colectaron  las  bacterias  de  un  cultivo  fresco  de  100  mL  en  fase  de  crecimiento 
exponencial, por  centrifugación a 14,000 g  durante 15 minutos. El botón de  bacterias 
se homogeneizó  con  1mL  de  una  mezcla  de  N-lauril-sarcosinato  (NLS)  al 10%; dodecil 
sulfato de  sodio  (SDS)  10% y proteinasa K y se dejó  incubando  por  tres  horas a 55OC. 
La muestra se dividió en 2 viales y se agregaron a cada  uno  500 p l  de  fenol-cloroformo; 
se agitaron  vigorosamente  en  vórtex y se centrifugaron a 14,000 g  durante 10 minutos. 
Se recuperó  la  fase  acuosa  conteniendo  el DNA y se agregó  un  10 O/O de  acetato  de 
sodio 3 M con  respecto al volumen  obtenido y el  doble  de  volumen  de  etanol  absoluto. 
Se refrigeró la muestra  a -2OOC por  una  hora, y después  se centrifugó  a 14,0009 
durante 10 minutos. 

Se decantó  el  sobrenadante y el DNA se  secó  en  una  cámara  de  vacío  (SpeedVAC) a 
60OC por 10 minutos . El DNA  se resuspendió  en 100 pl de amortiguador P l  (Tris-HCI 50 
mM;  EDTA 10 mM; conteniendo RNasa 100 pg/mL) (GIBCO  BRL) y se incubó a 37OC 
por 30 minutos  (Beji et aL, 1987).  La integridad  del DNA,  se determinó  por  corrimiento 
de 5 p l  de  la  resuspensión  en un  gel  de  agarosa  al 0.8 O/O en  amortiguador TAE a 100 V 
durante 15 minutos. 

2.6.2. Ampl@ación de La subunidad  ribosonzulI6S (1 6 s  rDNA). 

El DNA purificado se  usó  para  amplificar  el  gene 16s rDNA por PCR. La mezcla  de 
reacción  para PCR se preparó  con lo siguiente:  Amortiguador  de PCR 10X (Tris-HCI 100 
mM; KC1 500 mM;  MgClz 15 mM; Tritón 1 O/O) 5 pl; MgClz (25 mM) 10 pl; DNTP 'S 5 pl de 
cada  uno  (dATP,  dCTP,  dTTP,  dGTP);  Oligos iniciadores 1 pI de  cada uno (g 100  pmol); 
enzima  Taq  polimerasa 1 pI (equivalente  a 0.5 U); DNA del  purificado (5 a 10 p l )  y agua 
destilada,  para  completar un volumen final de 50 pl. El programa  con el que se llevó  a 
cabo  la  amplificación  se  muestra  en  la  tabla  2.4. 

Tabla 2.4 Instrucciones programadas  en el termociclador,  para la amplificación del  gene 16s. 

Paso I Temperatura 1 Tiempo 
1 94oc I 2 min 

1 2 1  55 1 1 1  
3 

1 94 4 
2 72 

1 5  30 veces al Daso 2 "7 
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Los oligos  iniciadores  utilizados,  corresponden a las  posiciones 8-27 y 1492-1510  del 
gene 16s de Ecoli 
Iniciador 5’ -+ 3’: 5’<AGAGllTGATCCTGGCTCAG<3’. 
Iniciador 3’ 5’: 5’<GGlTACClTGTTACGACTT<3’. (Haridon  etal., 1998). 

El producto  amplificado se corrió  en  su totalidad en un  gel  de  agarosa  al 0.8% en 
amortiguador TAE, a 100V por 30 a 40 minutos. Se  usó  como marcador de  peso,  DNA 
del  fago h digerido  con  la  enzima HindIII, que  contiene  bandas  desde 125 pb  hasta 
23,130 pb. El amplificado se recuperó  siguiendo  el  protocolo  “Método  rápido de 
extracción de  DNA en  gel  de  agarosa”  (GIBCO  BRL). 

2.6.3. Clotzrrciótz 

2.6.3. I .  Imerción al plrísmirlo  pMOSBlue 

Una  vez obtenido el amplificado  del  gene 16s rDNA  de  1500 pb  aproximadamente, se 
designó  una parte a la secuenciación directa y la otra se introdujo dentro del  plásmido 
pMOSBlue, un  plásmido  diseñado  para  clonar  productos  de PCR que  permite 
seleccionar por  color  (azul - blanco)  las  clonas  bacterianas  trasformadas  con  la 
construcción.  Primeramente  el  producto  se  fosforiló  a 22OC por 40 minutos en  una 
mezcla  pK de reacción  conteniendo lo siguiente:  Amortiguador pK  10X  1pL;  DDT 100 
mM 0.5 pl; pK enzima lpl; DNA del  amplificado 5 pl. La ligación  al  vector se realizó  con 
lpl de  pMOSBlue y lpl de  DNA T4 ligasa  a 16OC por 12 horas. 

2.6.3.2. Transformación en células competentes v replicnción del pln’smido 

La construcción se introdujo en  bacterias XLl-Blue competentes,  preparadas  por  el 
método de CaCI2. Las bacterias  guardadas  con  glicerol  a -80 OC, se  sacaron y se 
descongelaron 10 minutos  en  hielo. El plásmido  añadió y se introdujo en las  bacterias a 
través  de  un  choque  térmico a 43OC en  un  baño  de  agua  por  45  segundos. Se les 
agregó 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 37OC durante 45 minutos. 

Las  células  se centrifugaron  a 14000 g  durante 1 minuto, se decantó el sobrenadante y 
se  les  agregaron 10 p l  de IPTG (24 mg/mL) y 40 pl X-gal (50 mg/mL). Las  células 
transformadas  se  sembraron  en  cajas  de LB agar  conteniendo  ampicilina  (50rng/mL), y 
se incubaron a 37OC durante  16  horas. Pasado este  tiempo,  las  colonias  que  por  su 
color  blanco  mostraron  la  presencia  del  plásmido  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 antibiótico  a 37OC por 24 horas. El tubo  que  presentó  buen  crecimiento se 
resembró  en 250 mL  de  medio LB líquido. Una  vez  que  se observó  crecimiento, se 
procedió  a  guardar  la  mitad  de  éstas  en  refrigeración a 4 O C ,  y a la otra mitad se le 
extrajo el  plásmido  siguiendo el protocolo  del  Wizard  Plus SV - Minipreps. 

2.6.3.3. Extmcción del plrísmido 

Se tomaron  de 1 a 5 mL  de cultivo  fresco y se centrifugaron  a  1000  g  durante 5 
minutos. Se decantó el sobrenadante y el tubo se volteó  con  cuidado  de  no  perder el 
botón,  sobre  papel  secante. Se agregaron 250 FLI de  solución  de  resuspención  celular 
(guanidina-HCI 3 M, tween-20 20 "O) y 250 pl de  solución  de  lisis  (tris-HCI  50mM, EDTA 
50mM, tween-20 0.5%, tritón 1 0 0 ~ ) .  Se mezcló  suavemente 4 veces por  inversión y se 
incubo  de 1 a 5 minutos a 37 O C  hasta  observar  aclaramiento  del  lisado. 

