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RESUMEN

Los compuestos reducidos de azufre (sulfuros metalicos Na;S, 4cido tiosuifirico HzS,0s,
dcido sulfuroso H,SOs, sulthidrico R-SH y sulfuro HS') son nocivos para el medio ambiente
porgue estdn asociados a la iluvia dcida, causante de dafios a los cultivos, ganado fendmenos
de corrosion y problemas respiratorios a ta poblacidn. Dentro de las formas de remediacién
mds eficientes y ecologicamente atractivas estd ¢l empleo de microorgantsmos que utilizan
como fuente de energia dichos compuestos. Un amplio estudio en su identificacion,
caraclerizacion, fisiologia y bioquimica permitird un manejo mas eficiente de los procesos
biotecnolégicos de bio-remediacion relacionados con el tratamiento de cmisioncs ricas ¢n
compuestos contaminantes como sulfuros y tiosulfatos. De acuerdo con lo anterior, en el
presente trabajo se Jograron aislar tres cepas sulfoxidantes nombradas IMP, BMP-1"y AR3,
provenientes de comunidades bacterianas sulfoxidantes presentes en tres reactores en cuitivo
continuo, funcionando bajo diferentes condiciones de operacién (Tabla 4). Los aislados
mostraron un rendimientio de cre(:lmlento en presencia de nosulfalo muy semejante, 51endo
para IMP 1.25 g protefna/mot $,05" consumido, BMP- l 107 g proteina/mol  $,05"

consumido y por Gltimo AR3 con 1.49 g proteina/mol $,0;% consumido. E! andlisis de la
secuencia del gen del tIRNA 16S indicS que los aislados IMP y AR3 presentaron 98 % y 99 %
de similitud con Halothiobacillus neapolitanus DMS 581, mientras BMP-1" result6 ser una
especie nueva cuyas células fueron Gram variable, aerobias, haldtolerantes méviles y bacilos
con endoesporas. El contenido de G+C en ¢l DNA fue de 43.8 mol%. En la pared celular €l
peptidoglicano se compone de dcido m-diaminopimélico; y también se encuentra como
principal dcido graso Cysp (77.30 %). El andlisis del gen del rRNA 16S mostré que la especie
pcrtenece al género Bacillus, compartiendo un 99.5% de similitud con Bacillus jeotgali CCM
7133 " Sin embargo, la hibridacién DNA-DNA entre nuestro 'uslado y esta especie fue del 44
%. Los bajos porcentajes demostraron claramente que BMP- 1"y Bacillus jeotgali CCM 71337
rcprescnnn dos espe01es diferentes. Por lo tanto, nosotros sugerimos la inclusién de la especie
BMP-1" en el género Bacillus como una nueva especie con el nombre de Bacillus thioparus
sp. nov. La cepa fue depositada en dos ceparios m[emacmna]es reconocidos, Coleccién de
Cultivo UNAM—48[WFCC como especie tipo BM-B- 436" y la Coleccién Espaiiola de Cepas
Tipo como CECT 7196 ", En cuanto a la secuencia del gen del rRNA 16S se deposité en la
base de datos GenBank con el nimere de acceso DQ371431.
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SUMMARY

The reduced sulfur compounds have an impact on the environment. Among the methods for
remediation, the most efficient and ecologically attractive is the one that use microorganism
able to autotrophic growth using reduced sulfur compounds as sources of energy. A better
identification and characterization as well as deeper understanding of their physiotogy and
biochemistry will allow a more efficient management of the biotechnological bioremediation
processes c¢losely related to the treatment of rich emissions in sulfide and thiosulfates
compounds pollutants. Then, according to what had been said above, this thesis reports the
isolation of three sulfoxidizing species named IMP, BMP-1'y AR3 from three continuous
wastewater (reatments cullure systems operating with a bacterial consortium at different
conditions. Strains grew chemolithoautotrophically by oxidation of thiosulfate to sulfate with a
growth yield of 1.25 g protein mol ™" of thiosulfate consumed for TMP, 1.07 g protein mot™' of
thiosulfate consumed for BMP-1" and finally, 1.49 g protein mol™ of thiosulfate consumed
for AR3. The tRNA 16S gene analysis showed that strains IMP and AR3 had 98 % and 99%
of sequence similarity with Halothiobacillus neapolitanus DMS 581, while BMP-1" was a
novel bacterium. Cells of the tsolate were Gram-variable, aerobic, moderately-halotolerant,
motile and endospore-forming rods. Strain BMP-1T grew chemolithoautotrophically by
oxidation of thiosulfate to sulfate with a growth yield of 1.07 g protein mol™" of thiosulfate
consumed. DNA G+C content was 43.8 mol%. Its cell wall had peptidoglycan based on m-
diaminopimelic acid, and the major component of fatty acid was Cis (77.30 %). IRNA 168
gene analysis showed that this strain belongs to genus Bacillus, sharing a 99.5 % of sequence
simitarity with Bacilius jeotgali CCM 7133". DNA-DNA hybridization between our isolate
and this strain was 44 %. Thus, one suggest the inclusion of strain BMP-1" in the genus
Bacillus as a novel species and propose the name Bacillus thioparus sp. nov. The type strain
BMP-1" was deposited in two international certified culture collections in two different
countries (Coleccién de Cultivo UNAM-48/WECC as BM-B-436" y Coleccién Espafiola de
Cepas Tipo as CECT 7196 *) and sequence from tRNA 168 gene was deposited in the
GenBank data bank accession with namber is DQ371431.

La lucha siempre merece la pena si el fin vale la pena y los medios son honestos.
Steven Brust
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INTRODUCCION

Dentro de los contaminantes de importancia, los compuestos azufrados tienen gran relevancia
debido al impacto ambiental adverso que provocan en la naturaleza. Su emision al ambiente
estd asociada con la lluvia 4cida, fendmenos de corrosién, mal olor y dafios a la salud
(Manion, 1992; McEldowney, et. al., 1993). Ante esta problemdtica, se ban empleado una
serie de procesos fisicoquimicos que intentan enfrentar la contaminacién. Sin embargo,
resultaron ser costosos y es entonces cuando surge el interés por los tratamientos biolGgicos,
en donde se explota ta capacidad de ciertos microorganismos para degradar contaminantes.
Para los bioprocesos enfocados en la eliminacidn de compuestos reducidos de azufre en aguas
residuales se consideran varios aspecios, como son temperatura, pH, concentracidn de sales,
las cuales son determinadas por el tipo de industria de procedencia y pueden no ser ia$ Gpumas
fisiolégicamente para que los microorganismos del ciclo del azufre lleven a cabo su funcién.
En otros casos, es necesario tener condiciones extremas para un proceso mas eficiente; por
ejemplo, altos vatores de pH para una absorcién eficiente de sulfuro de hidrégeno que en
ingenieria, tales pardmetros son dificiles de modificar, para lograr las condiciones Gptimas
para los microorganismos. Por tanto esto implicaria microorganismos con capacidad de
adaptacién a estos ambientes extremos, siendo los microorganismos extremofilos Jos mds
adecuados para ser aplicados en dichos tratamientos, Por tales motivos, se considera necesario
profundizar en el estudio de la estructura y funcién de las poblaciones y comunidades
bacterianas sulfoxidante, las cuales son la clave para entender los mecanismos de oxidacién
bioldgica de los compuestos reducidos de azufre asi como las condiciones que hagan a estos,
procesos més eficientes. Recientemente, se han aplicado técnicas de biologfa molecular para el
andlisis de tales comunidades. La técnica de PCR permite la amplificacion de los genes del
rRNA 16§ a partir de muestras provenientes de reactores y, junto con la electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante (por sus siglas en inglés DGGE), se caractenizan los miembros
de comunidades microbianas complejas y asociacienes sin tener que cultivarlos. El 90 % de
los microorganismos presentes en los ambientes naturales no pueden ser cultivados usando las
técnicas tradicionales (Amann & Kuhl 1998; Theron & Cloete, 2000). Ademas, no es

posible obtener cultivos puros de ciertos microorganismos, porque dependen de las actividades
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de otros microorganismos ¢ porque no se conocen Jas condiciones para su cultivo. En otros
casos, los microorganismos pierden la capacidad de reproducirse, pero retienen su capacidad
metabdtica. No se conocen todavia los mecanismos moleculares relacionados con ese
fendmeno; se ha propuesto que no es posible cultivar células debido a su deterioro y se les
podria considerar como moribundas. Otra teoria sugiere que las células se programan
genéticamente para adaptarse a las condiciones adversas (agotamiento de nutrientes,
temperatura baja, u otros tipos de estrés) y generan formas de latencia (Nystrom, 2003). Otra
herramienta similar, basada en la deteccion de la secuencia del gen rRNA 168, se ha aplicado
en el estudio de la estructura de las comunidades microbianas y la actividad de peblaciones
microbianas en los biorreactores {Amann & Kiihl, 1998; Oerther, 2000).

En el presente trabajo se aislo, identificd y se caracterizd bacterias sulfoxidantes, proveniente
de un consorcio contenide en tres reactores de cultivo continuio operando bajo diferentes
condiciones por medio de la aplicacion de téenicas tradicionales de microbiologia como son:
el enriquecimjento de cultivo en medios selectivo, morfologia celular y colonial, actividad
enzimélica, determinacion de capacidad sulfoxidante, caracteristicas quimiotaxondmicas y
bioquimicas. Conjuntamente, se aplicaron técnicas moleculares como tipificacién por PCR-
andlisis de restriccion por endonucleasas {por sus siglas en inglés PCR-REA) del gen rRNA
16S de los aislados, asi como tipificacién por PCR-andlisis de DNA polimdrfico amplificado
al azar (por sus siglas en inglés PCR-RAPD), electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacién {por sus siglas en inglés DGGE), secuenciacidn del gen rRNA 165 de los
aislados, concluyendo con la caracterizacion de una nueva especie sulfoxidante (Pérez-1barra

et al., 2007).
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La soberbia y la mezquindad carcomen el alma, volviendo a los seres humanos,
muertos vivientes.
BM Pérez-lbarra
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1. MARCO TEORICO

1.1 Principales contaminantes del ambiente
Los contaminantes que se liberan en la atmésfera se dividen en tres grandes categorias segiin
su fuente de emision:

e Emisiones que proceden de fuentes mdbviles (sector del transporte): Las mds
importantes, junto al biéxido de carbono (COs,), son los 6xidos de nitrégeno (NOXx), el
monéxido de carbono (CO) y los hidrocarburos (HC), que pueden ser compuestos
orgénicos volatiles y no volatiles, particulas de hollin y derivados de precursores de
HC y NOx. El ozono (O3) se obtiene como consecuencia de una reaccién de
fotooxidacidn de los 6xidos de nitrégeno.

* Emisiones que proceden de fuentes fijas (industria, hogares, agriculturs,
actividad volcdnica y vertederos): Las mds importantes, junto con el CO, son el
bidxido de azufre (S§O»), acido sulfhidrico (H,S), los NOx, los hidrocarburos, las
particulas de hollin y los metales pesados, los clorofluorocarbonos y el metano (CH,).

* Emisiones que surgen de la industria eléctrica: Las mds importantes, junto con el

CO; son el SO, y las particulas de hollin.

Los compuestos azufrados tienen gran relevancia, debido al impacto ambiental adverso que
provocan en Ja naturaleza. La industria del petréleo en México es la segunda productora, en
volumen y carga de aguas residuales industriales, y en algunos efluentes es comun encontrar
altas concentraciones de sulfuro junto con compuestos aromaticos y nitrogenados. El sulfuro
representia un problema ambiental debido a su toxicidad y por los malos olores que provoca. El
sulfuro cuando alcanza los cuerpos de agua superficiales puede causar una deficiencia de
oxigeno, que es muy importante para ciertas especies acudticas (Lesley et al, 1992). El
suifuro presenta propiedades corrosivas y estan relacionadas con el dafto a paredes de concreto
de los reactores, sistemas de drenaje y tuberias de acerg; su emision al ambiente ademéas de su
toxicidad genera olores desagradables y Jluvia dcida (Alcantara 2000, Manion, 1992;
McEldowney ef. al., 1993). Sus efectos a la salud pueden variar dependiendo de ia
concentracion, el sulfuro puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido del olfato

ardor de ojos y trdquea a concentraciones de 500 ppm puede causar pérdida de equilibrio y de
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razonamiento, en periodos largos de exposicion puede causar paro respiratorio y muerte. Las
alternativas sugeridas para solucionar estos problemas de conlaminacién fueron los procesos
fisicoquimicos y bioldgicos siendo estos ultimos los preferidos por su bajo costo y simplicidad

operacional (Revah & Ortiz, 2004).

1.2 Importancia del ciclo biogeoquimico del azufre

El estudio de las bacterias del ciclo del azufre se inicio en 1890 por los microbidlogos
Winogradsky y Beijennck aungue los descubrimientos acerca de las propiedades metabdlicas,
posicién filogenética y comportamiento ecolgico de Jas bacterias que juegan un papel
importante en el ciclo biolégico del azufre han continuado hasta nuestros dias. El interés
actual de la comunidad cientifica en ¢l ciclo biolégico del azufre radica en el descubrimiento
de muchos organismos que habitan en ei fondo del mar, en ambientes con condiciones
extremas (alta salinidad, bajo y alto pH o temperatura, eic.) por lo que son Hamados
microorganismos extreméfilos (Lens & Kuenen, 2001). Su importancia abarca diversos
aspectos tanto bdsicos como aplicados por ejemplo estudios evolutivos, ornigen de la vida,
como fuentes de enzimas con aplicacién en investigacidén biologica, diagndstico medico,
forense, en la industrial de alimentos y petrolera, para ¢l saneamiento de ambientes
contaminados etc.

La importancia del ciclo del azufre y su papel en el origen de la vida en nuestro plaheta fue
recientemente resaltada cuando la sonda Galileo descubrié 4cido sulfirico en Europa, uno de
los satélites de Japiter (Carlson e al., 1999).

Edwards et al. (2000) describid la arqueobacteria Ferroplasma acidarmanus (capaz de oxidar
fierro, crece a 40 °C en el drenaje acido de minas con un pH de 0.4). Es probable gue ¢ste tipo
de microorganismos predominaran en las condiciones atmosféricas de la Tierra primitiva. Las
transformaciones debidas a ellos, junto con €] surgimiento de las cianobacterias (que liberan
oxigeno al ambaiente) son las responsables det cambio de aquellas condiciones a las actuales.
Asi, ¢l aumento en la cantidad de oxigeno disponible ocasiond la intoxicacion de muchas
bacterias anaerdbicas, puesto que la respiracion basada en oxigeno derivé en la produccion de
altas concentraciones de intermediarios toxicos, tales como radicales hidréxido y H;0,. En

esas condiciones ambientales empezaron a surgir nuevas formas de vida (organismos



aerdbicos) capaces de adaptarse a tales condiciones, mediante la utilizacion de un sistema
enzimético conformado por las enzimas superdxido dismutasa, peroxidasas o catalasas para
desintoxicarse, tanto de perdxidos como de sus productos. En contraste, muchos organismos
anaerdbicos no poseen un sislema enzimdtico protector completo, por lo que su respuesta al
oxjgeno podria variar (Kerkeler ef al., 1998). Resulta interesante resaltar, que el &tomo de
azufre fue el “motor de la vida” ancestral y que este elemento pertencce a la misma familia
que el “motor” actual, el oxigeno.

El azufre es uno de los elementos més abundantes en la corteza terrestre, y presenta varios
estados de oxidacién. Por ello forma diferentes compuestos, que se intercambian mediante
procesos quimicos o bioldgicos de oxidacién-reduccién, constituyendo el denominado “ciclo
biogeoquimico del azufre” (Takakuwa, 1992; Robertson & Kuenen, 2006). En este ciclo
que ocurre en la naturaleza, tres de sus estados de oxidacion tienen una mayor importancia
debido a su estabilidad: 2° (suifhidrico R-SH y sulfuro HSY), 0 (azufre elemental, S y 6°
sulfato, SO, © (Figura 1). El producto final de la oxidacién de dicho ciclo es el {SQy), el
numero de electrones implicados en la oxidacidén desde H,S (-2) hasta el sulfato (6+) es de
ocho electrones {Lens & Hulshoff Pol, 2000). A continuacién se enlistan los diferentes
compuestos del azufre:

Diferentes compuestos azufrados y sus estados de oxidacion

Coin;iuesio Formula quimica Estado de oxidacién
S orgénico _ | .R-SH 2
Sulfuro H,S -2
Polisuifuro $SInS” -1(S terminal)/ O (S interno)
Tiosulfato $,053 * +2 (promedio por S)
Tetrationato S40¢ +2.5 (promedio por S)
Azufre elemental Anillos Sn 0
Bisulfito HSO5 - +4
Sulfato S04 7 +6
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El sulfuro de hidrogeno H,S, es la forma mds reducida del azufre, es toxico, inflamable y
soluble en el agua (0.1 M/L a 250(3) con un pK; de 7.0 y un pK; de 13.0. Es el producto
principal de la respiracion de las bacterias suifato-reductoras en condiciones anaerobias y
cuando no estd limitada de materia organica. La forma en que esta presente el sulfuro en el
ambiente depende del pH (Oliver ef al., 1996). A pH mayores de 9 la forma dominante es el
sulfuro, $% a pH entre 7.0 y 9.0 e} HS™ y el H,S, y por debajo de 6.0, la principal molécula es
H,S, stendo este Gltimo el menos soluble en agua (Madigan ef al., 1999).