Se agregaron  10 pI de  proteasa  alcalina, se invirtió 4 veces  el tubo y se incubó 5 
minutos a temperatura  ambiente. Se agregaron  350 pl de  solución  de  neutralización 
(NaCI  750  mM,  MOPS 50 mM, isopropanol 15 "10) y se invirtió el tubo nuevamente, 4 
veces.  Se procedió  a  centrifugar  la  muestra a 14 O00 g  durante 10 minutos. Se transfirió 
el lisado  (85011  aprox.) a una  columna  con  resina  que  une  el  DNA. Se centrifugó a 14 
O00 g durante 1 minuto. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 750 pl de  solución 
de  lavado  (NaCI 1 M, MOPS  50  mM, isopropanol 15 "/O); se centrifugó  nuevamente  por 1 
minuto y se repitió esta  operación  con 250 p I  de  solución  de  lavado. 

La columna se transfirió a  un tubo eppendorf  nuevo  y se eluyó el plásmido  adicionando 
100 pI de  agua  libre  de  endonucleasa  y  centrifugando  nuevamente  a  la  misma  velocidad 
durante 1 minuto. 

2.6.4. Secuenciución 

La  secuencia  de los nucleótidos  que  conforman  el  gene 16s de  cada  cepa, fue 
determinada por el  método de terminación de  cadenas por  dideoxinucleótidos  (Sanger 
et al, 1977) leída  en un secuenciador  capilar AB1 PRISM modelo 310,  que  contiene 
implícito  en el software  el  programa META-1, para  análisis  de  datos. 
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2.7. Mcrnejo de datos 

Para determinar la velocidad  de  crecimiento  específico  de las cepas  ante un  estímulo 
dado  (temperatura,  salinidad,  pH), se tomo  como  base  la  siguiente  relación: 

dx 
dt 

= M  ec. 1 

donde X es  alguna  manifestación  de  la  concentración  celular (D.O., concentración 
celular,  concentración  proteica)  y p la  velocidad  de  crecimiento  específico . Si la 
ecuación 1 se integra, se obtiene la fórmula  que refleja las  actividades  de  una  población 
microbiana  típica  de  un  cultivo  cerrado  (ecuaciones 2 y 3). 

X 
X0 

In = fit 

ec. 2 

ec. 3 

Xu es el  número  de  células a tiempo cero, X es  el número  de  células a tiempo t, siendo 
éste  el  tiempo  transcurrido  mientras se mide el crecimiento. Para determinar  el  óptimo 
de la condición  que se  busca,  se toman los puntos  que  abarquen  la  fase  de 
crecimiento  expunencia/ resultantes del proceso  anterior,  y se encuentra  la 
pendiente. Los  valores  obtenidos se expresan  en  términos de  velocidad  de  crecimiento 
específico (p), cuyas  unidades se refieren a tiempo h -' (Quintero, 1990). La 
representación  gráfica  de  la  ecuación 3 se muestra  en  la  siguiente  figura. 

~ 1.6 

Figura 2.7. Representación gráfica de la velocidad de crecimiento específico (p) dada a partir de la ecuación 3 .  
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3. I Seiección de muestras 

Se trabajaron  16  muestras  de  agua  de  separación,  agua  de  batería  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  propagación  en  medios  enriquecidos  con 5 variaciones:  en  el 
donador  de  electrones,  en  el pH y en la fuente de  energía  (tabla 2.2), con el fin de 
identificar procesos  de  dismutación o de  reducción  del  tiosulfato  de  sodio  detectados  por 
la  producción  de H2S. 

Seis  muestras (2, 3, 4, 5, 7 y 14) fueron  descartadas  desde  el  inicio  porque  en  ningún 
tratamiento  presentaron  producción  del  ácido  y solo tres de  las  restantes  (muestras 1, 
12 y. 15), mantuvieron  la  producción  constante  de  éste  hasta la tercera  propagación. 
Se hicieron  tres  resiembras  sucesivas  en  medio  basal  con el enriquecimiento  respectivo, 
las  reinoculaciones se efectuaron  toda  vez  que  las  concentraciones  de H2S llegaban  a un 
rango  entre 20 y 40 mM.  En  todas las muestras  positivas,  el tratamiento con  el  que  se 
detectó  mayor  crecimiento  y  producción  de H2S fue el  implementado  con  peptona (5 
g/L)  e HZ (2 bar) a pH 7.0. 

3.2. Cepa ME T-2 

3.2.1. Aislamiento 
La producción  de H2S 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 
caseína  (5.OglL) e  hidrógeno (2 bar), fue el óptimo  para  el  crecimiento  y  la  reducción 
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  producción de H2S. Las  colonias 
presentaron  diferentes  morfologías (tabla 3.1). Los aislamientos  crecidos  con  peptona - 
hidrógeno,  mantuvieron  hasta  el  final  la  reducción  constante  del tiosulfato de  sodio. Las 
colonias  crecidas  con  este tratamiento eran  de  color  negro o café,  de diámetro  variable 
(1 a 2 mm) y diversidad  en la forma,  elevación  y  borde. 
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Figura 3.1. Producción de H?S disuelto  de la muestra 1 ,  (primera propagación), utilizando 5 tratamientos para 
identificar procesos de dismutación o de  reducción del tiosulfato de sodio. (+tratamiento 1, con casaminoácidos 

O. 1 g/L); (D tratamiento 2, con peptona O.lg/L); ( A tratamiento 3, con casaminoácidos 5.Ogk); (-t tratamiento 4. con 
casaminoácidos 5.OgL e hidrógeno 2 bar): ( 0 tratamiento 5, con peptona 5.OgL e hidrógeno 2 bar). 
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Figura 3.2. Producción de H2S disuelto de la muestra 1, (segunda propagación), utilizando los 3 tratamientos que 
presentaron mayor producción. (A tratamiento 3);  (+ tratamiento 4); (O tratamiento 5). 

35 - 



16 

O 
0 2 4 6 8 10 12 14 

tiempo (d) 

Figura 3.3. Producción  de H2S disuelto de la muestra 1 (tercera propagación), utilizando los 2 tratamientos que 
presentaron mayor producción. (A tratamiento 3); (O tratamiento 5).  

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



3.2.2. Caracterización Jisiológica 

3.2.2.1. Tinción de  Gram 
De la muestra 1, procedente  del  pozo SAM-111, se  aisló  una bacteria que  en cultivo 
fresco  dio (+) a  la tinción de  Gram.  Son vibrios  uniflagelados  que se presentan solos, 
miden  aproximadamente  3.0pm  de  largo  por 0.5 pm  de  ancho.  Forman  colonias  sobre 
agar  de  forma  circular,  elevadas,  con borde  entero,  de 2.5 mm  de diámetro y de  color 
negro. 

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

a 

b 

Figura 3.4. Miscroscopía  electrónica  de  la  cepa MET-2 a 33,000 y 19,000~ (respectivamente), y 1 0 kv. En a se 
puede  apreciar la forma de una bacteria individual y en b algunas  bacterias que muestran el flagelo que les confiere 

la motilidad. 
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3.2.2.3. Tenzpernturn  óptima 

La cepa MET-2 se sometió  a 7 temperaturas  diferentes: 15, 25,  32, 35, 40, 50 y 60OC. 
A partir de la absorbancia  promedio  de los triplicados  de  cada  temperatura, se 
construyó  la  gráfica  de la figura 3.5. La velocidad  de  crecimiento  especifico (p) se 
calculó  como se detalla  en  el  apartado 2.7 para  deducir  la  temperatura  óptima  a  la  cual 
crece  esta  cepa.  Los  resultados  finales  se graficaron en la figura 3.6. 
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Figura 3.5. Gráfica  que muestra el crecimiento de  la cepa MET-2 sometida a diferentes temperaturas. 
(t 15 "c); (B 25°C); (A 32°C); (X 35°C); (++ 40°C); (0 50°C); ( I 60°C). 
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Figura 3.6. Gráfica donde se aprecia la relación de temperaturas con respecto a la velocidad de crecimiento 
específico (p - h") de la cepa MET-2. La  temperatura  óptima de crecimiento  para  esta  cepa fue de 35°C. 
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3.2.2.4. Salinirlad óptinm 

La cepa MET-2 se probó  con 11 concentraciones  diferentes de  NaCI: O, 20, 40,  60,  80, 
100, 120, 140,  160,  180 y 200 g/L, a la temperatura  que  resultó  óptima  para su 
crecimiento (35OC). A partir de  la  absorbancia  promedio  de los triplicados se construyó 
la  gráfica  de  la  figura 3.7. La velocidad  de  crecimiento  específico (p) se  calculó  para 
obtener la  concentración  de  NaCl óptima a la  cual  crece  esta  cepa (figura 3.8). 
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Figura 3.7. Gráfica que muestra el crecimiento de la cepa MET-2 a diferentes concentraciones  de NaCl (g/L). 
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Figura 3.8. Gráfica  donde se aprecia la relación de concentración de NaC1, con  respecto a la velocidad de 
crecimiento específico (p ) unidades h". La concentración  óptima de crecimiento h e  de 60& de NaCI. 
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3.2.2.5. p H  óptimo 

La  cepa MET-2 cultivada  a 35OC y 60g/1  de  NaCI,  se sometió  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 
construyó la gráfica de  la figura 3.9.  La  velocidad  de crecimiento  específico (p) se 
calculó  para  obtener el pH óptimo de  crecimiento  de  esta  cepa (figura 3.10). 
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Figura 3.9. Gráfica que muestra el crecimiento de la cepa MET-2 a diferentes  valores de pH. ( I 4. j); ( 5.2); 

(x 6.7); ( A 7.0); ( 1 7.5); (* 8.0); (+ 9.2). 
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Figura 3.10. Gráfica donde  se aprecia la relación de pH,  con  respecto a la velocidad de crecimiento especifico (p) 
unidades h”. El pH  óptimo de crecimiento de esta  cepa íüe  de 7.0. 



3.2.2.6. Deternzinación  de la enzinzcr ctltnlasa 225711 
El ensayo  para  la  determinación  de  la  presencia  de  la  enzima  catalasa se.realiz6 como 
se describe  en  el  apartado 2.56.. La cepa MET-2 presentó  un  resultado  negativo a la 
presencia  de tal enzima. 

3.2.2.7. Donadores de  electrones 

La tabla 3.2 muestra  el  crecimiento  máximo  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  desviación  estándar  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 pol- l a  naturaleza del substrato,  mas no por crecimiento de la bacteria. 

S1Istr;lto tiempo 

AMINOACIDOS + 0.028 O. 109 1Control 1 3  

Desv.est 1 HIS Absmax. tiempo Sustrato Iles\.est H2S Ahsmax.  
I (d) I I 580nm (d) 580nm 

ALCOHOLES 
+ 0.067 0.147 Etanol 1 4  

+ 0.01 1 0.512 3 Casamino 

I 

I I 
COMPUESTOS AZUFRADOS 

DMSO I 7 I 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  caseína (5g/L), hidrógeno (2 bar) y 4 diferentes  aceptores 
de  electrones:  azufre  elemental, dimetil sulfóxido,  sulfato  de  sodio y tiosulfato de  sodio. 
En  la figura 3.12 se  muestra la producción  de H2S cuantificado cada tercer día  sobre el 
mismo experimento  donde se  observa  que  esta  cepa  reduce de  manera  completa  el 
sulfato y el tiosulfato  de  sodio. 
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Figura 3.11. Gráfica que  muestra el crecimiento  de  la  cepa MET- 2 con 4 diferentes  aceptores  de  electrones. 
( ~ +  control sin  aceptor  de  electrones); (m azufre); (rdimetil sulfóxido); (+ sulfato); (0 tiosulfato). 
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Figura 3.12. Gráfica que ilustra  la  producción  de H2S de  la  cepa MET-2 en  presencia  de  cuatro  diferentes  aceptores 
de  electrones y peptona  de caseína como  donador. (* control s i n  aceptor  de  electrones); (I azufre);  (rdimetil 

sulfóxido); (+ sulfato); (O tiosulfato). 
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3.2.3. Ccrmcterizcrción filogenkticrr 

3.2.3.1. Extracción - purificacidn v amplificación de  DNA  total 

La extracción  de DNA total se llevó  a  cabo  como se describe  en el apartado  2.61. La 
figura 3.13.a muestra  el  corrimiento  de 10 y 5 pl respectivamente  de DNA extraído de  la 
cepa MET-2, donde se  puede  apreciar  que  debido  al tratamiento de  extracción  no  existe 
presencia  de RNA ni de  DNA fragmentado. La amplificación se llevó  a  cabo  como se 
describió  en  el  apartado  2.62.  La  figura  3.13.b  muestra  el  corrimiento  de 5 pI del 
producto de  la amplificación  del  gene 16s rDNA,  donde  se  puede apreciar  una  banda  de 
aproximadamente 1500 pb. 

23130 
9460 
6557 
4316 
2322 
2027 

564 

125 

a b 
Figura 3.13 a. Corrimiento  en un gel de  agarosa 0.8% en TAE de DNA total extraído  de la cepa MET-2 (10 y 5p1 

respectivamente) donde  se aprecian las dos bandas superiores  de DNA. b. Corrimiento  de 5111 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 secuenciación  del producto de PCR del  gene 16s rDNA  se llevó  a cabo  como  se 
describió  en  el  apartado  2.64.  Las  figuras  3.14.a  y  3.14.b  muestran  las  secuencias 
parciales  de  ambos  extremos  leídas  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  resolvió  que  la  cepa  con 
la  que  muestra un 94%  de  identidad es Desulfovibrio  graci/is (U53464.1).  La tabla 3.3 
muestra  la  comparación entre la  secuencia  parciales  de  la  cepa  MET-2 y aquellas  con  las 
que arrojó mayor  similitud: Desulfovibrio longus (X63623.1); Bacteria/ sp 2BP48 
(AFl21888.1); Bacterial sp (X95230); Desulfovibrio sp BG50 (U85475);  Desulfovibrio sp 
(U53463);  Desulfovibrio sp (U33316);  Desulfovibrio sp (L42995) y Desulfovibrio 
halophilus (U48243). 
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Figura 3.14. Secuenciación del producto  de PCR del gene 16s rDNA de la cepa MET-2 . a. "Forward" b. "Reverse" 
Cada pico es específico de un nucleótido: A - adenina; C - citocina; G - guanina; T - timina; N - base no 
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3.2.3.3. Arbol  filogenético 

El árbol  filogenético de la cepa MET-2 se construyó  con las secuencias de 
microorganismos  pertenecientes al género Desulfovlbro y las  bacterias  descritas  en  el 
apartado  anterior,  con  las  que  arrojó  mayor  similitud  (figura 3.15). 