El sulfuro, S*°, es la base conjugada del dcido débil H;S, tiene una constante de disociacidn
basica (Ky) de 1x107 siendo una base fuerte y su hidrélisis en medio acuoso forma soluciones
muy alcalinas (Chang, 1999).

El tiosulfato tiene dos dtomos de azufre no equivalentes. Esto es, un ion sulfato, SOy Zenel
que uno de los dtomos de oxigeno ha sido desplazado por un azufre. Puede ser formado por

reaccion no biolégica del sulfito con azufre o politicnatos (Schmidt, 1984)

SO3%+ Sg————» 507
Ei tiosulfato tiene un papel importanie en el ciclo biolégico del azufre, porgue existen
bacterias oxidantes de azufre y bacterias productoras de sulfuro que utilizan ¢l tiosulfato como
un substrato para ¢l metabolismo desasimilatorio (Barret & Clark, 1987).
El azufre es un sélido amarillo, que forma cristales ortorrémbicos, poco soluble en agua (5
pg/l de S8 a 25° C), pero muy soluble en bisulfuro de carbono, tetracloruro de carbono y
disolventes no polares andlogos. El azufre ortorrémbico se funde a 112.8° C, formando un

liguido color pajizo. Puede ser formado por bacterias oxidantes de sulfuro.

Algunos sulfuros HS™ y sutfuros metélicos reaccionan espontdneamente con el oxigeno, sin
embargo en muchos casos las reacciones bioldgicas pueden competir exitosamente con las
reacciones espontdneas. Astmismo, en €] cicle del azufre se pueden distinguir dos etapas, de
acuerdo at tipo de reaccién de oxido-reduccion que intervienen en el mismo:

a) Etapa reductiva.- En los procesos biolGgicos se encuentran dos rutas bioquimicas de

reduccién de los compuestos de azufre inorgdnicos:
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La reduccién asimilativa y la reduccién desasimilativa:

* La reduccién asimilativa Ja presentan tanto eucariontes como procariontes: el
sulfato (SOf’) es reducido a sulfuro (H,S) para la biosintesis de compuestos que
contienen azufre necesarto para el crecimiento celular.

* La reduccién desasimilativa la presentan principalmente los procariontes
(eubacterias y archaea) el sulfato (8042‘) es reducido a sulfuro (H;S) por bacterias
sulfato reductores (BSR) en condiciones andxicas, utilizando al sulfato como
aceptor final de electrones, acoplandose a la oxidacién de dcidos grasos voldtiles,
pimvate, lactato; generando asi, ATP y el poder reductor necesanc para el
crecimiento celular (Alcantara, 2000).

Las bacterias BSR han sido clasificadas como microorganismos anaerobios estrictos . por
Beijerinck. Sin embargo, los géneros como Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfubacterivm y
Desulfococcus, permanecen viables por horas o adn por dias cuando son expuestos a
concentraciones de oxigeno que van desde (.24 pM hasta 1.17 mM (Hardy & Hamilton,
1981, Cypionka et al, 1985, Fukui &Takii, 1990, Kjeldsen ef al, 2005). Las BSR pueden
ser litétrofas, por lo que los electrones son obtenidos de la oxidacién de um compuesto
inorgédnico como el hidrégeno (H,).

* Ltapa oxidativa.- La constituyen las reacciones de oxidacién de los compuestos
reducidos de azufre. Esta etapa puede dividirse en dos rutas a y b:

a)} Las reacciones de oxidacién en condiciones anaerdbicas efectuados por
microorganismos fotdtrofos (Cork et al., 1983) y facultativos (Sublette, 1987).
b) La oxidacion aerobia efectuada por microorganismos del género Thiobacillus
(Buisman et al,, 1989; Kelly et al., 2000; Kelly & Wood, 2000).
La reaccién del tipo (a) consiste en la oxidacién de sulfuro (8%) a azufre elemental (S % como
producto final y cuya presencia en Thiobacillus extracitoplasmaticamente fue sugerida por
Hooper & Dispiritio (1985) dado a que observaron la precipitacidn de azufre elemental en el
medio de crecimiento.
st 8
En la reaccién de tipo (b), donde el producto final es el sulfato, el sulfurc (SQ') es oxidado en

forma directa a sulfito (SO; ¥) que a su vez se oxida a sulfato (SO, .
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B)S® + 3H0— > SO; "+ 6H'+6e- — >S50, ”

La enzima involucrada, sulfito reductasa, fue purificada de Thiobacillus denitrificans por
Schedel & Truper (1979). Es una enzima insoluble y su sitio de localizacidn en la c€lula es
incierto. Sin embargo, debido a que la reaccidn libera 6 protones del agua, se ha propuesto que
la enzima se encuentra en ¢l periplasma {(Hooper y Dispirito, 1985).

Los seres vivos requieren del azufre para su metabolismo celular, ya que existen compuestos
de la célula que contienen este elemento. Se ha encontrado que el 5% del peso de las bacterias
es azufre y lo pueden incorporar por una reaccién de reduccion asimilativa del sulfato. Por su
parte la industria quimica tiene gran demanda de azufre elemental para producir acido
sulfiirico, el cual es un producto importante para la sintesis de muchos compuestos, orgénicos

€ 1norganicos,

Asimitacion Reduccidn de
sulfato

Desasimilacién
Reduceién de sulfato

C}x_idaci.é_._r‘l bioldgica
con O, 0 NOy

' Oxidacién biolsgica

con G;oNO, -

Oxidavién nnacrobiaﬁbr- i
bacterias fotoirofus !

Oxidacién anaerobia por
bacterias fototrofas

Fig. 1 Ciclo biolégico del azufre (Robertson & Kuenen, 1991).
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1.3 Bacterias sulfoxidantes

Existc una gran diversidad de bacterias capaces de utilizar compuestos reducidos de azufre
como fuente de energia para su crecimiento (Madigan ef al, 2003; Kelly ef al, 2000; Kelly &
Word, 2000).

En la Tabla 1 se enlistan algunos géneros de estos microorganismos sulfoxidantes también
llamadas bacterias incoloras del azufre, la fuente de energia que utilizan y el intervalo de pH en
el cual crecen. La mayor parte de los conocimientos fisioldgicos de estos microorganismos
proviene del estudio de un mimero limitado de géneros. En 1989, Kelly describe la capacidad
melabdlica del grupo thiobacilli, que incluye varias especies, que crecen en presencia de
compuestos reducidos de azufre usdndolos como fuente de energia y electrones. Sin embargo,
con los avances en e} andlisis sistematico basado ¢n la filogenia molecular de Jas secuencias del
gen rRNA 168, el género Thiobaciiius tuvo que ser reorganizado (Kelly ef al., 2000; Kelly &
Word, 2000; Deb ef al., 2004; Katayama e/ al., 2006). Su estudio ha permitido entender de
manera mds detallada y precisa las rutas bioquimicas de la oxidacidn de los compuestos
reducidos de azufre, Las especies de Thiobacillus son microorganismos acrobicos y anaerébicos
facultativos, gram-negativos, con forma de bacilos pequefios que miden 0.3 um de ancho por 1-
3 um de largo, méviles por un flagelo polar sencillo, no forman esporas y crecen entre los 25 —
35 °C. Sin embargo, se han encontrado especies termofilas moderadas que crecer a 55 °C como
por ejemplo Thiobacilius aquaesulis, Thiobacillus caldus (Wood & Kelly, 1988, Hallberg &
Lindstrom, 1996}

Las bacterias incoloras de] azufre comprenden una coleccion heterogénea de bacterias con poca
o ninguna relacion taxondmica, morfologia diversa y que sélo tienen enr comiin su capacidad
para oxidar compuestos reducidos de azufre. Actualmente, estd claro que esta capacidad no estd
ligada, necesariamente, con la de crecer autotréficamente, ya que algunas bacterias
sulfoxidantes son esencialmente heterétrofas. En consecuencia, resulta necesario discutir el
metabolismo del azufre y del carbono por separado. Los estudios acerca del crecimiento en
medios sintéticos han permitido identificar diversas fuentes de carbono como por ejemplo
succinato, acetato, propionato y Jactato utilizadas por estos microorganismos, identificando
diferentes grupos de microorganismos de acuerdo a su capacidad para wtilizar distintas fuentes

de carbono.
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Tabla 1 Caracteristicas fisiolégicas de las bacterias sulfoxidantes

Genero y/o especies Donader inorgénico de Rango de pH para el
electrones crecimiento
Especies de Thiobacillus con crecimiento pobre en medios con compuestos orgénicos
T. thioparis H,S, sulfuros,SO, $,05 % 6-8
T. denitrificans’ HsS, 8P, 8,0 6-8
Thiocbacillus neapolitanus SO, SgO;2 6-8
Acidithiobacillus thiooxidans s° 24
Acidithicbacillus Sulfuros metdlicos, S°, Fe** 2-4

Sferrooxidans
Especies de Thiobacillus con buen crecimiento en medios con compuestos organicos

Starkeya novella S,05% 6-8
Thiomonas intermedia $,0:% 3.7
Quimiolitétrofos filamentosos del azufre
Beggiatoa H,S, S20:* 6-8
Thiothrix H,S 6-8
Thioploca' H-S, §° ok
Otros géneros
Thr‘omicmspiraz H-,S, 82032 6-8
Thiosphaera Ha, H3S, $,0:7 6-8
Termothrix' H,S, SO3 5,057 6.5-715
Thiovidum H-S, s? 6-8

! Aerobios facultativos; uso de NO; “‘como aceptor de electrénico anaerobio.
# Una de sus especies es capaz. de usar NO; ~ anaerébicamente.

1.4 Metabolismo del carbono de las bacterias sulfoxidantes

El metabolismo del carbono de las bacterias sulfoxidantes va de un rango de completa
autotréfia hasta la heterotréfia. Los estudios fisioldgicos recientes sobre los géneros
Thiobacillus y Beggiatoa han mostrado que algunas bacterias jucoloras del azufre no sélo
guardan una tipica quimiolitétroffa obligada, sino que pueden clasificarse en un variado
espectro fisioldgico, como se muestraen la Tabla 2A y B.

Los microorganismos mixotréfica son modelos de crecimiento intermedios, bajo dichas
condiciones, cualquier compuesto de azufre podria usarse como fuente de energia adicional para
el crecimiento sobre un compuesto orgdnico. Los organismos quimiolitoheterdtrofos obtienen
energia metabdlica de la oxidacién de compuestos de azufre, pero no pueden crecer
autotréficamente. Recientemente, se han descrito organismos heterdtrofos (incluidos en el

grupo C de la Tabla 2B) que se benefician por otras vias de la oxidacién de compuestos de
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azufre (particularmente de solfuros) El grupo D de bacterias heterdtrofas puede oxidar

compuestos de azufre, pero no se beneftcian de la oxidacidn.

Tabla 2A Clasificacién fisiologica de ias bacterias incoloras del azufre

Tipo fisiolégico Sinénimos Capacidad
Quimiolitoautdtrofos Quimiolitotréfe obligado, Utiliza CO, como dnica
obligados autétrofo obligado, fuente de carbono y es capaz

quimioautétrofo obligado, de obtener energia de la
litotréfo obligado oxidacién de compuestos de
azufre Inorganicos
Quimiolitoautétrofo Quimiolitotréfo faculiativa Puede  crecer  utilizando
facultativos autétrofo facuttativo, ambos CO, o compuestos
quimiocautétrofo facultativo,  orgdnicos como fuente de
litotréfo faculiativo carbono  y es capaz de
Mixoltréfo obtener energia de la

oxidacién de compuestos de
B o _ azufre inorgéanicos
Heterdtrofo Capaz de obtener energia de
la oxidacién de compuestos
inorgdnicos de azufre y
utiliza los compuestos
orgdnicos como fuente de
— T —_ _._..casbono. :
Quimioorganoheterdtreofo Heterdirofo Capaz de oxidar compuestos
de azufre pero incapaz de
obtener energia y utiliza
como unica fuente de
carbono, compuestos
Organicos.

“Quimiolitohelcfétrdfa

Todas las bacterias incoloras de azufre son capaces de oxidar compuestos reducidos de azufre
en la oscuridad, pero no todos los organismos capaces de llevar esta oxidacién caen dentro de
este grupo. Por ejemplo, un nimero de bacterias fototréficas del azufre, tales como las especies
del género Chromatium pueden crecer quimiolitoautotréficamenie bajo condiciones aerdbicas
(Kampf & Pfennig, 1980). También, muchas bacterias heterdtrofas capaces de oxidar
compuestos reducidos de azufre tampoco se consideran dentro de las bacterias incoloras del
azufre. En la Tabla 3, se muestra algunos ejemplos de éstas. En realidad, son muy pocos los

procariontes heterétrofos que pueden obtener energia itil a partir del proceso de oxidacién de
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compuestos inorgénicos. Estos se identifican como verdaderos quimiolitobeterdtrofos (Kelly &

Kuenen, 1984).

Tabla 2B Espectro de los diferentes tipos fisiologicos en las bacterias incoloras del azufre

Fuente de carbono Fuente de energia
Compuestos
Organica reducidode Organica
azufre

Grupos Inorganica Tipos fisiologicos Ejemplos*

(CO2)

Thiobacillus
sajanensis
Thiobacillus
thioparus
Thermothrix
Quimiolitotréfo thiopara
facultativo {mrxetréfos)  Srarkeya
novella
Xylophilus
ampelinus
Paracoccus
Quimioorgancheterétrofo  denitrificans
(heterdtrofo) Beggiatoa
a!ba

A + - + - Quimiolitotréfo obligado

C - + + + Quirniolitoheterétrofo

Inorgdnicos _ Organicos
100 % 50:50 100 %

inorganico a sustratos orgamcos propoxcxonados en el medlo

e T e e e P —— T — ——pr—

*Kelly et al., (2005) Bergey s Manual ofderermmazwe Bactenology
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Tabla 3 Géneros capaces de oxidar compuestos reducidos de azufre no considerados
bacterias incoloras del azuire

Bacterias heterotréficas

Pseudomonas aeruginosa
Marine Pseudomonas spp
Arthrobacter aurescens
Arthrobucter simples
Arthrobacter sp
Streptomyces sp
Flavoacterim sp
Micrococcus sp.

Achcromobacter sp
Mycobacterivum sp.
Pseudomonas fluorecens
Pseudomonas aromatica
Pseudomonas pyocyanea
Pseudomonas putida
Achcromobacter siuizeri
Eschericha coli

Brevibacteriiim sp

1.5 Metabolismo oxidative de compuestos reducidos de azufre

Kelly (1982, 1985 y 1988) report6é que Jos mecamsmos de oxidacion de los compuestos
inorgénicos de azufre presentan diferencias radicales entre las bacterias; sin embargo, con el
desarrollo reciente alcanzado en bioquimica, enzimologia y biologia molecular de la oxidacién
de azufre por bacterias litétrofas obligadas y facultativas se ha constatado la existencia de, por
lo menos, dos vias principales para a oxidacién de compuestos reducidos de azufre.

Esas dos vias se describen a continuacién entre otras:

1.5.1 “La via de oxidacion de azufre del género Paracoccus’e sistema multi-enzimdtico
para la oxidacion de tiosulfato (por sus siglas en inglés TOMES)

Lu et al. (1985), Takakuwa (1992), Kelly et al. (1988 y 1997), Kelly & Wood (2000) y
Ghosh et af. (2005) describieron detalladamente el sistema multi-enzimético para la
oxidaciéon de tiosulfato en Paracoccus versutus (TOMES). Dicho sistema se compone de
varias enzimas peripldsmicas, como son la enzima A, enzima B, cilocromo css;, citocromo c¢ss;
citocromo cssp s y sulfito oxidorreductasa: citocromo ¢ {Figura 2). La enzima A (16 kDa) se
une a un mol de tiosulfato e interactia con la proteina B (61 kDa), citocromos ¢ss; (260 kDa,
contiene de cuatro a cinco grupos hemo) y citocromo cssys {536 kDa, contiene tres grupos
hemo) para producir estequiométricamente sulfato a partir de tiosulfato. Se requiere de los
cuatro componentes del sistema para la oxidacidn del tiosulfato, y cada uno contribuye del 1%
al 2% del total de la proteina de la célula. Los dos componentes multihemo tipo ¢ son

esenciales para el sistema y, aparentemente, funcionan como portadores de electrones en ¢)

26



TOMES para iransferirlos desde la oxidacién del tiosulfalo a los citocromos tipo ¢ nativos
convencionales (de los cuales Paracoccus versutus contiene tres: dos solubles y une unido a la
membrana). El proceso total catalizado por TOMES se lleva a cabo de una manera integrada,
sin que se hayan identificado intermediarios libres. No se ha detectado actividad individual en
ninguno de los cuatro componentes al ser incubados por separade con tiosulfato {sclamente se
ha observado la unién del sustrato con la enzima A sin que aparentemente haya
transformacién). Se cree que los complejos proteina-proteina se forman cuando los cuatro
componentes actiian coordinadamente para llevar a cabo la catdlisis de la oxidacién del
tiosulfato. La falta de cualquiera de los componentes da como resultado la pérdida total de
oxidacién ¢ bien una oxidacién extremadamente lenta. La actividad especifica, en términos de
la proteina total de los cuatro componentes ulilizados, depende del volumen de reaccién. En
volimenes pequefios se han observado valores altos de actividad especifica, lo que
nucvamente €s consistente con la formactdn de complejos proteina-proteina dependiente de la
concentracion.

La enzima B contiene un “cluster” inusual de manganeso (dimérico, acoplado a un espin), el
cual se cree que es un componente clave del centro de reaccidn de la enzima. Una hipdtesis,
ain por confirmarse, sugiere que el centro Mn estd involucrado en la unidn de las moléculas
de agua requeridas como donadores de oxigeno para la conversién de sulfano-azufre (y el
grupo SO3) del uosulfato al sulfato. También podria estar involucrado un cofactor de
motibdeno (Mo} en el funcionamiento de la enzima B, ya que espectrofotométricamente se
han detectado pequefias cantidades de Mo y, ademds, la proteina exhibe espectros de
fluorescencia similares a los de las oxidasas que contienen molibdoproteinas. Se ha observado
que ciertas mutantes de Thiosphaera (ahora renombrada Paracoccus) pantotrophus, una
especie relacionada, tienen dafiada su capacidad de oxtdacién de tiosulfato (asi como de
formiato y xantina). Estas mutantes son ineficaces en la sintesis de un cofactor de molibdeno
requerido para la oxidacién de estos compuestos. Se han identificado los genes que codifican
para ia oxidacion de azufre en Paracoccus denitrificans y la enzima B de Paracoccus versutis
¢s idéntica al producto del gen soxB de Paracoccus denitrificans. Esto ha permitido una mejor
comprension de la estructura de la proteina, la cual se piensa que es un monémero con un peso

molecular de 61 kDa (Wodara ef al., 1994).
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Fig. 2 Mecanismo propuesto de oxidacién de tiosulfato (TOMES) de

Paracoccus versutus (Kelly ef al., 1997).
1.5.2 “La via del intermediario S/’ (o S4I) (involucra politionatos)
Caracterfstica de quimiolitétrofos obligados (p. e). Thermithiobacillus tepidarius,
Halothiobacillus neapolitanus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans)
y especies facultativas, tales como Acidiphilium acidophilus y Thiobacillus aquaesulis. Todas
pueden producir y oxidar tetrationato cuando crecen en presencia de tiosulfato (Figura 3).
Kelly et al (1997) estudiaron la oxidacién de tiosulfato marcado (358) por Thiobacillus
neapolitanus y mostraron los diferentes intermediarios que se detectaron. Una secuencia de las
reacciones llevadas a cabo por este microorganismo se puede observar en la Figura 3. En
muestras que se tomaron entre los 4 y 5 minutos, el dnico tiosulfato presente derivé
exclusivamente del grupo *S de (*S —S03)* (donde * sefiala la posicién del 355). La formacién
de tritionato fue mayor a partir de la forma (*S —SQ3)*" que de la forma -S —*SO3 y terminé
cuando se agoto el tiosulfato marcado. La degradacién del tritionato derivado de -8 —*SO1" no
mostré movimiento del atomo de S marcado. Sin embargo, con (*S ~SO3)* se present6 un
marcado progresivo del grupo - SO3™ del -*S, que alcanzd su maximo valor en el tiempo en el
que se agotd el tiosulfato. Mientras que estas observaciones no excluyen la posibilidad de

participacién del azufre elemental como un intermediario en la oxidacién del [S-] del
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tiosulfato y, al mismo tiempo, no hay evidencia directa que expligue el mecanismo de
conversién de [S-] a [-SOs)], una explicacién alternativa puede ser la produccién de [S-S-
SNk por una reaccién de condensacién catalizada por una enzima entre el tetrationato
(producto de la oxidacién de tiosulfato) y el tiosulfato.

Cuando Halothiobacillus neapolitanus oxida *S —SQs en presencia de azufre ¢lemental no
marcado, el *°S no puede ser recuperado de la “trampa” de exceso de azufre elemental, aunque
ambos sustratos se oxidan simultdneamente y la marca se distribuye entre los grupos —S y —
SO; del tiosulfato y tritionato, igual que lo hace en ausencia de azufre. Esto no excluye la
posibilidad de encontrar el azufre elemental intracelular como un intermediario, pero se puede
inferir que el azufre externo entra a la célula en una forma soluble que posteriormente no
puede ser intercambiada con azufre que estd fuera de la célula.

Estos datos sirven para mostrar que no hay una manera simple de probar la verdadera

naturaleza quimica de los intermediarios de la oxidacién inorgénica del azufre.
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Fig. 3 Mecanismo propuesto para la oxidacién de tiosulfato por
Thermithiobacillus tepidarius (Kelly et al., 1997).
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1.5.3 Via de oxidacion del sulfito a sulfato

Para Ja oxidacién del sulfito a sulfato se han postulado dos diferentes vias. Una es la oxidacidn
de SO;Z' a SO, que depende de la enzima sulfito oxidasa. La enzima sulfito oxidasa
transfiere directamente electrones desde el SO; 7 al citocromo ¢, y 1a produccién de ATP se
realiza durante e] transporte de electrones y la formacidn de la fuerza motriz de protones
(Figura4 a y b).

La otra via se presenta en algunos quirniolitotréfos del azufre que oxidan SO; > a SO ¥ a
través de la enzima adenosina-3-fosfosulfato reductasa (APS), enzima critica en el
metabolismo de las bacterias sulfato-reductoras (por que activa al SO, * antes de ser
metabolizado) (Figura 4a). Bsta reaccién, cotre en direccion a la produccién de SO,* por
quimiolitotréfos del azufre, originando un enlace fosfato de alta energia cuando el AMP es
convertido a ADP (Figura 4a).

Cuando el tiosulfato es el donador de electrones en los quimiolitotréfos del azufre, éste se
separa en st y SO; > y ambos pueden eventualmente ser oxidados a SO 2 Todos los
electrones provenientes de los compuestos reducidos de azufre llegan al sistema de transporte
de electrones, como se muestra en la Figura 4b. Dependiendo del potencial de oxidacién Eo”
acoplado, a los electrones entre la flavoproteina (Eo'= -0.2) o a nivel de citocromo ¢ (Eo'=
+0.3) son transportados al O, generando asi una fuerza motriz de protones que conduce a la
sintesis de ATP mediante la ATPasa. Los electrones para la fijacion autotrdfica de CO; vienen
del flujo inverso de electrones que eventualmente produce NADH, y el CO; se fija en realidad

por la via del ciclo de Calvin (Figura 4b).
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Fig. 4 Oxidacion de compuestos reducidos de azufre por microorganismos quimiolitotréfos
a) Pasos en la oxidacién de diferentes compuestos. Via de la sufuro oxidasa.
b) Electrones provenientes de los compuestos de azufre que alimenta la cadena
respiratoria {imagen obtenida de Madigan et al, 2000).
Con ]a caracterizacién del sistema multienzimatico Sox, de la alfaproteobacteria Paracoccus
pantotrophus (Rother et al.,, 2001) y la identificacién de los genes respectivos en el genoma

de otras bacterias qumiolitotréfas o fotétrofas se plantea el cuestionamiento de que sea un

mecanismo comtin en bacterias (Friedrich ef al., 2001; Friedrich ef al., 2005).
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1.6 Energia de oxidacion de compuestos reducidos de azufre

Una considerable variedad de microorganismos conservan energia de las oxidaciones
quimilitotréfas. Los mejor estudiados son las especies de Thiobacillus, pero existe
informacién sobre el crecimiento de Thiomicrospira, Sulfolobus, Beggiota, algunos fotdtrofos
oxidantes de tiosulfato incluyendo a Thiocapsa y Chromativen 'y algunos heterdtrofos
oxidantes de hidrégeno incluyendo a Paracoccus denitrificans, los cuales pueden crecer
autotréficamente en la oscuridad utilizando como sustrato los compuestos reducidos de azufre
(Tabla 1). Esto indica una unidad bioquimica respiratoria bésica, en la cual se presenta una
gran diversidad de sistemas enzimdiicos oxtdantes de azufre por medio de las cuales estas
bacterias son capaces de generar electrones y obtener energia para su crecimiento. las

oxidaciones mejor estudiadas de acuerdo a Kelly (1990} son:

H.S +2 O —>H,S0, AG®’= -733 kJ/ mol
S;0:% + 20, + H,O—> 280, + 2H" AG® = -739 kJ/ mol
S40s7 +3% 0, + 3H,O0——> 480, + 6H"  AG®*’=-1245kJ/ mol
Sy + 120, + 8H,0——— 8 H,SO, AG®’= -389 kJ/ mo)
HSO; " + %0, ———*S0,> + H* AG®’= -217 kJ/ mol

Algunos Thiobacillus e Hyphomicrobia metilétrofas son capaces de derivar energfa
quimiolitotréfa de la oxidacién de azufre inorgénico; también son capaces de oxidar el azufre
de sulfuros metilados. Asimismo, en condiciones anaercbias algunos Thiobacillus y
Thiomicrospira denitrificans pueden acoplar la oxidacién de azufre inorgdnico con la

reduccién completa o parcial de nitrégenc molecular (Robertson & Xuenen, 1991).
58,05 + 8NO3 + H,0 ——> 10S0,* +4N," + 2H*  AG®’= -750 kJ/ mol

1.6 Importancia de las comunidades microbianas del azufre en los biotratamientos

Las comunidades microbianas poseen un gran potencial, ya que llevan a cabo procesos
importantes para el manienimiento de la bidsfera, soportando la vida de muchos otros
organismos y degradando contaminanles antropogénicos. Este potencial es explotado en los

procesos biotecnolégicos para el tratamiento de aguas residuales, por ejemplo. Los
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microorganismos con capacidad de adaptacidn a estos ambientes extremos, como los
microorganismos extreméfilos, son los mas adecuados para ser aplicados directamente en
dichos tratamienlos. Recientemente se ha descrito un amplio rango de bacterias sulfato
reductoras, tanto autotréficas como heterotréficas, capaces de crecer en condiciones extremas.
Estas incluyen terméfilos: Thermodesulfobacterivom huragerdense y Thermodesulfovibrio
islandicus (Sonne-Hansen & Ahring, 1999), psicrofilicos: Desulfofrigus fragila, Desulfofaba
gelida y Desulfotalea psychrophila (Knoblauch ef al, 1999), haldfilos: Desulfobacter
halotolerans (Brandt & Ingvorse, 1997) y alcalofilos: Desulfotomaculum alkliphilum;
{(Pikuta et al., 2600), asi como tambjén sulfoxidantes (Tablas 1 y 3).

En los tratamientos bioldgicos pueden emplearse cultivos puros y mixtos inmovilizados de
microorganismos fototréficos, heterotréficos y autotréficos (Monticello, 2000). Para ¢l caso
de la desulfuracién biolégica se tienen varios ejemplos:

La cepa de Pseudomona putida CHI1 aislada desde aguas residuales agricolas con un pH
Sptimo entre 6 y 8, se empled para el tratamiento de gases con sulfure de hidrégeno y el
principal producto metabélico de su oxidacidn fue azufre elemental. Cuando fue inmovilizada
en alginato de calcio, las células exhibieron una alta eficiencia de remocién del sulfuro de
hidr6geno, que excedieron al 96 %, a concentraciones de sulfuro de hidrégeno desde 10 hasta
150 partes por millén (ppm). Por tanto, dicha cepa inmovilizada tiene un alto potencial para
ser usada como agente para la remocién del sulfuro de hidrégeno (Valencia, 2002). |

En otros trabajos se utilizaron Pseudomonas. putida (S1), Citrebacter sp. (S4) y Enterobacter
sp. (S5) observando la decoloracidn del efluente en un 97 %, la reduccién de la DBO, DQO,
compuestos fendlicos y el sulfuro de hidrégeno, este dltimo hasta un 96.67 % en 24 horas de
aireacién. El cultivo de estas tres bacterias fueron inmovilizadas en cerdmica porosa
obteniéndose remociones del sulfuro de hidrégeno de 99.8 % después de 48 horas (Valencia,
2002).

Se han empleado cultivos puros de células de Thiobacillus thiocoxidans JCM 7814 utilizando
como agente tampdn el citrato de sodio. El sulfuro de hidrégeno fue removido bioldgicamente
a una velocidad mdxima de oxidacién a 0,84 milimolar de H,;S por gramos de célula (mmol-
H,S (g)/g célula), una concentracion de citrato de 0,2 g/mol. El tiempo de retencién fue de 30

minutos.
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Por otro lado, en un rector de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB) v un equipo para }a
desulfuracién del biogds se empled vinazas de destilerias tratadas, residuales azucarero y
albafial como fuentes de microorganismos sulfoxidantes. Al caractenzar la microbiota
mediante su aislamiento e identificacidén. Se encontraron diferentes tipos de bactenas,
levaduras y hongos filamentosos como Alcaligenes spp., Bacillus panthotenticus, Geotrichum
candidum, Aspergillus wentii, Aspergillus versicolor y Penicilium melinii capaces de utilizar
los compuestos reducidos de azufre lo que indicd una participacion activa en el proceso de
desulfuracién del biogds (Vergara, 2002). Por tanto, dichas cepas tiene un ajto potencial para
ser usadas en cultivos axénicos como agente para la remocidn del sutfuro de hidrégeno.
Entonces, de acuerdo con lo anteriormente sefialado el estudio de la estructura y composicion
de las comunidades bactertanas sulfoxidantes en los procesos biotecnoldgicos es importante
para entender los mecanismos de oxidacidn bioldgica de los compuestos reducidos del azufre,
asi como las condiciones que hagan mds eficientes dichos procesos. Ademds, la diversidad
microbioldgica presente en los reactores ofrece una gran oportunidad para el desarrolio de
nuevos procesos biocatalfticos que pueden ser usados en la produccidn microbiolégica de

quimicos y polimeros (Monticello, 2000).

1.8 Procesos biolégicos para eliminacién de compuestos de azufre

Los tratamientos biolégicos tienen una aplicacion diversificada; se han utilizado en el
tratamiento de corrientes de atre contaminadas con sulfuros, asi como también en corrientes de
aire con sulfuro, bisulfuro y compuestos organicos voldtiles de azufre (COVS). Dichos
procesos biolégicos han cobrado cada vez mayor interés, ya que se han aplicado a nivel
industrial con resultados exitosos (Revah & Ortiz, 2004).

En el caso del tratamiento de gases contaminados, incluido ef “biogds (metano, CO, y H,S
principalmente)” proveniente de aguas contaminadas con sulfato, sulfuro, bisulfuro y COVS
los sistemas que se han utilizados son principalmente biofilicos v biolavadores de lecho
escurrido (BLE) (Vasquez-Murrieta, 2000) (ver apéndice A). Por otro lado, en muestras
acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se han implementado diversos

tipos de reactores de tanque agitado (Buisman ef al.,, 1989; Janssen, 1996) como los reactores
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de lecho flujdificado inverso (Gommers ef al, 1988); asi como disefios de reactores que
optimizan la recuperacion de azufre elemental (Janssen ef al., 1997).

Los biorreactores de culuivo axénico y alimentados en forma continua, consisten de un sistema
abierto, donde la solucién nutritiva estéril se adiciona continuamente con la ayuda de una
bomba peristaltica, y una cantidad equivalente se saca stmultdneamente del sistema. Entre las

distintas clases de fermentaciones continuas pueden distinguirse dos tipos:

a. Reactor de tanque agitado: también conocido como de mezcla completa (CSTR, por sus
siglas en inglés), es uno de los reactores que tradicionalmente se han usado ya que garantiza
que la composicion sea la misma en cualquier punte del reactor, Este tipo de reactores pueden
operar de tres diferentes formas, en forma discontinua, discontinua alimentada (fed-batch) y
continda. lLos reactores de tanque agitado son equipos cilindricos con un sistema de
homogeneizacién, de tipo mecdnico. Este es utilizade como un guimiostato ¢ como un
turbidostato, En el quimiostato en estado de cquilibrio, el crecimientio de las células se
controla ajustando la tasa de dilucién (Figura 5A). Cualquier substrato que se¢ requiera
(sulfuros metdlicos, tiosulfato, compuesto nitrogenado, sales, O;) puede ser utilizado como
substrato limitante. En e} tdrbidos tato el crecimiento de las células se mantiene constante
utilizando la turbidez para controlar la concentracién de biomasa y la velocidad de

alimentacién de la solucion de nutrientes se ajusta de forma apropiada (Figura 5B).

FProdurcho

Fig. 5 Fermentacién continia en el quimiostato (A); turbidostato (B) y reactor de flujo de
tapén (C) (Vasquez-Murrieta, 2000).

b. Reactor de flujo ascendente. En este tipo de reactores donde el medio de cultivo fluye sin

mezclado (Figura 5C). A la entrada del reactor las células deben afiadirse continuamente

35



jento con la solucidn de nutrientes (generalmente como un flujo que se revierte de una

desviacion desde la salida del fermentador o desde una segunda fermentacién contipua).