Desulfovibrio  halophilus 

Desulfovibrio so L42995 

Desulfovibrio sp U33316 

Desulfovibrio sp U53463 

7 Bacterial sp X95230 

Desulfovibrio sp BG50 

Bacterial sp 2BP-48 

MET 2 

Desulfovibrio  gracilis 

Desulfovibrio longus 

Figura 3.15. Árbol 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  producción  de H2S a lo largo de  las 
resiembras  de  la  muestra  12,  donde  se  observa  que  el tratamiento 5 enriquecido  con 
peptona  de  caseína (5 g/L)  e  hidrógeno (2 bar) fue el óptimo  para  el  crecimiento  y 
reducción  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  producción de H2S. Las 
diferentes colonias  aisladas  se  describen  en  la  tabla 3.4. 
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Figura 3.16. Producción  de HIS disuelto  de la muestra 12 (primera propagación), utilizando 5 tratamientos para 
identificar  procesos  de  dismutación o de  reducción del tiosulfato  de  sodio.  (+tratamiento 1, con casaminoácidos 

O.lg/L); (m tratamiento 2, con peptona O.lg/L);  ( A tratamiento 3 ,  con casaminoácidos 5.OgL); (-t  tratamiento 4, con 
casaminoácidos 5.Og/L e  hidrógeno 2 bar): ( 0 tratamiento 5, con peptona 5.0gL e  hidrógeno 2 bar). 
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Figura 3.17. Producción  de H2S disuelto  de la muestra 12 (segunda  propagación)  utilizando los tratamientos  que 
presentaron  mayor  producción  del  ácido: (M tratamiento 2) , (0 tratamiento 5). 
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Figura 3.18. Producción de H2S disuelto de la muestra 12 (tercera propagación), utilizando los dos tratamientos que 
presentaron mayor producción del á,ido:(. tratamiento 2) ,  (0 tratamiento 5). 

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

3.3.2. Caracterizacidn fisioldgica 

3.3.2.1 Tinción de Gram 

De  la muestra 12 procedente  del pozo 21-D, se aisló  una  cepa  que  en cultivo  fresco  dio 
(-) a la tinción de  Gram.  Son  bacilos  largos  con  una envoltura  de  exopolímeros  ("toga") 
de  tamaño  variable (3 a 10  pm  de 
largo por 0.5 a 1.Opm  de  ancho), que  presentan  motilidad y formación  de  colonias  de 
hasta  2.5  mm  de  diámetro,  circulares,  convexas y de  color  transparente. La figura  3.19 
muestra  la  morfología  de  la  cepa  MET-12. 

Figura 3.19. Morfología de la cepa MET-12, vista en microscopio de contraste de  fases con objetivo 1OOx. La barra 
mide 2 . 5 ~  aproximadamente. La delgada capa que dividen la unión de bacilos reciben el nombre de "toga". 
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3.3.2.2. Temperatura óptima 

La  cepa MET-12, se sometió a 9 temperaturas  diferentes: 15, 25, 32,  35, 40, 50, 60, 70 
y 80OC. A partir  de la absorbancia  promedio  de los triplicados  de cada temperatura, se 
construyó la gráfica  de la figura  3.20. La velocidad  de  crecimiento  específico (p) se 
calculó  como  se detalló  en  el  apartado 2.7  para  deducir la temperatura  óptima a la cual 
crece  esta  cepa (figura  3.21). 
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Figura 3.20. Gráfica que muestra el crecimiento de  la cepa  MET-12 sometida a  diferentes  temperaturas de 
incubación. (- 1 5°C); ( I 25°C); (% 32°C); ( 0  35°C); (M 40°C); (x 50°C); (A 60 "C); (- 70°C); (+  80°C). 
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Figura 3.21. Gráfica donde  se  aprecia la relación  de  temperaturas con respecto  a la velocidad  de crecimiento 
especifico de la cepa MET-12. L a  temperatura  óptima de  crecimiento  para  esta  cepa h e  de 60°C. 
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3.3.2.3. Solinidad 

La  cepa  M€"-12,  se probó  a 60OC con 12 concentraciones  diferentes de Na,Cl: O, 10, 20, 
. 40, 60, 80, 100, 120, 140,  160, 180, 200 g/L,  para detectar su óptimo crecimiento  en 

condiciones  de  halofilia. A partir de  la  absorbancia  promedio  de los triplicados se 
construyó  la  gráfica  de  la  figura  3.22. La  velocidad  de  crecimiento  específico (p) se 
calculó  para  obtener  la  concentración  de  NaCl  óptima a la cuál  crece  esta  cepa (figura 
3.23). 
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Figura 3.22. Gráfica que muestra el crecimiento  de la cepa MET-12 a  diferentes  concentraciones de  NaCl 
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Figura 3.23. Gráfica dondese aprecia  la-relación  de  concentración  de NaCl, con respecto  a la velocidad de 
crecimiento  específico (p) . La concentración  óptima  de  crecimiento  fue  de 10 g/L de  NaCl. 
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3.3.2.4. p H  óptimo 

La cepa  MET-12 cultivada a 60OC y lOg/L de  NaCl  se sometió  a 8 diferentes  valores  de 
pH: 4.5,  5.0,  6.9,  6.7,  7.15, 7.3, 8.2,  9.1. A partir de  la  absorbancia  promedio  de los 
triplicados se construyó la gráfica  de  la figura 3.24.  La  velocidad  de  crecimiento 
específico (p) se calculó  para  obtener el pH óptimo de  crecimiento  de  esta cepa, el cuál 
se ilustra en  la  gráfica  de la figura 3.25. 
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Figura 3.24. Gráfica  que muestra el crecimiento  de la cepa MET-12 a  diferentes  valores  de pH. 
(~4.5); (t5.0); (*6.0); (A 6.7); (x 7.15); (M 7.3); (0 8.2); ( 1 9.1). 
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Figura 3.25. Gráfica  donde se aprecia la relación  entre los diferentes  valores  de pH con  respecto  a la velocidad de 
crecimiento  específico (k t )  de  la cepa MET-12. El pH óptimo  de  crecimiento  para  esta  cepa fue de  6.7. 



3.3.2.5. Deternzinnción de la  enzima  catalasn 

La  cepa MET-12 presentó  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  desviación  estándar  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 
mamdos con * presentan turbidez por la naturaleza del sustrato, mas no por crecimiento de la bacteria. 



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),  hidrógeno (2bar) y los 4 diferentes  aceptores  de 
electrones:  azufre  elemental, dimetil sulfóxido,  sulfato  de  sodio y tiosulfato de  sodio.  En 
la figura 3.27  se  muestra  la  producción  de H2S, cuantificado cada tercer día  sobre el 
mismo experimento. 
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Figura 3.26. Gráfica que muestra el crecimiento  de la cepa MET-12 con 4 diferentes  aceptores  de  electrones, 
durante  seis  días. (% control  sin  aceptor  de  electrones); (m azufre); (A dimetil sulfóxido);  (*sulfato); (0 tiosulfato). 
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Figura 3.27. Gráfica  que  muestra la producción  de HIS de la cepa MET-12 en  presencia  de  cuatro  diferentes 
aceptores de electrones y peptona  de  caseína como donador. (2Ic control  sin  aceptor  de  electrones); (M azufre); (A 

dimetil sulfóxido);  (*sulfato); (O tiosulfato). 
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3.3.3. Caracteniadón fdogen&a 

3.3.3.1. &tmcción Lwificacidn v amlificación de DNA total 
La figura  3.28.a  muestra el corrimiento  de 10 y 5pl  de DNA total de la cepa  MFT-12. La 
figura 3.28.b muestra el corrimiento  de 10 y 5p1 de!  producto  de PCR donde se pueden 
apreciar 2 bandas  intermedias  de entre 1500 y 1600 pb. 