Reactor de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB) fue desarrollade inicialmente para
procesos de digestion anaercbia (Lettinga ef al., 1980). Este reactor ha tenido gran aceptacién
mundial debido a que ha sido aplicado con €xito a una gran variedad de aguas residuaies
industriales y municipales, asi como por su facilidad de operacidn, instalacién compacta y
menor costo (Lettinga, 1995). Su funcionamienio se basa en la formacién de lechos
bioldgicos, constituidos por microorganismos aglomerados en forma de granujos o fléculos
que permanecen en el reactor. La cama de lodo se compone de granulos con un didmetro de
0.5-2 mm. Esto implica que el lodo granular tenga una gran actividad biolégica y una
excelente capacidad de sedimentacién, a fin de evitar que sea evacuado por el flujo ascendente
del agua y salga del reactor. Debido a la gran cantidad de microorganismos que logra
contener, este tipo de reactores permite la utilizacién de caudales allos sin pérdida de
eficiencia de eliminacién de nutrientes En la parte alta del reactor, la fase acuosa se separa de
la fase sélida y gaseosa en un separador de tres fases. El separador de tres fases generalmente
es una tapa del depésito de gas con un cono arriba de él. Debajo de la tapa del depésito, se
colocan unos deflectores para conducir el gas hacia la abertura de la tapa del deposito (Figura

6).

Fig. 6 Reactor de lecho de lodos de flujo ascendente
(UASB)".

*Imagen obtenida de
hitpfAwww vasbh org/ REACTORS/Reactor_case_studies him
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Reactor de lecho fluidificado inverso (RLIT) en este 1ipo de reactores se utilizan particulas
de menor densidad que el agua (nylon, poliéster y polietileno) como soporte (por esta razén
flotan). Las particulas son fluidificadas por un flujo descendente del liquido. El flujo de gas
(generado por el proceso o inyectado) y el liquido que esta en direccidén opuesta, ayuda a Ja
expansion del lecho (Garcia-Calderon ef al., 1998; Beristain-Cardoso et al., 2006), mientras
la biomasa flota los sulfuros metélicos sedimentados pueden recuperarse facilmenie en el
fondo del reactor (Figura 7). Una de las posibles desventajas de estos reactores se encuentra
en el periodo de arranque debido at dificit desarrollo de la biopelicula en el soporte. Meraz ef
al., (1995) menciona que puede variar de 60 a 100 dias. En el apéndice A se explican las

ventajas y desventajas de dichos reactores.
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Fig 7 Reactor de lecho fluidificado inverso (LFI)*
*Imagen obtenida de Renganathan & Krishnaiah, (2004)

1.9 Métodos moleculares para el estudio de comunidades microbianas y sus especies
Durante el dltimo siglo se ha dependido del aislamiento y cuitivo de los microorganismos para

su idenuficacién. Estos han sido caracterizados tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto
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de propiedades celulares observables, como su morfologia, propiedades fisioldgicas y por la
estructura de sus componentes celulares. La necesidad de cultivar los microorganismos para
identificarios ha limitado la comprension de la diversidad microbiana, ya que ahora se sabe
que mds del 90 % de los microorganismos en los ambientes naturales no pueden ser cultivados
usando las técnicas tradicionales (Amann RI & Kuhl M, 1998). En los Glumos afios se ha
incrementado el conocimiento de la diversidad microbiana en comunidades complejas debido
al uso de métodos moleculares que no requicren el cultivo de microorganismos.
Los métodos moleculares empleados en el andlisis de comunidades microbianas permiten
obtener mds informacién sobre aspectos relacionados con la ecologia microbiana ambiental
como la diversidad, relaciones filogenéticas y evolutivas, estructura y funcién de las especies
individuales. Sin embargo, el vso de técnicas de biologia molecular por huejla genética tales
como, electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante/electroforesis en gel con gradiente
de temperatura (por sus siglas en inglés DGGE/TGGE), polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (por sus siglas en inglés RFLP), analisis de restriceién de DNA-
ribosomal amplificado (ARDRA) y el uso de productos de PCR fluorescentes no resultan ser
perfectas: cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas. Por ello, una combinacién de
diferentes técnicas de biologia molecular, métodos microbioldgicos tradicionales y métodos
para determinar los pardmetros ambientales guiardn a un entendimiento del rol de los
microorganismos en el ambiente (Olive & Bean 1999).
Para el presente trabajo se emplearon las siguientes técnicas las cuales son descritas con mayor
profundidad

»  Hibridacion DNA-DNA.

* Porceniaje de guanina y citosina (% G+C) del DNA.

»  Aislamiento del gen del rRNA 1065 y andlisis de la secuencia.

» Andlisis de Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).

»  Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE).

» Electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE).

o Andlisis de DNA polimdrfico amplificado al azar (RAPD.

o  Hibridacion fluorescente in situ (FISH).
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Estudios del genoma completo

1.9.1 Hibridacién DNA-DNA

La hibridacién de DNA se basa en varios principios. En primer lugar, el calentamiento del
DNA hace que se desnaturalice, ya que los puentes de hidrégeno se rompen y permite que las
dos cadenas de la doble hélice se separen. En segundo lugar, si el DNA se¢ enfria, los puentes
de hidrégeno se reconstituyen y las dos cadenas senciltlas se reasocian, es decir, se unen de
nuevo (Izquierdo-Rojo, 1999). Finalmente, si se mezclan cadenas sencillas de DNA de
diferente procedencia, se reasociardn en aquellas regiones en las que las secuencias son iguales
o semejanles, creando un hibrido. Por consigutente, el grado de reasociacion es un indice
cuantitative de la semejanza de las secuencias de bases en el DNA de ambas procedencias. La
hibridacién del DNA es simple y precisa, pero liene un gran inconvenienle; para que se
efectiie una hibridacion, las dos muesiras de DNA (y en consecuencia los organismos de los
que se obtuvieron las mismas) deben ser semejantes es decir, del mismo género y para
determinar Jas relaciones mds distantes entre familias y domimos se requiere conocer las
secuencias de bases del DNA o RNA con exactitud.

La hibridacién del DNA puede también utilizarse para identificar un organismo en particular,
determinando si un pequefio fragmento especifico de DNA, denominado sonda, hibrida o no
con alguna fraccidn del DNA del organismo desconocido. Las sondas del DNA se seleccionan
para que hibriden selamente con el DNA de organismos especificos. Las sondas se marcan
con up itomo radiactivo, de manera que la hibridacién puede ser detectada facilmente (Arahal
et al., 1999, Arahal ef al., 2001).

Preparacién de DNA radiocactivo

E]l DNA no radioactivo puede ser marcado con diversos isdtopos radioactivos por técnicas in

e

vitro. Una de ellas es la llamada “nick translation”. Nick se refiere al corte por una
endonucleasa de una de las uniones desoxiribosafosfato en una de las cadenas del DNA,
creando un grupo libre oxhidrilo 3. A continuacion, una segunda enzima presente en la
mezcla, DNA polimerasa 1, agrega nucleétidos de la solucién al grupo 3°, pero en virtud de
que esta enzima tiene actividad exonucleotidica en la direccién 5" — 3°, traslada el “nick” en
esa direccion, al mismo tiempo en que lo va reparando por incorporacion de nucledtidos a la

solucidn. El “nick” se va trasladando y de allf el nombre del proceso. Nicks ocurren al azar en
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distintos puntos de la cadena de DNA y si en la solucién se tienen nucleéiidos radioactivos, la
reparacion resuita en incorporacién de estos. Para que la reparacion ocurra sin interrupciones,
los 4 nucledtidos, en forma de trifosfatos, deben estar presentes. Por razones de costo uno, o0 a
lo sumo dos, son agregados en forma de compuestos radioactivos, La reaccién se detiene por
enfriamiento y el DNA se separa de los nucledtrdos libres haciéndolos pasar por una columna
de Sephedex G50 (MC Marquez-Marcos comun. pers.)

La manera mis segura de practicar el método de nick translation es usar kits comerciales de
reactivos preparados, porque de esa manera no se pierde tiempo en el cdlculo de la actividad
de las enzimas o la preparacion de los reactivos. Estos kits incluyen todos los elementos
necesarios, menos el nucledtido radioactivo. Esto se debe principalmente ai hecho de que cada
técnica para la que se requiere el DNA radioactivo requiere de un isétopo diferente. Para
estudios de homologia de DNA *H es el is6topo més adecuado y también el menos peligroso
{MC Mairquez-Marcos comun. pers.)

Hibridacion con DNA inmovilizado en membranas de nitrocelulosa

El DNA de la cepa que se toma como referencia es desnaturalizado por el calor y luego es
pasado por una membrana de nitrocelulosa, que retiene el DNA desnaturalizado y no el nativo,
de doble cadena. La membrana se seca, se¢ fracciona en trozos de tamafio uniforme
(concentracion de DNA= 50 microgramos de DNA/cm?2), y €stos se usan en el experimento de
hibridacién. Primero se Jos trata con una solucién que ayuda a reducir la adsorcién
inespecifica del DNA a ia membrana (mezcla Denhardt) y tuego se sumergen individualmente
en mezclas de reaccién conteniendo DNA radioactivo proveniente de la misma cepa que el
immovilizado, y DNA *“fri6” de una cepa a comparar con la de referencia, ¢ sea, con la de la
membrana. Los dos DNA en solucién han sido previamente sometidos a la sonicacién, para
reducir su peso molecular y han sido desnaturalizados por el calor,

En las condiciones descritas, el DNA radjoactivo tiende a hibridarse con su homologo en la
membrana, mientras que el segundo DNA, que es aiadido en considerable exceso, tiende a
interferir con Ja hibridacién, y lo haré tanto mds efectivamente cuanto més parecido es al DNA
de referencia. En otras palabras al final de la incubacién la membrana estard muy radioactiva
en ¢l caso de que el DNA competidor y el de referencia son muy distintos, y viceversa (MC

Mirquez-Marcos comun. pers.).
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La mezcla de hibridacién puede contener compuestos como formamida, que baja el punto de
fusion del DNA y permiten conducir la hibridacién a T° relativamente bajas. De cualquier
modo. la T* de hibridacién que se recomienda es de 25 °C por debajo del punto de fusién (Tm)
del DNA de referencia. La adicion de formamida es particularmente convenienie en
experimentos de hibridacién de DNA de alto contenido en G+C, que tienen alto punto de
fusién, para evitar excesiva pérdida de DNA de los filtros (MC Marquez-Marcos comun.
pers.).
Medida de la radioactividad:=(X-Y/X-Z) x 100
X= radio actividad retenida sin competidor
Y= radioactividad retenida con competidor heterélogo

Z= radioactividad retenida en presencia de competidor homélogo

Torsvik et al. (1990) exploraron esta técnica y probaron, si la reasociacion del DNA
proveniente de ta mezcla de organismos del suelo podria proveer una medida de la diversidad
genémica, encontrando que la mayor parte del DNA aislado de la fraccién bacteriana es muy
heterogéneo, con un Cot y, (coeficiente de reasociacién al 50%) de 4600, cquivalente a 4,000

genomas completamente diferentes de las bacterias del suelo.

1.9.2  Porcentaje de guanina y citosina (% G+C} del DNA

La determinacion del porcentaje de G+C se fundamenta en que en un DNA, |a proporcién de
pares de bases constituidos por guanina y citosina (G-C), en oposicion al par adenina-timina
(A-T), puede variar ampliamente, dependiendo del origen del DNA. Por convenio, la
proporcidn de bases G-C se expresa como moles por ciento de guanina mds citosina, 0 %
G+C, que indica €] porcentaje, respecto del total, de pares de bases que son G-C. Por ejemplo,
si el tanto por ciento G+C de una muestra de DNA es 40, el 40 % de los pares de base son G-C
y etrestante 60 % son pares de A-T (Madigan et al., 2003).

El porcentaje de G+C del DNA afecta a sus propiedades ffsicas; puesto que los pares de G-C
se unen mediante tres puentes de hidrégeno y los pares de A-T se unen por dos, los valores
elevados de % G+C indican que las dos cadenas del DNA se encuentran unidas por mds

puentes de hidrégeno, haciendo que sea més dificil de fundir, o separar mediante
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calentamiento. EI punto de fusién del DNA, o temperatura a la cual las cadenas se separan,
puede, por tanto, utilizarse para determinar el % G+C (Izquerdo-Rojo, 1999).

Los valores de % G+C se utilizan para determinar el parentesco de los organismos. Estos
valores varfan incluso mds ampliamente en mMICroorganismos que en eucariotas superiores.
Pero las variaciones en los valores del % G+C que se dan en una especie son pequedias y las
que se dan en un género son sélo un poco mayores. Asi, organismos estrechamente
relacionados tienen valores de % G+C semejantes. Sin embargo, valores semejantes de %
G+C no demuestran que dos organismos se encuentran estrechamente relacionados, ya que el
% G+C no esta relacionado con las propiedades de codificacién del DNA. Por gjemplo, la
especie humana y Baciflus subtilis tienen valores de % G+C casi idénticos (MC Marquez-
Marcos comun. pers.).

El contenide G+C se utiliza a veces para clasificar organismos en taxonomia. Por ejemplo, las
Acrtinobacterias se caracterizan por ser “bacterias de G+C alto”. En Streptomyces coelicolor el
G+C es del 72%, en la levadura Saccharomyces cerevisiae del 38%, mientras que en el
Arabidopsis thaliana es del 36%. Debido a la naturaleza del cddigo gendtico, es virtualmente
imposible para que un organismo tenga un genoma con un contenido G+C que se acerque al
0% o a 100%. Una especie con un G+C extremadamente bajo es Plasmodium faciparum (G+C
~20%), y en estos casos es generalmente comin referirlos como A+T altos en vez de G+C
bajos (Madigan ef al., 2003).

Holben et al. (1993) reportaron un método para obtener el perfil de una comunidad bacteriana
estudiando el porcentaje de guanina y citosina (% G+C) del DNA. El colorante bis benzamida
se une preferentemente a los pares de bases del DNA (A-T), alterando su densidad de
flotacién. Por ejemplo: el DNA obtenido a partir de una comunidad bacteriana es mezclado
con el colorante y sometido a centrifugacion en gradiente de densidad. Las bandas de DNA se
separan segin su contenido en % G+C. El perfit del gradiente es registrado y refleja las
proporciones relativas de microorganismo con diferente contenido de % G+C en la muestra. El
gradiente puede ser extraido y cada fraccién analizarse mds adelante por la reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) o estudios de reasociacion.

El contenido en porcentaje de G+C proporcionan informacién sobre toda la comunidad, la

informacién concerniente al tipo o identidad de las poblaciones presentes no es obtenida de
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esta forma. Este problema puede superarse mediante el andlisis de los genes que codifican el

TRNA.

1.9.3 Estudios de genes blanco

Los ribosomas, los operones ribosomicos y el gen rrs (Rodicio & Mendoza, 2004)
Los ribosomas son estructuras complejas, altamente especializadas, que utilizan los

organismos para el proceso de sintesis de proteinas. El ribosoma bacteriano tienc un
coeficiente de sedimentacién de 70S (expresado en unidades Svedberg), y puede disociarse en
dos subunidades, la subunidad grande (50S) y la subunidad pequenia (30S). Cada subunidad es
un complejo ribonucleoproteico constituido por protefnas ribosémicas y moléculas de TRNA
especificas.

La subumidad 308 contiene ¢l rRNA 16S y 21 proteinas diferentes (numeradas desde S1-S21,
donde S procede de small), mientras que la subunidad 50S contiene los tIRNA 58 y 238 junto
con 34 proteinas (L1-L34; L, large).

En bacterias, los genes que codifican los RNA ribosomales estan organizados en operones
(conjunto de genes que se transcriben a partir de la misma regién promotora). Cada operén
ribosémico (rrn Figura 8) incluye genes para los tRNA 23S (rrl), 168 (rrs) y 58 (rrf),
separados por regiones espaciadoras o intergénicas (IG), y contiene ademds genes para uno ¢
mas RNA de transferencia (tRNA). El producto de la trascripcién del operdn a partir de dos
promotores, P1 y P2, situados en la regién anterior a rrs, serd procesado por la enzima
RNAasa I mediante cortes en sitios especificos que separan las mres clases de tRNA, el/los

tRNA y los IG.

P1P2 1G IG

b ] >C

rrs rrl
rrf

Yy—v"

Fig. 8 Representacién esquemadtica del operén ribosémico (rm), donde se muestran los
genes estructurales de los tres tipos de rRNA (rrs, rrl y rrf), los promotores P1 y P2, y las
regiones intergénicas (1G).
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El rRNA 168 es un polirribonuciedtico de aproximadamente 500 nt, codificando por el gen
rrs, también denominado DNA ribosomal 165 ({\DNA 16S5), a partir de cuya secuencia se
puede obtener informacion filogenética y taxondmica. Como cualquier secuencia de
nucledtidos de cadena sencilla, el TRNA 16S se pliega en una estructura secundaria,
caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, alierando con regicnes de cadena
sencilla (Figura 9). Los tRNA SSU (del inglés, small subunit) se encuentran altamente
conservados, presentando regiones comunes a todos los organismos, pero contiene ademids

variaciones que se concentran en zonas especificas (Figura 9).

Fig. 9 Estructura secundarta del rRNA 16S (imagen tomada de Neefs ef al., 1990) Las
hélices comunes a todos los seres vivos, denominadas hélices universales, se numeran de |
a 48, en orden de aparicién a partir del extremo 5°. Las hélices especificas de procariotas
se indican con Pa-b, donde (a) es el nlmero de la hélice universal precedente y (b) el
nimero de serie. Las regiones relativamente conservadas se presentan en negrilla. Las
regiones variables, en lineas finas, se designan V1-V9, teniendo en cuenta que V4 es
exclusiva de eucariotas. Las regiones que se muestran en lineas discontinuas sélo estén
presentes en un nimero limitado de estructusas.



El andlisis de 1a secuencia de los genes del IRNA 16S de distintos grupos filogenéticos reveld
la presencia de una secuencia caracteristica que se denomina oligonucledtidos firma (Woese et
al, 198S). Se irata de secuencias especificas cortas que aparecen en todos (o en la mayor
parte) los miembros de un determinado grupo fijogenético, y nunca (o solo raramente) estan
presentes en otros grupos, incluidos los mds proximes. Por ello; los oligonucledtidos firma
pueden utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo.

El niimero de copias del operén ribosdmico por genoma bacteriano varia considerablemente,
de | a 15, siendo relativamente constanie a nivel de especie, género e inclusive familia
(Klappenbach ef al., 2001). Entre las copias de los genes del rRNA 16S codificadas por un
mismo genoma se ha detectado un cierto grado de heterogeneidad (denominada
microheterogeneidad). Ademds, diferentes autores encontraron varabilidad intragenémica
entre los genes del TRNA 16S de otras bacterias lo cual tiene importantes implicaciones
pricticas para la identificacién. Sin embargo en la mayorfa de los casos, todas las copias del

rRNA 16S de un organismo son idénticas o casi idénticas (Marchandin ef al., 2003).

1.9.4 Aislamiento del gen del rRNA 1685 y andlisis de la secuencia

Se extrae el DNA total de las muestras, y el gen del tTRNA 16S es amplificado por PCR, los
productos son clonados dentro de un pldsmido o vector apropiado. Una colonia desarrollada
sobre un medio de cultivo selectivo contiene sélo un gen del rRNA 16S insertado (clonado);
ademds, representa un gen del rRNA individual presente dentro del total de la poblacién
(representa a la clona de la poblacion). Para distinguir entre cada uno de ellos de manera
ripida es necesario mapear. Para mis detalles de estudio las clonas son secuenciadas y la
informacion es utilizada para determinar la diversidad de especies y la identidad de las clonas
(Ward ef al., 1990), dado gue cada clopa actia como un biomarcador de una célula
individual. Los organismos que mas predominan o dominan tienen la oportunidad de mayor
representacidn entre las clonas.

Las técnicas comiinmente adoptadas con rRNA 168 para el estudio de la diversidad dentro de

una comunidad microbiana natural son las siguientes:
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1.9.5 Andlisis de RFLP
Mediante PCR se amplifican los genes del rRNA 16S produciendo una mezcla de productos

diferentes de tamaiio similar. La mezcla es digerida con enzimas de restriccion que cortan el
DNA en secuencias especificas, y posteriormente ¢s analizada por electroforesis en gel de
agarosa, que separa los fragmentos del DNA de acuerdo a su tamafio. El patron de bandas asi
generado se emplea para determinar la complejidad de la comunidad oﬁginai (Hicks et al.,
1992). En esta aproximacién, muchas muestras pueden ser procesadas y se requiere un solo
analisis en gel para cada comunidad. Sin embargo, no se puede obtener informacién para

identificar especies similares. La resolucion del método no se ha determinado totalmente.

1.9.6 Andlisis por DGGE

En este método, los fragmentos amplificados por POR son separados una de otre de acuerdo al
elemento principal de su composicion en €l DNA es decir, al contenido de A+T y G+C. Asi
los fragmentos, a medida que migran a fravés de un gel, se van despaturalizando como
consecuencia de un gradiente lineal de formamida/urea (sustancias desnaturalizantes que
reaccionan directamente con las bases e tmpiden su apariamiento). Los productos de PCR con
ligeras diferencias en su composicién de nucleétidos, se localizardn, en diferentes posiciones
del gel, produciendo vn patrén de bandas, que reflejard la diversidad de secuencias dentro de
los productos de PCR.

Inicialmente, el DGGE fue desarrollado para identificar mutaciones en genes especificos.
Muyzer et al., (1993) lo usaron para diferenciar los productos provenientes de los genes del
fRNA 168, donde los productos de las especies fueron identificados en longitud y por
diferente composicién de secuencia. También permite obtener informacién sobre la diversidad
de la secuencia de una amplia variedad de genes que productos de PCR de un tamaiio similar.
Ademds, resulté ser una alterpativa interesante para el andlisis de sitios empleados por
enzimas de restricciéon, o secuenciaciéon de DNA, Jos cuales son comdnmente usados para
diferenciar productos de PCR y tamizar bancos de clonas del rRNA ]6S (Berthier ef al,
1993; Bernier et al, 1994 y Laguerre et al, 1994). El método también se ha aplicado al
andlisis directo de comunidades microbianas in situ, donde la mezcla inicial de productos de
PCR se analiza directamente (Muyzer ef al., 1993). El DGGE aplicado de esta forma puede

identificar miembros de hasta el 1% del total de poblacién.

46



1.9.7 Andilisis por TGGE

Permite separar fragmentos de la misma longitud pero con diferentes secuencias, que son
caracteristicas de los obtenidos mediante la amplificacion de regiones de los genes
ribosomales de! DNA de una comunidad microbiana. De hecho es posible separar fragmentos
que difieren en una sola base. El agente desnaturalizante para este caso es la temperatura la
cual provoca la separacién de las cadenas dobles de DNA. Estas contienen dominios con
temperaturas de fusidon (Tm) caracteristicos, de manera que cuando se alcanza una
determinada temperatura, la molécula se desnaturaliza total o parcialmente y disminuye su
velocidad de migracién en el gel. Las temperaturas de fusién de esos dominios dependen de
las variaciones de las bases, por lo que los fragmentos correspondientes a microorganismos

diferentes 1endran diferentes posiciones en el gel.

1.9.8 Técnica de RAPD

Consiste en amplificar al azar regiones del DNA extraido de los microorganismos. Los
cebadores se escogen al azar, por Jo que no es necesario contar con informacién sobre
secuencias especificas del microorganismo a tipificar. Se utilizan temperaturas de
alineamiento bajas, de manera que se obtengan productos de PCR que permitan ¢l
alineamiento de los cebadores a pesar de que existan una o dos bases que no coincidan.
Después de su separacion mediante electroforesis en geles de agarosa se obtienen patrones
simples de fragmentos de DNA de diferentes tamafios. El problema de esta técnica es su alta
sensibilidad a las condiciones de reaccidn, por lo que es dificil en ocasiones obtener una
reproducibilidad inter-laboratorios adecuada (Kwong-Kwok ef al., 1996, Mark & Crawford,
2000).

1.9.9 Técnica FISH

En esta técnica se emplean sondas filogenéticas que se detectan directamente en las células.
Para esto se fijan con alcohol o aldehidos y se permeabilizan. En este procedimiento se debe
permnitir la entrada de la sonda a ta célula, sin modificar su integridad morfol6gica. Si se usan
sondas marcadas con fluorocromos diferentes, es posible la identificacién simultanea de varios
microorganismos y su distribucién tridimensional. Se debe tomar en cuenta que puede existir

problemas de accesibilidad a ciertas regiones del RNA, causado por proteinas ribosomales
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(Amann, 1995). Se puede cuantificar las sefiales emitidas con una cdmara sensible a la luz
conectada a un analizador de imdgenes digital.

Apoyandose e¢n estas nuevas herramientas, aclualmenie se reconocen catorce linajes
principales (Dominios) de bacterias, definidos por comparacién de las secuencias del gen del
rRNA 16S obtenidas de culiivos en laboratoro. Sin embargoe, debe tomarse en cuenta que tales
metodologias tiene limitaciones. Por ejemplo, en los métodos de extraccién de los 4cidos
nucleicos de las muestras no se asegura la lisis de todos los microorganismos presentes, asi
como su recuperacion intacta. Ademas, es importante su purificacién para la eliminacion de
sustancias inhibidoras de la reaccién de PCR o de las enzimas de restriccién (Wilson, 1997).
La reaccidén de PCR puede introducir errores debido a amplificaciones preferenciales
(consecuencia de la reasociacién del DNA que se usa como molde y que evita la unién de los
iniciadores; para evitarse se adiciona a la reaccidn acetamida, glicerol o dimetilsulféxido) o
formacién de moléculas quiméricas (molécujas de rDNA hfbridas que se forman cuando una
molécula de DNA parcialmente elongada sirve como iniciador en el siguiente ciclo de la
PCR), aunque estas tltimas son detectables, por ejemplo con el programa Check_Chimera
Ribosomal Database Project (RDP). La formacién de moléculas heteroduplex (asociacion de
cadenas sencillas de moléculas diferentes de DNA) durante la amplificacién dificulia la
interpretacién de patrones de banda en el DGGE o TGGE. Esto puede evitarse al utilizar en la
reaccion de PCR mayor fuerza idnica, mayor concentracion de cebadores, menores
temperaturas de reasociacién disminuyendo el nimero de ciclos de amplificacién (Muyzer &
Smalta, 1998). Por otro lado, se ha reportade que las técnicas de DGGE o TGGE pueden
separar fragmentos pequefios, de hasta 500 pares de bases y esto limita las inferencias
filogenéticas. Aunque existen reportes sobre la posibilidad de separar secuencias que difieren
en una sola base, también se ha reportado la dificultad de separar fragmentos que difieren en 2
0 3 bases (Vallaeys ef al., 1997). Otra limitacién de estas técnicas es el nimero méximo de
bandas de DNA que puedan separarse, aunque se ha reportado la deteccion de poblaciones que
constiluyen €l 1% de la comunidad por PCR-DGGE (Muyzer et al., 1993). Es posible también
que ocurra la comigracién de fragmentos de DNA, lo que provocaria la subestimacién de la
diversidad microbiana y la dificultad para extraer secuencias para su identificacién o la

sobreestimacion de la diversidad debido a la microheterogeneidad en las secuencias de
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algunos genes, que pueden ser detectadas por DGGE o TGGE (Muyzer et al., 1993). En
cuanto a los métodos In situ, puede ocurrir que no se detecte un microorganismo debido a una
permeabilidad insuficiente o a la falta de acceso de las sondas a las regiones a las cuales debe

unirse (Amann, 1995).

49



La soberbia, nos ciega ante el conocimiento que nos brinda la naturaleza.
BM Pérez-Iharra
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JUSTIFICACION

En el marco de un convenmo de colaboracidén entre el grupo de desarrollo de nuevas
tecnologias de Cydsa y el drea de ingenierfa guimica de la Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa surgi6 la necesidad de implementar un sistema para el (ratamiento de
los efluentes gaseosos producidos en su planta de fabricacion de celofdn y rayén en
Monterrey, Nuevo Ledn (Revah & Ortiz, 2004). Posteriormente, surgieron convenios con
fabricas de papel para tratar sus aguas residuales compuestas por sulfatos, 6xidos de azufre y
altos niveles de metanol. A partir de entonces, varios proyectos se han derivado de dicho
convenio. Un ejemplo de ello es el presente trabajo, en donde se ha empleado, un consorcio

bacteriano proveniente de la planta de tratamienlo de agua de la UAM.

PROBLEMA

Con el aislamiento, identificacién y la caracterizacidn de los microorganismos sulfoxidantes se
pretende aportar informacién que contribuya a un manejo mds eficientc de Jos procesos
biotecnoldgicos, invelucrando cepas puras para el tratamiento de aguas de desecho que

contengan sulfuros y tiosulfatos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar de manera microbiolégica, bioquimica y molecular microorganismos obtenidos

de reactores sulfoxidantes.

2.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar de manera microbioldgica microorganismos obtenidos de reactores

sutfoxidantes.

2. Caractenzar de manera fisioldgica y bioquimica microorganismos obtenidos de

reactores sulfoxidantes.

3. Caracterizar de manera molecular microorganismos obtenidos de reactores

sulfoxidantes.
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2.3 Estrategia de trabajo

Planta de tratamiento de
aguas UAM-Iztapalapa

Planta piloto
Enriquecimiento de consorcio
sulfoxidante

k4

Inocular con consorcio
sulfoxidante en les reactores

k4 ¥

Reactor Reactor
RS1 RS2
(sistemaCC) (sistemaUASB)
¥ 3
Consorcio Consorcio
RS1 RS2

A i Y

Y

Reactor
RS3 (sisterna
RLFN

Consorcio
RS3

Métodos microbioldgicos

Aislamiento de bacterias suifoxidantes

Y Y

IMP BMPT

h L i

AR3

¥

Identificacion y caracterizacién por métodos microbiolégicos y moleculares

¥

Caracterizacién de la nueva especie BMP”

52



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacién microbioldgica

3.1.1 Origen del consorcio
A parlir de un digestor anaerobio para el tratamiento de aguas en UAM-lztapalapa se tomo

una muestra de lodo para la inoculacién de una planta piloto adaptada paca la eliminacién de
sulfuro de carbone, la cual ha estado operando por méas de un afio (Alcantara et al., 1999). De
dicha planta se obtuvo el consorcio suifoxidante que fue empleado para inocular, a los tres

reactores que fueron estudiados en el presente trabajo.

3.1.2 Cepas, procedencia y su conservacion

Cepa de referencia Halothiobacillus sp UAM-I sulfoxidante aislada en trabajos previos
(Kawasaki ef al., 2003) fue conservada en medio MSL con glicerol al 40 % (v/v) a -70 °C.
Cepa de referencia Bacillus jeotgali CCM 7133 7 fue adquirida a la Coleccién Espariola de
Cultivos Tipo fue conservada a -70 °C en caldo de tripticaseina soya (TSB) con glicerot al 40
%o (v/v).

LLos aislados bacterianos obtenidos en este trabajo fueron conservados a -70 °C cn medio MSL
con glicerol at 40 % (v/v) por varios meses y durante Ja realizacion del presente trabajo se

conservaren a -20 °C en medio liquido mineral con azufre (Sorokin ef al., 2000).

3.1.3 Medios empleados (composicion ver apéndice B)
Medio minerat Sublette & Sylvester, 1987 (MSL)
Medio mineral Sublette con goma gellana (MSGG)
Caldo de soya tripticaseina (TSB)

Medio de agar tripticaseina (TSA})

Medio agar tripticaseina mads suplemento mineral (TSA+ASW)

3.1.4 Aislamiento e identificacién

Se tomaron en tubos estériles muestras de 15 ml de cada uno de los reactores en cultivo
continuo a diferentes condiciones y operando con el mismo consorcio microbiano (Tabla 4).
Los reactores fueron nombrados RS1 (sistema CC), RS2 (sistema USAB) v RS3 (sistema

RLE]); las muestras fueron centrifugadas a 9,000 x g por 20 min a 5 °C y los pellets (biomasa)

33



se utilizaron como inoculo para levar a cabo el ennquecimiento del consorcio bacteriano en
matraces con medio MSL, incubindose a 30 °C con agitacion a 180 rpm por 3 dias.
Postertormente  se realizaron diluciones de muestra provenientes del cultivo de
enriquecimiento ({:10-1:1000). De cada dilucién se tomaron 0.5 ml de muestra y se inoculd
por duplicado en placas con medio mineral MSGG incubandose a 30 °C por 2 dias. De estas
placas se escogieron todas aquellas colontas amarillas bien aisladas que mostraron el mismo
patrén de desarrollo colonial que la cepa de referencia Halothiobacilius sp UAM-1 y se
resembraron en el mismo medio. De las resiembras se tomaron varias colonias puras como
in6culo para sembrar por triplicado en medio MSL, y por medico de la técnica de
eariquecimiento se obtuvo suficiente biomasa de cada aislado bacteriano para ser conservada

en gticerol.

Tabla 4 Condiciones de operacion de tres sistemas para el tratamiento de aguas
residuales

Condiciones RS1 (CC) RS2 (USAB) ~ RS3(LFI)
Tanque
Volumen de Lrabajo 1.25 1.8 1.4
L

" Medio mineral + Na;SOd '

Medio mineral+ Medio mineral +Na,$S (3.5 2 1) + lactato+
Medio de Na,S (130 mg Iy (700 mg 1" Duliratosord .Iona“[o (1-1:6)
alimentacién + Fenol (170 mg 1™ prop o
afluente
_PH. 74 s 1580
Temp;zralura 30 20 30
e e e, i — 5 .
1 :
__ ah) e D
Tiempo de, relencién 0.89 | 0.66
(di) i -
Samrzlmon de aerdbico aerdbico Microaerdbico
oxlgend . —

3.1.5 Preparacién de inéculo

Los microorganismos aislados se adaptaron al medio Sublette con 20 g/l de tiosulfato
(anhidro) de acuerdo al procedimiento siguiente: matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 mt
de medio, se inocularon con 10 ml del cultivo aislado. Se dejé crecer por 2 dias a pH 7,

temperatura de 30 °C y en agitacién a 180 rpm. Una vez que ¢l pH descendié a 5, los dos
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matraces se centrifugaron y se resuspendieron en soltucion salina estéril (0.85 %). Después se
tom6 1 mi de células con una DOggp de 1 como indculo. Igual procedimiento se realizd para la
cepa de referencia.