FCR 

1% l?h R9 R? 

f 

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

3.3.3.2. Secrrencia del I6S rDNA 
La secuenciación del  producto  de PCR del gene 16s rDMA se muestra  en la figura  3.29. 
La secuencia  parcial a partir  del "Forward (iniciador 5' 4 37, se introdujo al GeneBank 
y se obtuvo que la cepa  MET42  presenta un alto  porcentaje  de  identidad con miembros 
de la familia Temotogaceae. En la  tabla 3.6 se muestra la comparación  entre la 
secuencia  parcial  de la cepa  MET-12  y aquellas con las que  present6  mayor  similitud 
como son Petmtqa mobllis (Yl5479.1); P. miothema (L10657); Wtoga p&ea 
(L10658); G. subtendhea (L10659);  Fen/idobacterium idandiwm (M59176); E nodosum 
(N591.77); ?ienn&@a marfima (M21774); T: subterriine&J22664>; y 7Tiemmpho 
amcanus (M24022). 

Figura 3.29. Secuenciacibn  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 nudebtido: A - adenina; C - 

citocina; G - guanina; T - timina; N - base no determinarla. 
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3.3.3.2 Arbol filogenético 

El árbol filogenético de  la  cepa MET-12 se construyó a partir de la secuencia  parcial obtenida 
comparada  con  las  mismas  regiones de cepas pertenecientes a la familia Termtogaceae, 

géneros Termotoga,  Geotoga,  Fervidobacterium y Petrotoga, con  las que arrojó similitudes 
(figura 3.30). 

Termotoga subterranea 

Thermosipho afncanus 

Termotoga martitima 

Fervidobacterium islandicus 

Fervidobacterium nodosum 

Geotoga petrea 

Geotoga subterranea 
- 

Petrotoga miotherma 

Petrotoga mobilis 

MET 12 

Figura 3.30. Árbol filogenético construido a partir de  la secuencia parcial del  gene 16s rDNA de la cepa MET-1 2 y 
las principales especies  con las que presenta similitudes. 



3.4 Cepa MET-82 

3.4.1 Aislamiento 

La producción  de H2S 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  presentó  producción 
constante de dicho  ácido, fue el  implementado  con  peptona  de caseína e  hidrógeno. 
Para el  aislamiento  de  bacterias de  esta  muestra  se tomaron 32 colonias  de  manera 
aleatoria,  de los tratamientos que presentaron  mayor  producción  de H2S, cuya 
morfología se describe  en la tabla  3.7. 
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Figura 3.31. Producción de H,S disuelto de la muestra  15  (primera propagación), utilizando 5 tratamientos para 
identificar procesos de dismutación o de reducción del tiosulfato de sodio. (+tratamiento 1, con casaminoácidos 
O.Ig/L); (a tratamiento 2, con peptona O. 1 gK); ( A tratamiento 3 .  con  casaminoácidos 5.OgiL); ( + tratamiento 4, con 
casaminoácidos j.Og/L e hidrógeno 2 bar); ( O tratamiento 5, con peptona 5.0giL e hidrógeno 2 bar). 
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Figura 3.32. Producción de H2S disuelto  de la muestra 15 (segunda propagación), utilizando los 3 tratamientos que 
presentaron mayor producción. (A tratamiento 3); (* tratamiento 4); (0 tratamiento 5). 
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Figura 3.33. Producción de H2S disuelto  de la muestra 15 (tercera propagación), utilizando los 2 tratamientos con 
los que presentó mayor producción. (A tratamiento 3); (* tratamiento 5). 



3.4.2. Caracterización fisiológica 

3.4.2.1. Tinción de Gram 

De la muestra 1S procedente  del  agua  de  batería  del  pozo SAM-I11 se aisló  una  bacteria 
Gram (+). Son vibrios  que se presentan solos o en  pares,  miden  aproximadamente 
3.0pm  de largo  por 0.5pm  de  ancho y  en  cultivos  viejos se unen  en  cadenas y forman 
flóculos  que se adhieren al fondo  del  recipiente.  Forman  colonias  sobre  agar  de  forma 
circular,  elevación  convexa,  con  borde  entero,  de  0.5  mm  de diámetro  y de  color  negro. 

3.4.2.2. Microscopía electrónica 

La  cepa MET-82 se trabajó para su  observación al microscopio  electrónico 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  morfología se  ha descrito  para  miembros  del 
género Desu/fovibrio, En b, se  aprecian  algunas  bacterias  entrelazadas a 27000 
aumentos. 

a 

b 

Figura 3.34. Miscroscopía  electrónica 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 óptima 

La  cepa MET-82 se incubó a 7 temperaturas  diferentes: 15, 25, 32, 35, 40, 50 y 60OC. 
A partir de la absorbancia  promedio  de  los  triplicados  de  cada  temperatura, se 
construyó la gráfica  de  la  figura  3.35. La velocidad  de  crecimiento  específico (p) se 
calculó  como  se  detalla en el apartado 2.7 para  deducir la temperatura  óptima  de 
crecimiento  de  esta cepa, los cuales  se  grafican  en la figura  3.36. 
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Figura 3.35. Gráfica  que  muestra el crecimiento  de  la  cepa  MET-S2 sometida a diferentes temperaturas. 
(I 15°C); (0 25°C); (A 32°C); (x 35°C); (+  40°C); (U 50°C); (*60"C). 
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Figura 3.36. Gráfica  donde se aprecia la relación de temperaturas con respecto a la velocidad de crecimiento 
específico (p) de la cepa  MET-82. La  temperatura  óptima de  crecimiento  fue  de 32°C. 
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3.4.2.4. Snlinidnrl óptimn 

La  cepa M€" se probó  con 15 concentraciones  diferentes  de NaCl: O, ,l, 10, 20, 40, 
50, 60, 80,  90, 100, 120, 140, 160,  180, 200 g/L, a la  temperatura  que  resultó  óptima 
para su crecimiento (32OC). A partir de la absorbancia  promedio  de los triplicados se 
construyó  la  gráfica  de la figura 3.37. La  velocidad  de  crecimiento  específico (p) se 
calculó  para  obtener la concentración  de NaCl óptima  a  la cual  crece  esta  cepa (figura 
3.38). 
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Figura 3.37. Gráfica  que  muestra el crecimiento  de la cepa MET-82 a  diferentes  concentraciones de NaCl (g/L). 
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Figura 3.38. Gráfica  donde se aprecia la relación  de  concentración  de NaCl, con respecto  a la velocidad de 
crecimiento  específico (p) para la cepa MET-82. La concentración  a la que  crece  de  manera  óptima fue de 50g/L. 
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3.4.2.5. p H  óptimo 

La  cepa  MET-82  se  creció a 32OC 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 construyó la gráfica  3.39. La velocidad  de  crecimiento  específico (p) se calculó  para 
obtener  el pH óptimo de crecimiento  de  esta  cepa (figura 3.40). 
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Figura 3.39. Gráfica que muestra el crecimiento  de la cepa  MET-82 a diferentes  valores  de  pH. 
(x 5.5); (r6.0);  (+6.6,); (*7.07); (A 7.3); (M 7.65); (x 7.96); ( 8.14); ( I 8.32). 
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Figura 3.40. Gráfica donde se aprecia la  relación de pH con  respecto a la velocidad de  crecimiento especifico (p). La 
cepa MET-82 creció bien en un rango de pH de  7.07 a 7.96. 