3.2 Caracteristicas fenotipicas

3.2.1 Morfologia colonial
Los aislados y cepa de referencia Halothiobacillus sp. UAM-I, fueron inoculados en matraces

con 100 ml de MSL y se incubaron a 30 °C con agitacién de 180 rpm por 3 dias. Después las
muestras se centrifugaron a 9,000 xg por 20 min a 5 °C y de los pellets se tom¢ una asada para
inocular medic MSGG para observar morfologia colonial.

Bacillus jeotgali CCM 7133 ' fue inocutada en TSA+ ASW a 30 °C por 24 h para comparar e}

aspecto morfolégico de sus colonias con la cepa aislada.

3.2.2 Morfologia microscépica
* Tincidn mediante microscépio optico

e Microscopia electrénica de barndo SEM
La morfologia celular fue analizada mediante microscopia electrénica de barrido (scanning
electrén microscope SEM) a partir de c€lulas crecidas en fase exponencial en medio TSB con
24 h de incubacién. La células fueron preparadas siguiendo el método descrito por Bozzola &
Russell (1992) (ver apéndice C). Después [ueron observadas en un SEM (JEOL modelo JSM-
5%00LV}).

3.2.3 Técnicas de tinciones descritas por Benson (1990} (ver apéndice C}
Tincidn de Gram

Tinctén de espora por el método Schaeffer-Fulton.

3.2.4 Determinacion de movilidad (ver apéndice C)
Método por picadura en medio SIM (movilidad-indol-sulfuro), de acuerdo a la técnica

reportada por Koneman ef al. (1985).
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3.2.5 Determinacion del tipo del acido diaminopimélico en pared celular

A partir de un cultivo celular de 24 h a 30 °C en medio TSB fue determinado el tipe de
isémero del 4cido diaminopimélico en el peptidoglicano de ia pared celular empleando el
método descrito por Staneck & Roberts (1974).

Para la determinacién del acido diaminopimeélico se procedio de la stguiente manera: _
I. 5 mg biomasa (peso seco} fueron colocados en una ampolleta con 1 ml de HC] 6M. La

ampolleta fue mantenida a 100 °C por 24 h.
2. Después se dejo enfriar y el hidrolizado fue filtrado a través de un papel filtro Watman

GF/Fono. I.

3. El filirado fue evaporado a sequedad en un bafio de agua caliente para posteriormente
redisolver en | ml de agua destilada y nuevamente volver a secar, El residuo final fue
disuelto en 0.3 ml de agua destilada, y 2 ml fueron aplicados a la linea base de la placa

de celulosa. A continuacion se realizd la cromatografia en capa fina.

Cromatografia en capa fina
}. Los isémeros del 4cido diaminopimelico fueron separados por cromatografia en
capa fina en una placa de celulosa de 20 cm x 20 cm (Merck no.5716) empleando,
como fase movil ta mezcla de disolventes metanol-agua-HCl 6M-piridina
(8(:26:4:10 por volumen). Se recomienda preparar el tanque de revelado

adicionando previamente la mezcla de disolventes.

2. 2-3 pl de muestra fueron aplicados en la linea base del cromatograma, junto con un
estandar DAP 1 pl de 0.0IM DL-DAP (Sigma Chemical Co.), el cual contiene
ambos isdmeros meso- y L-DAP. El estdndar fue colocado a ambos lados de ia

muestra experimental.

3. Posteriormente, se colocd la placa dentro de la camara de revelado y se dejé

ascender la fase mdvil (saturacién con disolvente) por aproximadamente 4 h.
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4. Después la placa se sacé del tanque, se dejd secar al aire y se revel6 con ninhidrina
(0.2 % W/V en agua con acetona), y se calentdé a 100°C por 5 min para visualizar
los amino dcidos.

Los isémeros DAP corren mds lentamente que otros aminodcidos y producen manchas

verdes caracteristicas. El isémero L-DAP asciende ligeramente mds répido que ¢l

meso (Rf aproximadamente de 0.29 y 0.24 respectivamente).

3.2.6 Determinacién de dcidos grasos en la pared celular

Para el andlisis cuantitativo de dcidos grasos en la pared celular de los aislados se partié de

cultivos de 48 h a 30 °C en medio MSL. Las muestras fueron centrifugadas a 9,000 x g por 20

min a 5 °C y los pellets fueron preparados siguiendo la técnica reportada Minnikin et al.

(1980).

Para la determinacién cuantitativa de dcido grasos se procedié de la siguiente manera:

1.

50 mg biomasa (peso seco) fueron colocados en un apropiado vial de vidrio con tapa,
conteniendo politetrafluroetileno. Después la muestra fue sometida a una metandlisis
dcida con 3 ml de una mezcla de metanol-tolueno-dcido sulfirico en una proporcién de
30:15:1.

El vtal cerrado se mantuvo a 75 °C en un homo por 18 h. Después se dejé enfriar a
temperatura ambiente, 2 ml de petrdleo (b.p 60-80) fue adicionado, la mezcla se agito
y centrifugd por 16 min.

Previamente, se preparé una columna pequefia en una pipeta Pasteur conteniendo
algodén seguido de carbonato de amonio, para luego adicionar dietil éter seguido de la
mezcla anterior.

El eluyente obtenido fue colocado en un vial para su anilisis.

Los dcidos grasos (ésteres metilicos FAME) fueron inyectados en un cromatégrafo de
gas Varian Start 3380 CP con una columna capilar DB-23 de 30 m x 0,53 mm. El gas
Helio fue usade como eluyente. La temperatura del inyector fue de 170 °C, y la del
detector de 300 °C. Para la identificacién de los dcidos grasos se utilizé un estdndar

Supelco 37 compenente FAME Mix.
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Para el andlisis cuantitativo de &cidos grasos en la pared celular de la cepa a caracterizar se

siguié el siguiente procedimiento:

Tratamiento de la muestra

1.

La cepa fue cultivada en TSB por 48 h, y mds tarde se coseché por centrifugacién a
9,000 x g por 20 min a 5 °C. Posteriormente, las células se lavaron con solucion salina
para remover el medio y se liofilizaron toda la noche en una liofilizadora Beta I
(Heraeus-Christ, Osterode, Federal Republic of Germany). Las células liofilizadas
{aproximadamente 100 mg de peso seco) se saponificaron y los dcidos grasos metil
esteres se prepararon siguiendo las instrucciones del sistema de identificacion
microbiano (MIDI).

El andlisis de los dcidos grasos metil esteres se llevé a cabo por cromatografia de gases
usando un cromatdgrafo de gases Perkin-Elmer (AutoSystem 9000) con un detector
ionizador de flama sobre una columna captlar de silica Supeleo SP 2560 (100 m x 0.25

' a

mm x 0.2 mu de grueso). La velocidad de flujo del gas helio fue de | ml min
proporcion de separacion fue de 1:20, y el volumen de inyeccidn fue de 0.8 ul. Los
datos de GC fueron iniegrados y cuantificados como porcentaje del drea total del pico
con un integrador P-Nelson modelo 1022 conectado a una computadora personal. El
programa de temperatura del GC fue el siguiente: Temperatura inicial fue de 50 °C;
esta fue elevada a 190 °C con un rampeo de 10 °C min™', elevada a 215 °C con una
velocidad de rampeo de 4 °C min”', elevando a 240 °C con una velocidad de rampeo de
8 °C min”’, y sostenido por 15 min. El tiempo de corrida fue de 52.4 min y la
temperatura del inyector y detector fue 260 °C (Badings & De Jong 1983). Una
mezcla comercial de 37-componentes de dcido grasos metil esteres (FAME Supelco)

fue usada como estindar de calibracion.

3.3 Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de los aislados

3.3.1 Tolerancia a la presencia de cloruro de sodio en el medio

Para analizar la tolerancia de {a cepa a caracterizar se probaron tres concentraciones: 5 %, 10

% y 15 % (wfv) en 100 mi de medio TSB, por triplicado, los cuales fueron inoculados con 1 %

(v/v) de inoculo. Después fueron incubados a 30 °C con agitacién de 180 rpm por 48 h.
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Posteriormente, tas células se cosecharon por centrifugacion a 9,000 x g por 20 min a 5°C y se
lavaron con solucidn salina. Los pellets se colocaron en papel filtro previamente pesado y se
secaron toda la noche en una estufa a 60 °C. Después, por diferencia se determing el peso seco

(ver apéndice C).

3.3.2 Crecimiento a diferentes temperaturas
La cepa a caracterizar fue inoculada en 100 ml de medio TSB por triplicado y se incubd a

diferentes temperaturas 10 °C, 30 °C, 35 °C y 45 °C por 48 h. El crecimiento se determind por

peso seco (ver apéndice C).

3.3.3 Crecimiento de aislados en presencia de tiosulfato

Para probar la capacidad sulfoxidante de los aislados, ambos fueron inoculados por separado
en medio MSL y fueron incubados a 30 °C y 180 rpm por 84 h. El crecimiento fue
determinado midiendo proteina celular usando el método de Lowry (Lowry ef al., 1951), con
albmina serica bovina como estindar (ver apéndice C).

Sulfato (504'2) y tiosulfato (8203'2) fueron determinados por electroforesis capilar de iones
{Millipore CIA 4000) de acuerdo con el Manual Capillary Ion Analyzer (Operator’s Manual
CIA) y Rubinson & Rubinson (2001) (ver apéndice C).

El pH fue medido por medio de un potencidmetro (Orion modelo 399A). Se utilizé un control

sin inocular para determinar Ja oxidacion abidtica del tiosulfato.

3.3.4 Comparacién de crecimiento quimiolitotrofo entre cepa a caracterizar y Bacillus
jeotgali CCM 7133 ©
Ambos microorganismos fueron incubados en medio MSL a 30 °C con agitacién de 180 rpm

durante 6 dfas. Previamente, las células de B. jeorgali CCM 7133 "y el aislado fueron
adaptadas al mmsmo medio por 4 dias. Después, el cultivo fue centrifugado a 9,000 x g por 20
min a 5 °C y los pellets fuercn lavados dos veces con 0.85 % (p/v) NaCl. Un total de 1 ml de
células con una densidad éptica DOy de 0.5-0.8, medido con un espectrofotdmetro (UV-120]
Uv-Vis Shimadzu), fue tomado e inoculado en medio MSL. Subsecuentemente la
concentracion de proteina celular y el decremento en el pH fueron medidos como se describié

previamente.
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3.3.5 Determinacion de catalasa y oxidasa.

Se utitizaron las técnicas descritas por Benson (1990) (ver apéndice C).

3.3.6 Identificacion microbiologica por el sistema manual API

Para analizar Jas caracteristicas bioquimicas de la cepa BMP-1" se necesito de un cultivo de
24 h a 30 °C en medio TSA, una vez obtenido se inocularon un par de galerias API 20E y API
20 NE kits (bioMérieux) de acuerdo con Ja metodologia del fabricante reposrtada por Sharp et
al. (1980) y Logan & Berkeley (1984) (ver apéndice C).

3.4 Caracterizacion de aislados por métodos moleculares

3.4.1 Extraccién de DNA genomico
El DNA genémico de los aislados fue extraido utilizando el kit de purificacion de DNA

Wizard (Promega), siguiendo las recomendaciones det fabricanic {ver apéndice ).

3.4.2 Amplificacion del gen del rRNA 16S por PCR

Una vez obtenido el DNA, de los aislados se procedié a amplificar el gen del rRNA 16S
completo. Dicho gen es importante en taxonomia bacteriana ya que presenta regiones muy
conservadas y a Ja vez regiones variables, Jo que proporciona suficiente diversidad genética
para distinguir unas especies de otras (Woese, 1987).

E2 pen del tRNA 165 (~1,500 bp) fue amplificado de la regién 8-1492 bp, usando los iniciadores § forward 5°-
AGACTTTGATCMTGGCTCAG-3 y 1492 reverse 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" (Sigma
Genosys) (Polz & Cavanaugh, 1997). La reaccién de PCR consistié en adicionar en tubos de 1.5 mi
cada iniciador [10 pmol ml'), 2.5 ul de buffer 10X, 2.5 ul de MgCl, [25 Mm], 0.5 pl de cada
dNTP’s [10 mM], 5ul de Solucién-Q 5x, 1 pl del DNA gendmico, 10.3 pl de agua destilada
estéril y 0.2 pl of Tag DNA polimerasa [2.5 U w7 (Qiagen). Pardmetros para la reaccién de
PCR incluyeron desnaturalizacién a 94 °C por 5 min, seguido por 34 ciclos de 94 °C por 30 s,
alineacion a 53 °C por 30 s, extensién a 72 °C por 1 min, 30 s, seguido por post-amplificacién

a 72 °C por 7 min.

3.4.3 Amplificacion de la region V6-V8 de los aislados
Una vez que se observo que el gen del IRNA 16S es amplificable, se procedit a amplificar la

region V6-V8 (~500 bp) que va del nucledtido 968 al 1401 del mismo gen, donde se
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encuentran zonas variabies, 1o cual confiere a la técnica de DGGE una mayor resolucién. Para
ello se emplearon como iniciadores GC968 5-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGG AAC GCG AAG AAC CTT ACC-37 y Uniid0I rev 5°- GCG
TGT GTA CAA GAC CC-37 (Sigma Genosys). La reaccidon de PCR consistio en adicionar en
tubos 1.0 pl de cada iniciador [10 pmol mi™], 2.5 u! de buffer 10X, 3.0 ul de MgCls, [25 mM],
0.5 ul de cada dNTP’s [10 mM], 5l de Selacion-Q 5x, 1 pl del DNA gendmico, 10.8 ul de
agua destilada estéril y 0.2 ul of Tag DNA polimerasa [2.5 U pt''] (Qiagen). Pardmetros para
la reaccidn de PCR incluyeron desnaturalizacién a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de
94 °C por 30 s, alineacidn a 56 °C por 20 s, extensién a 68 °C por 40 s, seguido por post-

amplificacion a 68 °C por 7 min.

3.4.4 Tipificacion por PCR-REA del gen del rRNA 168.

Una vez que fue amplificado el gen del rRNA 165, los productos fueron empleados para ilevar
a cabo la tipificacion de las cepas mediante las enztmas de restriccion Mspl 5°-CAC G G-37
3.G GCrC-57, Haelll 5-G GAC C-37 3-CCAG G-5"yHhal 5-G"C GC-3"3-CGC
AG-57 (Promega). Se realizaron reacciones para cada aislado que consisti¢ en adicionar en
tubos, 0.2 ul de buffer BSA (albumina sérica bovina), 2.0 ul de 10x buffer, | ul del DNA
genc’;mico, 16.3 ul de agua destilada estéril y 0.5 ut enzima. Los tubos se incubaron a 37 °C
por 1 hr 30 min. Posteriormente, los fragmentos de la digestién fueron separados en un gel de

agarosa al 1.5% por electroforesis a 100 V por 2 hr. Se tifio con bromuro de etidio al 1 %.

3.4.5 Tipificacion de los aislados por PCR-RAPD

En este método, se emplea un sdlo oligonucleétido o un par de oligonucledtidos con
secuencias cortas (10-bases) escogidas al azar, empleandolos como iniciadores, para detectar
rapidamente polimorfismos gendmicos bajo condiciones estrictas. Los miciadores se escogen
al azar (Kwong-Kwok et al., 1996, Mark & Crawford, 2000). Para aplicar esta técnica fue
necesario enconirar las condiciones Optimas de temperatura de alineacion y los pardmetros
para la reacctén de PCR (Williams et al., 1990, Orbera-Raton, 2004). E] iniciador empleado
fue PFI 5-ACG CGC CCT-3" a una concentracién de 20 ng ul"'. La reaccién de PCR
consistié en adicionar en tubos 0.5 pl de iniciador PFJ, 2.5 nl de buffer 10X, 2.5 i de MgClh
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(25 mM), 0.5 (i de cada dNTP’s (10 mM), 5ul de Sotucién-Q 5x, 1 pul del DNA gendmico,
12.8 ul de agua destilada estéril y 0.2 pl of Tag DNA polimerasa (2.5 U pI™") (Qiagen).
Pardmetros para la reaccién de PCR incluyeron desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido
por 40 ciclos de 94 °C por 45 s, alineacién a 38 °C por 45 s, extension a 72 °C por 90 s,
seguido por post-amplificacion a 72 °C por 7 min. Posteriormente para ohservar el patrén de
bandas de Jos diferentes aislados se prepararon dos geles, uno con 30 % acrilamida y otro con 40

% acrilamida, para probar una mejor resolucién.

3.4.6 Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE)

Los fragmentos del gen del rRNA 165 amplificados especificamente por PCR fueron
separados uno de otro de acuerdo al contenido de A+T y G+C. A medida que migran los
fragmentos a través de un gel se fueron desnaturalizando como consecuencia a un gradiente
lineal de sustancias desnaturalizantes. Después, el gel fue tefiido para revelar su patrén de
bandas.