3.4.2.6. Determinación de la  enzima  catalasa 

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

3.4.2.7. Donarlores de electrones - fuentes de carbono 
I 

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 sulfato o 
tiosulfato de  sodio  como  aceptores. El medio  de  cultivo  con  sulfato de  sodio  se 
implementó  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. 

Lactato 

0.33 10 Succinic0 0.04 10 Acetato 

0.21 10 Formic0 0.32 10 

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



3.4.2.8 Aceptores de electrones 

En  la figura 3.41 se muestra  el  crecimiento  de  la  cepa MFT-82 sobre  medio  basal 
enriquecido  con  peptona  (5g/L)  e  hidrógeno  (2bar); y los 4 diferentes  aceptores  de 
electrones:  azufre  elemental, dimetil sulfóxido,  sulfato  de sodio y tiosulfato de  sodio. En 
la figura 3.42 se muestra la producción  de H2S cuantificado  cada tercer  día  sobre el 
mismo experimento. 
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Figura 3.41. Gráfica que muestra el crecimiento  de la cepa MET42 con 4 diferentes  aceptores  de  electrones, 
durante 6 días. ( * control sin aceptor  de  electrones); (m azufre); (A dimetil sulfóxido); (+ sulfato); (O tiosulfato). 
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Figura 3.42. Grafica que  ilustra la producción  de H2S por la cepa MET-82 en  presencia  de 4 diferentes  aceptores  de 
electrones y peptona  de  caseína  como  donador. (+E control  sin  aceptor  de  electrones); (m azufre); (A dimetil 

sulfóxido); (+ sulfato); (O tiosulfato). 
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3.4.3. Caracterizacion  filogenética 

3.4.3.1. Estrtccción - purificación v amplificación de DNA total 

La extracción de  DNA total se llevó a cabo  como  se  describe  en el apartado  2.61.  La 
figura  3.43.a  muestra el corrimiento de  DNA extraído  de  bacterias  de  la cepa  MET-82. 
La amplificación se llevó a cabo  como  se describió  en el apartado  2.62. La figura 3.43.b 
muestra  el  corrimiento  de lop1 del  producto  de la amplificación  del genel6S rDNA, 
donde se aprecia  una  banda  de  aproximadamente  1500  pb. 

1 2 3 4  A PCR 

a b 
Figura 3.43. a. Corrimiento  en un  gel de  agarosa  0.8%  en  TAE,  de DNA total extraído de la cepa MET-82 (carriles 

1 y 3). b. Corrimiento  de 5p1  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  secuenciación del  producto de PCR del  gene 16s rDNA  se llevó  a cabo  como  se 
describió  en  el  apartado  2.64. Las figuras  3.44.a  y  3.44.b muestran las  secuencias 
parciales  de  ambos  extremos  leídas  con los iniciadores  descritos  en el apartado  2.62. 
Las  secuencias  parciales  se introdujeron al  GeneBank y el programa  resolvió  que la cepa 
MET-82  muestra un 92%  de  identidad  con  Desulfovibrio  gabonensis  (U31080.1). La 
tabla  3.10  muestra  la  comparación entre las  secuencias  parciales  de la cepa  MET-82 y 
aquellas  cepas  con  las  que  mostró  mayor identidad como: Desulfovibrio africaaus 
(X99236.1); D. balopbilus (X99237.1); D. gracilis (U53464.1); D.sp (L42995); D. 
caledonensis (U53465.1); D. zosterae  (Y18049.1); D. hopinatus (AF177276.1); D. 
bastinii(U53462.1);  y  Desulfomicrobium sp (AF132873). 
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b 
Figura 3.44. B Secuenciación del producto de FCR del gene 16s rDNA de la cepa MET-82. a. "Forward" (360 pb 
aproximadamente). b. "Reversc" (3W pb aproximadamente).  Cada pico es especifico de un nucleótído: A - adenina; 

C - citocína; G - guanina; T - timina; N - base no determinada. 
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3.4.3.3. Árbol filogenético 

El árbol  filogenético de la cepa MU-82 (figura 3.45) se construyó  con  las  secuencias  de 
microorganismos  pertenecientes al género Desulfovibrio y Desu/fumicrubium, con los 
que  mostró  mayor  porcentaje  de  identidad. 

Desulfovibrio bastinil 

Desulfovibrio inopinatus 

Desulfovibrio zosterae 

Desulfovibrio caledonensis 

I Desulfovibrio africanus 

Desulfovibrio gabonensis 

MET a2 

Desulfovibrio gracilis 

Desulfomicrobium AF132873 

0.02 

Figura 3.45. Árbol filogenético construido a partir de las secuencias de la cepa MET-82 y los principales géneros 
con los que presentó un porcentaje alto de identidad. 
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En el  presente  trabajo se logró  el  aislamiento,  identificación y caracterización  parcial  de 
tres cepas  de  bacterias  reductoras  de  tiosulfato,  procedentes  de  dos  pozos  petroleros 
situados  en  el  Golfo  de  México.  Del  pozo  SAM-I11  se  aislaron  dos  cepas  de  bacterias 
mesofílicas  que se nombraron MET-2 y MET-82, la  primera de  éstas  procedente  de  agua 
de  sedimentación y la  segunda  procedente  de  agua  de  batería  del  mismo  pozo.  Del 
pozo  21-D  se  aisló  una  bacteria termofílica  que se nombró  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-111, llevaron  a  cabo  una ruta 
metabólica  que  involucró  la  reducción  constante  del  tiosulfato  de  sodio  en  presencia  de 
peptona de  caseína e hidrógeno  como  fuente  de  energía. En  la  fase  de aislamiento  en 
tubo rodado,  se desarrollaron  una  gama de morfologías  coloniales  de  forma,  elevación y 
borde  variados,  de 1 a  3  mm de diámetro 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,  correspondió a  vibrios  Gram (+), uniflagelados, 
de  3.0 pm  de  largo  por  0.5 pm de  ancho,  que  en cultivos  frescos se observan 
individuales,  pero  en  cultivos  viejos  forman  flóculos  que se adhieren  al  fondo  del  frasco 
que los contiene; lo que  sugiere  que  esta  cepa  podría  ser  precursora  de  la  formación  de 
biopelículas,  definidas  como  "la  población  de  bacterias  unidas  en  una  matriz,  que se 
encuentran  adheridas entre sí y ancladas a  una  superficie". La unión de  bacterias  en 
biopelículas  les  confiere  ventajas  sobre  las  bacterias  de  vida  libre  como  son:  intercambio 
de nutrientes,  metabolitos,  material  genético y protección  de  agentes  antimicrobianos, 
ya que se sabe  que  las  biopeliculas  son  al  menos 500 veces  más 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 O C  (figura 3.6),  con un  óptimo  a 
3 5 O C  y en un intervalo  de 20 a 80 g/L  de NaCI,  con crecimiento  óptimo  a  60  g/L 
(figura 3.8). A concentraciones  mas  elevadas  su  morfología  vista  al  microscopio  óptico 
comienza a sufrir deformaciones. El pH  óptimo  de  crecimiento  es  de 7.0,  aunque  puede 
crecer  en  un  intervalo  de  6.7  a 7.5 (figura 3.10). No se detectó  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);  ácidos  orgánicos  (ascórbico,  fumárico,  láctico,  málico y pirúvico); 
compuestos  aromáticos  (tolueno);  ácidos  grasos  volátiles  (acético,  butírico,  fórmico y 
succínico);  compuestos  azufrados (dimetil sulfóxido);  azúcares  (fructosa,  galactosa, 
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glucosa,  manosa",  ribosa,  sacarosa, y xilosa);  sales  de  ácidos  orgánicos  (acetato, 
lactato,  &rato* y formiato),  extracto de  levadura,  casaminoácidos,  peptona  de  caseína 
y acetona".  Con  los  compuestos  marcados (*), la  cepa  crece ligeramente  por  arriba 
del  control  (tabla 3.2). El lactato  resultó ser  la fuente de carbono  óptima  para su 
crecimiento  en  presencia  de  tiosulfato,  la  máxima  producción  celular se observó  a los 
tres días  de  incubación.  Con  acetato mostró  crecimiento  por  arriba  del  control, 
seguramente  por  la  presencia  del  extracto  de  levadura  implementado  en  el  medio 

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

(0.1g/L). 

Moléculas  poliméricas 
(proteínas,  carbohidratos,  lípidos,  ácidos  nucleicos) 

1 

1 
1 pf; 

hidrólisis 

Productos  de  bajo  peso  molecular 
(azúcares,  aminoácidos,  ácidos  grasos) 

fermentación 

Intermediarios de  la  fermentación b 
(alcoholes,  lactato,  piruvato,  succinato) 

Ácidos  grasos  volátiles 
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Figura 4.1. Rutas de  la degradación  anaerobia  de materia orghnica, mostrando las interacciones  potenciales  de 
bacterias  reductoras  de  sulfato BRS (Gibson, 1990). 



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,  reducción  del 
sulfato así  como  del  tiosulfato  de  sodio (figura 3.12). 

Por otra parte,  la  secuencia  parcial  del  gene 16s rDNA arrojó 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 
artículo. 

Efectivamente,  la  cepa  Met-2  comparte  varias  características  con  diferentes  especies  del 
género Desulfovibrio, como  son:  su  morfología,  el uso de lactato  como  mejor  donador 
de  electrones,  el requerimiento de  NaCl  para  su óptimo  crecimiento,  el  uso  de  sulfato 
o tiosulfato de  sodio  como  aceptores  de  electrones, y que  crece  de  manera óptima 
sobre lactato  y  tiosulfato de  sodio  (Gibson,  1990;  Hernández-Eugenio et all 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 mesofílicas,  halotolerantes,  que  crecen  de  manera  óptima  con 
tiosulfato de  sodio  como  aceptor  de  electrones,  llevando  a  cabo  la  siguiente  reacción: 
4H20 + S ~ 0 3 ~ -  + 2HS-+ 3H20. El sulfuro producido,  podría  ser  tomado  como  precursor 
de  aminoácidos  como  la  cisteína o la  metionina  (Ha0 et al, 1996). 

La  caracterización  filogenética  parcial,  sugiere  que  MET-2  podría  ser  una  especie  no 
reportada,  perteneciente  al  género Desu/fovibrio. Sin  embargo, sólo la  totalidad de  la 
secuencia  del  gene 16s así  como  la  determinación  de  su  contenido  de G+C% e 
hibridación  directa DNA-DNA  con D.gracihs podría  definirlo. 
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Los microorganismos  termófilos  presentes  en  el  pozo 21-D, crecieron  preferentemente 
en los tratamientos con  peptona  de  caseína a lo largo  de  las tres resiembras  (figuras 
3.16 a 3.18).  La  máxima  producción  de  H2S  se  observó  con 5 g/L  de  peptona y 2 bar  de 
hidrógeno;  de  este tratamiento se aislaron  colonias  de  escasa  variedad, diferentes  en 
forma,  tamaño y color  (tabla 3.4). 

La  cepa MET-12 aislada  de  este  pozo,  son  bacilos  largos  Gram(-),  con envoltura de 
exopolímeros  "toga"  que  llegan  a  medir de 3 a  10 pm de largo  por  0.5  a 1 pm de  ancho 
y presentan  gran  motilidad. En cultivos  frescos se  aprecian  de morfología  similar  a la 
especie Thermutuga  subterranea (Jeanthon et alf 1995), mientras  que  en  cultivos  viejos 
forma  vainas  con  número  variable de  células (figura 3.19),  así  como  cuerpos  esféricos. 
Esta  cepa  crece bien en un  intervalo de temperaturas de 50 a 60OC siendo  esta  última 
la óptima  para  su  crecimiento  (figura  3.21);  así  mismo,  presenta un óptimo  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 óptimo de crecimiento es  de 6.7, aunque  puede  crecer  en  un  intervalo  de 
6.7 a 7.3 (figura 3.25). No se detectó  actividad de  catalasa. 

Crece  con un  número  limitado de  compuestos  orgánicos  como  donadores  de  electrones 
y tiosulfato de  sodio  como  aceptor. AI igual  que  otras especies  de  la familia 
Thermotugaceae, requirió 0.1 g/L de extracto de  levadura  adicional  en  el  medio  de 
cultivo  para  poder  metabolizarlos  (Jeanthon, 1995;  Lien et al.,  1998b).  Entre los 
donadores  tenemos:  extracto de  levadura,  peptona  de  caseína,  azúcares  (fructosa, 
galactosa,  glucosa,  manosa,  ribosa,  sacarosa, y xilosa),  compuestos  azufrados (dimetil 
sulfóxido) y creció  ligeramente  con  sales  de  ácidos  orgánicos  (acetato,  iactato). El 
máximo  crecimiento se observó  con  peptona  de  caseína y extracto  de  levadura  a los 
tres días  de  inoculación  (tabla  3.5).  Mostró  crecimiento  óptimo  con  tiosulfato  de sodio 
en los experimentos  con  diferentes  aceptores  de  electrones,  reduciéndolo  lentamente  en 
presencia  de peptona  de caseína; mientras  que los demás  compuestos  azufrados no 
fueron  utilizados (figura 3.27).  La reducción  del tiosulfato promovió  la  división  celular 
(figura 3.26)  al  igual  que  las  cepas  pertenecientes  a  la  familia 7i?ermutugacea (Ravot et 
aLf 1995;  Ravot et al, 1996;  Lien et al, 1998b). 

Los resultados  bioquímicos  mostraron  concordancia  con  la  secuencia  parcial  del 16S, 
que  mostró un alto porcentaje de identidad  con ambas  especies del  género Petrutoga; 
P. miotherma (L10657.1) y P. mubibs (DSM  10674).  Las  principales  características  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. Comparación  de las principales  características  de las especies P. mobilis , P. miotherma 
(Lien et al., 1998b) y la cepa MET-12. 