El DNA extraido de cada una de las muestras de Jos reactores, fue usado como templado para
amplificar un fragmento comprendido entre ]as regiones variables V6 a V8 del gen del rIRNA
16S. Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a las condiciones descritas
anteriormente, Una vez obtenido los productos de PCR estos se corrieron en un gel
conteniendo urea y formamida como desnaturalizante con un gradiente de 44% (nivel bajo) a
52% (nivel alto). Las condiciones de electroforesis fueron 5 min a 200 V, 16 ha 85 V. La
deteccién final de los fragmentos de DNA se llevé acabo por tincidén del gel con nitrato de

plata {(Muyzer et al., 1996).

3.4.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

El gel se elaboré empleando 17 g de urea, la cual se disolvié en 8 ml de 5X TBE, 6.7 ml de 40
% acrilamida/0.8 % N'N-metlenbisacrilamida {(w/v) y 8 ml de agua MQ. Se mezcld bien y se
ajusté el volumen a 40 ml con agua MQ. Posteriormente se adicionaron 40 ul N,N,N,N-
Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 40 ml de persulfato de amonio (APS). La mezcla se
coloco en el sistema de electroforesis DCode™™ Bio-Rad. Una vez gelificado se procedié a

colocarlo en un buffer TBE para luege colocar en los pozos los productos de PCR. El gel se
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corrié a 20 °C y a 85 V por 5 hr. Un segundo gel se elaboré de la misma forma, pero en este
caso se empled 30% acrilamida/0.8% N'N-metilenbisacrilamida (w/v) y las condiciones para
su cortimiento fueron 23°C y 200 V por 3hr. Finalmente, ambos geles se revelaron con nitrato

de plata (ver protocolo para DGGE).

3.4.8 Secuenciacion del gen del yrRNA 16S de los aislados

Los productos de reaccién de la PCR del gen de] rRNA 16§ de los aislados fueron purificados
usando unidades de filtracion montage-PCR (Millipore) para posteriormente ser secuenciados.
La reaccién de secuenciacién fue realizada usando ABI BigDye (PE Applied Biosystems,
Boston, Massachusetts), y los productos de la reaccién fueron separados usando un detector
ABI 310 capillary DNA sequencer. La secuencia fue analizada usando ¢l programa Chromas
v. 3.1.1 vy fue alineada manualmente. Después las secuencias fueron comparadas con la base

de datos del GeneBank,

3.4.9 Clonacion de productos de PCR del aislado a caracterizar

Los productos de la reaccidn de PCR del gen del rRINA 16S del aislado fueron visualizados en
on gel de agarosa al 1 %, tefiidé con bromuro de etidio y fueron clonados dentro del vector
TOPO-TA pCR 2.1 (Invitrogen), utilizando como células competentes Escherichia coli
TOPI0F (Invitrogen). Los plasmidos fueron secuenciados por ambas cadenas usando
iniciadores universales e internos. Las reacciones de secuenciacidn fueron realizadas usando el
ABI BigDye (PE Applied Biosystems), y los productos de reaccion fueron separados y
detectados usando el ABI 310 capillary DNA secuenciador. Mediante el programa v. 3.1.1
Chromas (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan), la secuencia fue analizada para luego ser
alineada manualmente. Postediormente, las secuencias fueron comparadas con la base de daios

del GeneBank.

3.4.10 Andlisis filogenético del aislado a caracterizar

La secuencia del gen del IRNA 168 del aisiado obtenido en este trabajo fue alineado con las
secuencias del gen del rRNA 165 de otros Bacillus obtenidas de [a base de datos de secuencias
de nucledtidos (The European Molecular Biology Laboratory (EMBL) Nucleotide Sequence

Database/GenBank). La alineacién de las secuencias fueron realizadas con el programa Clustal
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W (Thompson e al., 1994) y ajustada manualmente. El alineamiento conticne 1,354
nucledtidos de 28 especies del género Bacillus y 5 especies de otros géneros, los cuales
fueron usados como grupos externos. Para determinar qué modelo evolutivo s¢ ajusta mejor a
nuestros datos, s¢ realizd una prueba jerarquizada del cociente de la probabilidad vsando €l
programa MODELTEST, versién 3.04 (Posada & Crandall, 1998). Las relaciones
filogénetica fueron inferidas usando el método de méximo likelihood. La distancta genética
entre las especies fueron estimadas por el método de Kimura {Kimura, 1980). La robustez del
arbol (ML) fue evaluada usando una prueba de bootstrap de 100 replicas (Felsenstein, 1981).
El 4arbol fue dibujado usando RETREE y DRAWGRAM a partir del programa PHYLIP
(Felsenstein, 1999},

3.4.11 Determinacion del contenido G+C del DNA

La bacteria aislada fue cultivada en medio TSA por 24 h a 30 °C. Del cultivo celular se extrajo
el DNA y se purificé por el método de Marmur (1961) (ver apéndice C). El contenido de
G+C del DNA fue determinado a partir del valor medio del perfil térmico de desnaturalizacion
terminal obtenido a 260 nm con un espectrofotémetro (Perkin-Elmer modelo UV/VIS

Lambda 20). Este instrumento fue programado para incrementos de

1.0 °C min” | (Marmur & Doty, 1962). El contenido de G+C fue calculado usando la
ecuacion descrita por Owen & Hill (1979) (ver apéndice C). El contenido de 51 mol% G+C
de referencia proviene del DNA de la cepa Escherichia coli NCTC 9001 (Owen & Pitcher,
1985) (ver apéndice C).

3.4.12 Preparacion del DNA marcado con el isétopo radicactivo ‘H y experimentos de
hibridacion DNA-DNA.

Las células de la cepa a caracterizar y Bacillus jeotgali CCM 7133 T fueron cosechadas,

lavadas y suspendijdas en (.15 M NaCl-0.1 M EDTA buffer (pH 8.0) (5 g peso himedo en 50

ml de buffer), y lisadas con lisozima (10 mg) a 37 °C y con dodecil sulfato de sodio (2%

concentracién final) a 60 °C. DNA fue extraido y purtficado por el método de Marmur

(1961).
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El DNA fue etiquetado radiactivamente con un kit comercial Multiprime, vsando (1',2",5-°H)
dCTP (Amersham), La actividad especifica media obtenida con este procedimiento fue de 8.8
x 10° cpm DNA pg’. La hibridacion DNA-DNA fue realizada por el procedimiento de
competicidn descrito detalladamente por Arahal e al. (1999). Los experimentos de
hibridacién fueron realizados bajo condiciones 6ptimas, con temperaturas que se¢ extienden
entre 48.4 y 48.5 °C, descritos como los limites validos del método del filtro (De Ley &
Tijtgat, 1970) vy el porcentaje de hibridacion fue calculado segin lo descrito por Johnson
(1994). Los valores reportados de DNA relacionado es el promedio de dos determinaciones

independientes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento, identificacion y caracterizacion microbioldgica de los aislados

El aislamiento, identificacién y caracterizacién de microorganismos, provenientes de
consorcios presenies en tres reactores se realizod conjuntadoe écnicas de microbiologia clasica
como de biologia molecular.

4.1.1 Aislamiento de bacterias sulfoxidantes

Con el objetivo de aislar y caracterizar microorganismos sulfoxidantes presentes en tres
sistemas de cultive continuo (RS1, RS2 y RS3) operando con el mismo lodo, pero a diferentes
condiciones de operacidn, se procedid a tomar muestras de cada uno de los reactores. Los
consorcios presentes en los reactores RSI y RS2 fueron sometidos a condiciones de
aerobiosis, mientras que el consorcio presente en RS3 fue sometido a condiciones de
microaerobiosis, ademéis de las condiciones sefialadas en la Tabla 4. Dichas condiciones
favorecieron €l crecimiento de comunidades sulfoxidantes que fueron capaces de adaptarse
sobre otras, cuyo crecimiento se redujo o que incluso desaparecieron, lo cual explica el
reducido nimero de microorganismos en tales consorcios. Ademds de que las muestras fuercn
enriguecidas, empleando como medio selectivo MSL vy se realizaron diluciones seriadas. Se
llev6 acabo el aislamiento en medio MSGG., Cabe sefialar que el aislamiento de cultivos puros
no e$ un procedimiento trivial, puesto que uno de los problemas mds comunes en la obtencitn
de cultivos puros de quimiolitotrdfos es la persistencia constante de  heterétrofos
contaminantes, asociados con colonias de gquimilitotréfos en placas de agar (Taylor ef al,
1971; Harrison, 1984). Esto es en parte debtdo a que muchos quimiolitotréfos obligados,
liberan al medio compuestos orgdnjcos y por otra parte a la presencia de concentraciones traza
de materia orgdnica en el agar comercial (Borichewski, 1967; Cohen & Kuenen, 1976;
Schnaitman & Lundgren, 1965), por tal motive nosotros utilizamos el medio MSGG que
contiene goma rellana ya que no contiene carbohidratos, ¢n vez de agar, logrando asi el
aislamiento de siete cepas puras {Tabla 5). En todo momento, la pureza de los cultivos fue

rigurosamente revisada, mediante tincidn de Gram.
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Tabla 5 Cepas aisladas a partir de los consorcios presentes en cada reactor
Reactores a diferentes condiciones

SR1 SR2 SR3

. IMP BMP-| " AR3
Aislados AyM, AoM,
AsM, AsM,

De Jas siete cepas se seleccionaron aquellas capaces de crecer quimiolitotréficamente en
presencia de tiosulfato para lo cual se consideraron varios criterios. El primero consistié en
comparar el crecimiento de los aislados en los medio MSGG y MSL con la cepa de referencia
Halothiobacifius sp UAM-I, la cual en trabajos previos mosiré ser capaz de crecer
quimioclitetréficamente oxidando  compuestos reducidos de azufre y fijando didxido de
carbono por medio del ciclo de Benson-Calvin (Kawasaki ef al, 2003), Asi como también,
los seialades por Kuenen (1989) que consistieron en establecer que el microorganismo o
microorganismos en cuestion fueran procariontes capaces de oxidar compuestos reducidos
como fuente de energia para su crecimiento y que no tuvieran pigmentos fotosintéticos,
puesto que por definicién ninguna de las bacterias incoloras del azufre son fotéteofas. El
siguiente criterio fue su morfologia celular, por lo tanto todos aquellos microorganismos
sulfoxidantes que poseen forma de bacilo y crecen por debajo de 35 °C son clasificados como
Thiobacilius, pero si los organismos poseen forma de bacilo y son capaces de formar
filamentos asi como crecer a altas temperaturas son clasificados como Thermothrix, pero si sus
células poseen forma de vibrio y espiral son clasificadas como Thiomicrospira, o si se trata de
cocos que crecen por encima de 55 °C pertenecen al género Sulfolobus. Un tercer criterio fue
la presencia de particulas de azufre (elemental) intracelular o extracelular, visibles mediante
microscopio de contraste de fases después de la incubacién en medic MSL Kuenen (1989).
Entonces, con base en lo anterior se procedid a seleccionar los aislados.

4.1.2 Morfologta colonial de los aislados

En el medio MSGG se aislaron colonias pequeiias de color amarillo debido a depésitos de
azufre con un didmetro de 1 mm, con bordes regulares. En el medio MSL se observd que los
aislados (Halothiobacillus sp UAM-I, IMP, BMP-1T y AR3) generaban turbidez y descenso
del pH 7 a 2, liberando al medio azufre, el cual se hizo evidente como grdnulos brillantes bajo

el microscopio de contraste de fases después de su incubacién (Tabla 6 y Figura 10). Dicha
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capacidad es propia de microorganismos sulfoxidantes, como por ejemplo, algunas especies de
los géneros Thiobacillus, Thiomicrospira, Starkeya, Acidithiobacillus, Halothiobacillus y
Thermithiobacillus (Kuenen et al, 1992; Kelly et al, 2000; Kelly & Wood, 2000).

Tabla 6 Seleccidn de aislados sulfoxidantes

Aistados Medio Cambios en el medio Decisién
MSGG MSL
Halothai;;{cffius P Colonjas muy Liberacién de azufre
IMP pequeiias de color al medio y descenso
BMP-1" amarillo de pH (Fig 10 y Fig Seleccionados
AR3 Bordes regulares.  14)
Colonias grandes
de coloracion
AaMy AdM, blanco lechoso .
Bordes regulares El pH S¢ mantiene en
Colomias " 8 yno liberacién de No seleccionados
AsM, AsM, translucidas, muy azufre
pequefias, con
. bordes irregulares

Fig. 10 Deposicidn extracelular de azufre elemental producido por los
aislados en medio MSL observados como granulos luminosos a través
de microscopia de contraste de fases A) Halothiobacillus sp. UAM-1
(referencia) B) IMP C) BMP-1" D) ARS3.
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4.1.3 Morfologia microscépica y actividad enzimatica
A partir de subcultivos de los aislados (Hatothiobacilius sp. UAM-1, IMP, BMP-1" y AR3) en

medio MSGG se analizé la morfologia celular de los aislados por tincidén de Gram,
encontrdndose que dichos microorganismos fueron bacilos cortos Gram-negativos catalasa-
negativos cuyas medidas van de 0.5 a 2.0 um de ancho por 1.5 a 2.0 pm de largo. Son
méviles. En cuanto al aislado BMP-1 ", fue Gram-variable, las imdgenes de su morfologia
celular mediante microscopia electrdonica de barrido (SEM) a partir de células cultivadas en
medio de TSB a 30 °C, muestran claramente bacilos cortos, con un ancho de 0.5-0.7 um por
1.0-1.7 um de longitud y superficie rugosa. La tincién de Gram de un cultivo de BMP-1 " en
medio MSL mostrd endoesporas centrales (incoloras) que deforman ligeramente a las células y
mediante [a tincién de esporas por el método de Schaeffer-Fulton se hicieron evidentes
(Figura 11 A, B, C y D). En coanto a su actividad enzimdtica fue catalasa positive y oxidasa
negativo. En la Tabla 7 se describen las principales caracterfsticas morfoldgicas de los

aislados.

Tabla 7 Principales caracteristicas morfolégicas y actividad enzimética de los aislados
sulfoxidantes

Parametros f:; ‘f_f’;’g;&"ﬂ‘i"””“s IMP BMP-1" AR3

Bactlos cortos Cocobactlos Bacilos cortos  Cocobacilos

Morfologia celular  delgados en agrupados en  agrupados en agrupados en
cadenadedos o pares. cadenas de dos.  tres o mds.
tres.

Ancho (pm) 1.0 2.0 0.5-0.7 1.5-2.0

Largo {um) 1.5 1.0-1.7

Movihdad + + + +

Gram - - v -

Endoesporas no no si no

Catalasa

(descomposicién - - + -

de H,O2)

Oxidasa nd nd - nd

nd= no determinado; v= varialle
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Fig. 11 Caracteristicas microscépicas del aislado BMP-17 A) Gram-variable y B)
presencia de endoesporas. C) y D) Muestra morfologia celular y superficie rugosa
de la celular, mediante microscopia de barrido (SEM).

Como se observa, nuestros aislados presentan caracteristicas fenotipicas muy semejantes a la
cepa de referencia, excepto la cepa BMP-17 que mostré la presencia de esporas y actividad
con catalasa, caracteristicas que hasta ahora no presenta el género Thiobacillus 'y

Halothiobacillus.

4.1.4 Determinacion de la capacidad sulfoxidante de los aislados

Para probar ia capacidad sulfoxidante de los aislados (Halothiobacillus sp UAM-I, IMP BMP-
1"y AR3) fueron cultivados en medio MSL. Para dicho an4lisis se utilizé tiosulfato (anhidro)
por ser soluble, estable y por no presentar problemas de toxicidad. Se emple6 la concentracién
de 20 g/l (127 mM), en vez de 10 g/l como indica Sublette & Silvestre (1987), la razén es

porque en trabajos previos se observd la estimulacién del crecimiento en casi 3.6 veces su
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valor. Es decir, s1 con 10 g/l y 24 h de cultivo €] valor de proteina celular fue de 126 mg/l, con
20 g/l y el mismo tiempo de cultivo su valor fue 460 mg proteina /) (Alcantara, 2000).