La  cepa MET-12 comparte  con Petrotuga mobilis características  como:  aproximación  en 
el  tamaño,  motilidad,  temperatura  óptima y degradación  en  común  de  compuestos 
utilizados  como  donadores  de  electrones  (extracto  de  levadura,  ribosa,  sacarosa, 
glucosa,  fructosa,  galactosa y xilosa).  Con Petrutoga  miotherma, comparte 
características  como  la  formación  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 H2S. 

Si bien,  la  caracterización  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 ( p .  
miotherma o P. mobi/i.’.); de otra forma,  se tendrá que recurrir a  estudios de hibridación 
de  DNA,  para descartar  esta  opción. 
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Los  microorganismos  dominantes  en  el  agua  de  batería  del  pozo SAM-111, crecieron 
preferentemente  con los tratamientos  que  tenían  mayor  cantidad de  casáminoácidos y 
peptona de  caseína (figuras  '3.31  a  3.33). De  esta  muestra se aisló  la  cepa MET-82, 
que  son  vibrios  Gram (+) de  hasta  3 pm de largo  que se presentan solos o en  pares 
formando  cadenas  (figuras 3.34.a y  b)  y  flóculos  en  cultivos  viejos.  Esta  cepa  crece de 
manera  óptima  a 32OC y en un intervalo de 10 a 100 g/L de  NaCI,  con una 
concentración  óptima de 50 g/L (figura 3.38). El pH óptimo de  crecimiento  abarcó  un 
intervalo de 7.07 a 7.96 (figura 3.40).  No  se detectó  actividad  de  catalasa.  Crece  sobre 
varios  compuestos  orgánicos  que  utiliza  como  donadores  de  electrones  y  sulfato o 
tiosulfato de  sodio  como  aceptores. 

En  presencia  de tiosulfato,  crece  con  alcoholes  (etanol  y  glicerol);  ácidos  orgánicos 
(fumárico,  láctico  y  pirúvico);  ácidos  grasos  volátiles  (acético,  butírico,  fórmico y 
succínico);  azúcares  (glucosa) y  compuestos  complejos  (casaminoácidos,  peptona  de 
caseína y extracto de  levadura).  En  presencia  de sulfato crece  con:  lactato,  piruvato, 
malato,  fumarato,  succinato, formiato  y  etanol. Con acetato-Hz  y  con  H2-C02,  creció 
ligeramente  sobre  el  control  (tabla  3.8). Las rutas de  degradación  que  sigue  esta  cepa 
son  similares a las  descritas  para  las BRS en  la figura 4.1, sólo que  esta  cepa  no  lleva a 
cabo  la  degradación  completa  de  acetato  hacta  COZ. 

En los experimentos  con  diferentes  aceptores  de  electrones,  presentó  mayor  crecimiento 
con dimetil sulfóxido  y  tiosulfato de  sodio  en  presencia  de  peptona  de  caseína  como 
donador  de  electrones  (figura  3.41).  En la  cuantificación  de H2S del  mismo  experimento, 
se detectó  que  el  tiosulfato  fue  reducido  en su  totalidad, el sulfato se redujo 
escasamente, mientras  que  el dimetil sulfóxido  no fue empleado  como  aceptor  de 
electrones, a pesar  de  que  el  crecimiento  de  la  cepa  resultó  óptimo  con  este  compuesto 
(figura 3.42). 

La  secuencia  parcial  del  gene 16s rDNA mostró  que  existen un 92% de  identidad con la 
especie Desu/fovibrio  gabonens& (U31080.1)  reportada  por  Tardy-Jaquenod et  aL, 
(1996), aislada  de  agua  de  producción  de un pozo petrolero  en  Africa. La tabla 4.2 
muestra  las  similitudes  fisiológicas entre ambas  cepas. 
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Tabla 4.2. Comparación de las  principales  características de la especia Desulfovibrio gabonensis con la cepa MET-2 

Hz + COZ - - 
Hz + acetato 

+ Piruvato 
+ + Lactato 
+ + 

+ + Fumarato 
+ + Malato 
+ 

I Succinate I + I + I 
I Acetato I 
I Etanol I + I 
Lactato + tiosulfato + 

+ ND Extracto de  levadura 
+ ND Peptona 
+ 

- - -. . - . 

Si bien las  características  fisiológicas  de  la  cepa MET-82 son muy  similares  a  las  de 
Desu/fuvibriu gabunensis, la  diferencia  en  el  número  de  bases  de  la  secuencia  parcial  del 
gene 16S, sugiere  que  podría  tratarse  de  una  nueva  especie. La secuenciación total así 
como  pruebas  fisiológicas  subsecuentes  descartarán  de  manera  definitiva,  que se trate 
de  la  misma o de  una  subespecie  de  ésta. 

En  la tabla 4.3 se muestran las  principales  características  fisiológicas  de  las  cepas 
aisladas  en  el  presente  trabajo. Se hace  evidente,  que  se trata de especies diferentes 
por su  forma,  tamaño, fuentes de  carbono  utilizadas  como  sustratos,  temperaturas 
óptimas  de  crecimiento  así  como  concentraciones  de  NaCl  y  pH. 

II_ 
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Ac. fórmico + - 

D. gabonensis P. miotherma Identidad con otra  especie D. gracilis 
+ - + Ac. succinic0 
+ 



A lo largo  del territorio nacional  la  paraestatal PEMEX mantiene  en  operación  un  sistema 
de  alrededor  de 56 mil kilómetros de  ductos,  de los cuales un 41°/0 deben  ser 

reemplazados por  problemas de corrosión. Los fluidos  que  son  transportados  contienen 
importantes  cantidades de H2S. La corrosión  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  Petróleo,  se  llevan a cabo  estudios 
multidisciplinarios  enfocados  a  la  búsqueda  de  soluciones  ante  este  grave  problema. Los 
estudios se  basan  en  la  instalación  de  estaciones  de  campo  donde  se  llevan a cabo 
análisis  de  la  diversidad  microbiológica  mediante  técnicas  de  ingeniería  genética, 
caracterización  metalúrgica,  electroquímica  de  procesos,  elaboración  de  sustancias 

inhibidoras,  biocidas y elementos  tóxicos  para los microorganismos. 

En el  presente  trabajo se  realizó  el  proceso  convencional  para  el  aislamiento e 
identificación  de  tres  cepas  presentes  en  pozos  petroleros  del  Golfo  de  México,  con 
problemas  de  corrosión;  cuya  peculiaridad  es  la  producción  de H2S que  llevan  a  cabo 

mediante un metabolismo  desasimilatorio. 

Si bien  el  aislamiento  y  purificación  son  procesos  tediosos  que  hay  que  realizar 

pacientemente,  existen  actualmente  diversos  métodos  para  hacer  el  trabajo  más 
práctico. Si se quieren  identificar  géneros específicos,  se  puede recurrir a  técnicas  de 
biología o de  clonación  molecular  como  las  descritas  en:  (Godon et al, 1997; Orphan et 
a/., 2000); por otro lado, si se  busca el aislamiento  de  ciertos  grupos  de 
microorganismos  para  encontrar  nuevas  especies  en  muestras  con un gran  número  de 
bacterias,  se  puede recurrir a las  técnicas  inmunológicas o magnéticas  como  las 
descritas  en:  (Beeder et aL, 1995), con  el fin de optimizar el trabajo e  identificar 
géneros  específicos  de  manera  rápida  y  precisa,  pudiendo  predecir  su  participación  en 
un fenómeno  observado. 
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