En la Figura 12 se compara el crecimiento de los diferentes aislados, encontrandose para casi
todos un crecimiento pauiatino hasta un maximo que ocuire a las 48 h de cultivo. En el caso
de la cepa de referencia, el valor de {a proteina celular fue de 206 mg/l, mientras que para IMP
fue de 160 mg/l y para BMP-1" fue de 136 mg/l. Sin embargo, para AR3 fue de 190 mg/l aun
tiempo de 72 h, debido a que la concentracién de inoculo fue menor segin los datos de
proteina celular al inicio del experimento. En la Figura 13 se muestra para todos los aislados

el consumo paulatino del tiosulfato y, paralelamente, la produccién de sulfatos que se va

incrementando a partir de las 24 h de cultivo.
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Fig. 12 Crecimiento de los diferentes aislados en medio MSL con 20g/1 de tiosuifato A)
Halothiobacillus sp. UAM-1, B) IMP, C) BMP-1"y D) AR3,
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De los datos mostrados en las Figuras 12 y 13 se desprende que en todos los aislados se
presentd un estrecho acoplamiento entre el incremento en protefna celular y la desaparicion de
tiosulfato y un incremento lento subsecuente de sulfato, probabiemente acoplado a una lenta
oxidacién de azufre acumulado. En general, para todos Jos aislados la cantidad de sulfato
formado va de 7 a 8 g/l, que corresponde aproximadamente del 42-57 % de tiosulfato
adicionado, y el restante corresponde a azufre elemental. Por tanto, la oxidacién de sélo la
mitad del jon tiosulfato se traduce en energia de rendimiento y la otra mitad aproximadamente
se ibera como azufre (Figura 10). El rendimiento de] crecimiento para Halothiobacillus sp.
UAM-1 fue de 1.6 g proteina/mol S,0+" consumido, para la cepa IMP 1.25 g proteina/mol
$,04> consumido, BMP-171.07 g proleina/mol $,05% consumido y por dltimo AR3 con 1.49
g proteina/mol $,0s% consumido. Tales rendimientos resultan ser bajos comparados con 10s
reportados para Halothiobacilius neapolitanus, Acidithiobacillus ferrooxidans y Paracoccus
versutus, debido quizds al tpo de experiménto moniado, ya que para estos ultimos, sus
estudios fisiolégicos fueron realizados en quimiostatos obteniéndose rendimientos mds altos
(2.4 a 3 g proteina/mol $,05" consumido) (Gommers ef al., 1988, Kelly, 1999). Por su parte
Thiobacitlus sajanens, bajo condiciones optimas de crecimienio e¢n presencia de tiosulfato,
similares a las utilizadas con nuestros aislados, mostré una concentracidn de proteina celular
méximo de 15 mg/l a cuatro horas de crecimiento, inferior a la que nosotros reportamos para

nuestros aislados (Dul’tseva ef al., 2006).
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Fig. 13 Consumo de tiosulfalo (M y produccion de sulfato (¥) en MSL por A)
Halothiobacillus sp. UAM-I, B) IMP, C) BMP-1" y D) AR3.

4.1.5 Cambios en el pH

El descenso del pH por los diferentes aislados se muesira en la Figura 14, la cuoal estd

relacionada con la formacidn de dcido sulftirico en el medio de cultivo. En general, se observd

la disminucién de pH 7.0 a 2.5. Esta caracteristica ha servido como criterio para identificar

microorganismos pertenecientes al género Thiobacillus (Kelly & Harrison 1989). Sin

embargo, en recientes reportes se ha encontrado que la habilidad para oxidar azufre y su

morfologia, no pueden considerarse como criterios propios del género Thiobacillus. Esto se

hizo evideunte con algunas bacterias fotosintéticas (e.j. Chromatium y especies de Chlorobium)
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y algunas especies Alcaligenes hidrogeno-oxidantes capaces de crecer autotréficamente
utitizando compuestos de azufre como Wnica fuente de energia. Por otro lado, con los avances
en biologia molecular el género Thiobacilius ha tenido que ser reorganizado. (Kelly et al,
2000; Kelly & Word, 2000). Especies que en un principio fueron asignadas al género
Thiobacillus, actualmente se asignaron a un nuevo o diferente género, por ejemplo

Thiobacillus novellus ahora Starkeya novella (Kelly et al., 2000).
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Fig. 14 Descenso de pH por los diferentes aislados en MSL A) Halothiobacilius sp. UAM-L,
B) IMP, C) BMP-1"y D) AR3.

De acuverdo con Jo anterior, se comprueba que los tres aislados son capaces de obtener energia
para crecer a partir de la oxidacién del tiosulfato y fijar bioxido de carbono del bicarbonato de
sodio, mediante el ciclo de Benson-Calvin-Bassham. Por lo tanto, fueron capaces de crecer

quimiolitoautotroficamente soportando valores de pH bajos (2-4), condiciones optimas para la
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actividad de sus enzimas presentes en el periplasma (ver seccién 1.5.1). Ademds, son
microorganismos sulfoxidantes aerobios que podrian formar parte de diferentes géneros
relacionados ¢ no taxondmicamente. Por tanto, hasta este momento fa informacidén no es

suficiente para poder clasificarlos, por lo que fue necesario el andlisis de dcidos grasos.

4.1.6 Determinacion del perfil de dcidos grasos en los aislados

El anélisis de dcidos grasos mostré para Halothiobacillus sp UAM-I como su principal dcido
graso C18:2 (11.87 %), para IMP fue C16:2 (15.04 %), para BMP-17 fue C18:2 (17.89 %) y
por dltimo AR3 C{8:2 (15.70 %). En 1a Tabla 8 se muestran sélo los principales dcidos grasos
obtenidos de cada aislado.

Tabla 8 Principales acidos grasos de los diferentes aislados

_ %
Aisladaos S R e
C18:0 C18:2 Cl6:0 Ci6:1  Cl6:2 Cl15:2 - Cla:0  Cl0o:0
Halothiobacillus 113 (187 5.65 5.16 ND 2.16 0.58 396
sp UAM-1
IMP 2.45 6.8 6.94 4.12 1504 2.14 121 3.50
BMP-1" 250 17.89 6.46 4.91 ND 2.07 .88 4.36

AR3 1.64 15.70 9.92 6.70 ND 3.56 1.80 3.65

ND = no determinado .
Basdandonos en estos resultados, nosotros pedemos relacionar a los aislados BMP-IT, AR3 con
la cepa de referencia sugiriendo su posible incorporacion con el género Halothiobacitlus sp.,
ya que ambos coinciden con el 4cido graso {C18:2) asi como, la predominancia de dcidos
grasos tnsaturados conteniendo 16 y 18 dtomos de carbone, el dcido palmitico saturado C10:0.
Sin embargo, el dcido hidroxidecanoico (h10) inherente en todas las especies conocidas de
Thiobacillus, no esta presente. Por otro lado, el aislado IMP probablemente corresponda a otro
género, contrario a lo sugerido por los resultados descritos previamente.
De acuerdo, con lo hasta ahora expuesto jos ires aislados presentan carécterfsticas stmilares
tanto morfol6gica como fisiolégica entre ellos y con el género Halothiobacillus. Sin embargo,
el aislado BMP-1" fue capaz de formar esporas y fue catalasa positiva, caracteristicas que lo

separan del resto. Puesto que los andlisis anteriores no son concluyentes para poder diferenciar
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entre dichas cepas se recurrid a herramientas moleculares, para asi conjuntar mds informacién
que nos permita diferenciarlas y establecer relaciones filogenéticas.
4.2 Caracterizacion de aislados por métodos molecuiares
Para la caracterizacién molecular de los aislados IMP, BMP-1", y AR3 fue necesaria la
extraccidn del DNA gendmico. Posteriormente, se procedio a la amphificacién del gen del
rRNA 165 ya que dicho gen presenta regiones muy conservadas que permite establecer
relaciones filogéneticas entre los diferentes aislados {(Figura 9 ver seccién 1.9.3).
4.2.1 Tipificacién de los aislados por PCR-REA del gen del rRNA 168
Para la tipificacién de las cepas se realizé la amplificacidn del gen IRNA [6S de cada una de
los aislados y los productos fueron sometidos a la restriccion enzimdtica, mediante enzimas
Mspl, Haelll y Hhal encontrdndose un patrén de bandas para cada aislado y que se muestra
en la Figura 15
rMspf Haeglll Hhal
ML 3 _4 08 b ¢ 4 3 6 7 8 < Halothiobacillus sp.
UAM-I en camnles 1, a
¥ 3.
+ IMPen carriles 2, b y 6.
< BMP-1" en carmiles 3. C,
y 7
% AR3encarriles4,dy 8
< M = marcador (1517,
1200, 100, 900, 800,
500/517, 400, 300, 200
y 100)

e e o - — P

Fig. 15 Tipificacidn de los aislados por PCR-REA del gen rRNA 165

La cepa de referencia Halothiobacillus sp. UAM-1 vy los aislados IMP{ y BMP-1" presentan
un patron de bandas muy semejantes, por lo que pertenecen al grupo de restriccién 1. Mientras
tanto, para la cepa AR3 no se definié grupo debido a que no se observaron bandas con las

enzimas Mspl, y Haelll posiblemente, por una baja concentracién de productos de PCR en la
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mezcla de reaccién. Sin embargo, un patrén de dos bandas se observé con la enzima Hhal.
Puesto que el perfil gendmico de restriccion es muy semejanle no fue posible diferenciarlos.
Dados tales resultados se decidid realizar la tipificacion por RAPD, en donde se empled el

DNA genémico de cada uno de los aislados para una mayor sensibilidad.

4.2.2 Tipificacion por PCR-RAPD
Dicha técnica se basa en el uso de iniciadores cortos (alrededor de 10 pb), que se unen en

sitios inespecificos en todo el genoma, pernutiendo la amplificacidn de fragmentos
polimérficos de DNA de diferenies tamanos, que postericrmente son resueltos en geles de
acrilamida, obteniéndose patrones caracteristicos para cada aislado (Ranjard et al., 2000). La
huella genémica obtenida de la écnica de RAPD permite identificar diferencias pequefias
entre genomas complejos similares asi como tamhién mutacianes, las cuales se desarrallaron
durante el tiempo de vida del microorganismos. Dichas diferencias se ven reflejadas, en
diferentes patrones de bandas (Kwong-Kwok ¢1 al., 1996; Mark & Crawfor(i et al., 2000).
Para aplicar esta técnica fue necesario encontrar las condiciones $ptimas de temperatura de
altneacion y los pardmetros para la reaccién de PCR (ver seccion 3.4). Cabe seiialar que se
probaron varias temperaturas de alineacién (35-39 °C), siendo la temperatura optima 38 °C, ya
que a dichas cendiciones se obtuvo un mayor nimero de bandas al ser resueltas, en un gel con
30 % acrilamida. Este método fue usado con la finalidad de distinguir los aislados a través de
diferencias genémicas, lo cual se tradujo en patrones de bandas especificos para cada aislado,
como se muestra en la Figura 16 y Tabla 9.

En la Tabla 9 s¢ muestran nueve fragmentes amplificados (a, b, ¢, d, ¢, f, g, h, 1) fueron
obtenidos con el iniciador PF] 5-ACG CGC CCT-3" para las cuatro cepas. Algunos
fragmentos (b, e, f, h, i) amplificaron para uno 0 dos aislados, pero los demds amplificaron en
tres o cuatro aislados. La banda c aparece en todos los aislados. De acuerdo, con los datos la

hueila gendmica nos indica que los cuatro aislados son diferentes entre si.
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Fig. 16 Perfiles genémicos obtenidos por PCR-RAPD para cada aislado en gel de arcrilamida
al 30 %.

Tabla 9 Segmentos amplificados de los aislados mediante PCR-RAPD

—— = —————— —— —_ =

. : Huella
Adados  Dcemenosampllieados  genémica.
a b c d e f g h i

Halothiobacitus  , ., . 4 . o+ . . A
sp. UAM-I
IMP + + + + - - + - + B
BMP-1" - - + + - + - - + C
AR3 + + + + + + + + - D
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4.2.3 Tipificacion por DGGE

Esta técnica se basa en separar fragmentos de 1gual longitud pero con secuencias diferentes
sobre geles de poliacrilamida en presencia de un gradiente desnaturalizante como urea y
formamida (ver seccidn 3.4). Este método fue utilizado para tipificar las cepas aisladas a
través del andlisis de fragmentos (alrededor de 524 pb) correspondientes a la regién V6 a V8
del gen del rRNA 168. En la Figura 17 se muestra que la cepa de referencia
Halothiobacillus sp UAM-]1, IMP y AR3 presentaron perfiles gendmicos con mas de una
banda. El perfil genémico de la cepa de referencia y el aislado AR3 es igval (bandas a y b,
mientras que para IMP y BMP-1T fue diferente. La deteccion de varias bandas por DGGE para
una sola especie no necesariamente significa que se encuentren contaminadas. Actualmente, es
muy conocido que algunas bacterias contienen copias heterogéneas de operones rDNA | lo cual
es considerado como un factor limitante de ta técnica (Becker ef al, 2000, Kisand & Wikner,
2003). Particularmente, el aislado IMP presenta un patrén de tres bandas (c, d y b) donde dos
de ellas migran muy juatas (¢ y d), observaciones que también fueron descrita por Rosado et
al. (1998) quienes observaron en varias especies, patrones de dos bandas que migraban muy
juntas en el DGGE lo cual indicaba que habia moléculas de DNA con ligeras diferencias en su
comportamiento en el momento de la desnaturalizacién, posiblemente causado por una
incompleta extensién del mismo templado debido a las pinzas GC (Niibel ef al., 1996, Janse
et al., 2004). Por otro lado, BMP-1" presentd una sola banda (b), la cual también estuvo
presenie en los demds aislados migrando a la misma posicidn, esto puede indicar que Jos
cuatro microorganismos poseen copias similares del gen del rRNA 16s (Rosado ef al., 1998).
Finalmente, la cepa de referencia y el aislados AR3 muestran semejanzas, mientras que BMP-
1" e IMP presentan patrones de bandas diferentes en el DGGE.

Con base en los resultados obtenidos podemos indicar que e ajslado BMP-1" presents
caracterfsticas fenotipicas y genotipicas que Jo diferencian de los demas, pero para poder

lograr la identificacién de todos los aislados fue necesaria la secuenciacion del gen del tRNA
16S.
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Fig. 17 Tipificacion de aislados por DGGE

4.2.4 Secuenciacion del gen rRNA del 16S de los aislados

Los productos de reaccién PCR del gen tIRNA 16S de los aislados fueron purificados para
luego ser secuenciados. Posteriormente, las secuencias fueron analizadas usando el programa
Chromas v. 3.1.1 y fueron alineadas manualmente. Finalmente, las secuencias fueron

comparadas con la base de datos de]l GeneBank obteniéndose los siguientes resultados para los

diferentes aislados Tabla 10.
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Tabla 10 Analisis de secuencias de los aislados
Aislados Comparacion de secuencias con GenBank

Halothiobacillus sp. UAM-1tRNA 16S gene
secuencia parcial (Revah & Oniz, 2004)
Halothiobacillus ::reapofztanus DSM 581
(antes Thiobacillus neapolitanus DSM 381)
IMP gen fRNA 1685, secuencia parcial
Longitud=1456 pb
] Idenuﬁcacmn 1202/1214 (98 %)
Acinetobacter sp. ANT9054 gen rRNA 168,
secuencia parcial
Longitud=1486 pb
[dentificacion=954/996 (95 %)
Halothiobaciilus neapo!z.'amw DSM 581
(anies Thicbacitlus neaputiiunuy DSM 581)
AR3 gen rRNA 16§, secuencia parcial
Longitud= 1456 pb
Identificacién=1205/1211 (99 %)

Halothiobaciltus sp. UAM-1

Caonjuntando los resultados anteriores asi como las evidencias tanto morfoldgicas, fistologicas
y secuenciacién del gen del rRNA 16§ de los aislados IMP y AR3 se concluyé que ambos
microorganismos quedan identificados como Halothiobacillus neapolitanus con un 98 % y
99% de similitud respectivamente. Sin embargo, el aislado BMP-1" mostrd evidencias que lo
separan de los otros tres microorganismos como fueron: la presencia de esporas, actividad con
catalasa, los patrones de bandas por RAPD y DGGE fueron diferentes y la secuenciacidn del
gen del rRNA 16S indico tener un 95 % de similitud con Aciretobacter sp. ANT0S, este
resultado desperté dudas dado a que la secuencia oblenida presentaban sefiales encimadas en
el electroferograma (Figura 18), causadas por subproductos indeseables durante la reaccién
de amplificacion de PCR gue no se lograron eliminar en el proceso de purificacién y que
mediante un gel de agarosa se manifestaron como dos bandas, siendo {a) una banda mayor a

1500 pb y (b) menor de 1500 pb (Figura 19).
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M BMP-1T M

Fig. 18 Elecroferograma de la secuenciacién del
gen del rRNA 16S del aislado BMP-1" mostrando
interferencias.

Fig. 19 Las bandas a y b indican la
presencia de subproductos no deseados

provenientes de Ja reaccién de PCR.
M= Marcador C= conirol

Entonces para eliminar dichas interferencias y conseguir sefiales més limpias fue necesano

realizar la clonacién de los producto de PCR del gen del rRNA 168 de la cepa BMP-1"T dentro

del vector TOPO-TA pCR 2.1 y se emplearon como células competentes Escherichia coli

TOPIOF". Los pldsmidos fueron secuenciados para ambas cadenas de DNA usando iniciadores

universales e internos y mediante el programa Chromas v. 3.1.1 una secuencia consensuada

fue obtenida para el género Bacilius. En la Figura 20 se muestra ¢l electroferograma de la

secuencia del gen del rRNA 16S del aislado BMP-17 conteniendo sefiales muy claras y bien

definidas. En la Figura 21 se muestra la secuencia alineada que fue depositada en la base de

datos GenBank. Este dltimo resultado, explica el porque el aislado BMP-1T present6

formacidn de esporas y fue catalasa positivo, ya que tales caracteristicas son distintivas del

género Bacillus (Slepecky & Hemphill, 1992).
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I GAOGAACGCTOGCGGCGTGECTAATACATGCAAGTCGAGCGOATCTTCATTAGCTTGETITY
' GAAGATCAGCGGCGGACGRGTCAGTAACACGTGGGCAACCIGUCTGTAAGACTAGAATAAC
 TTOGGGAAACOGGAGCTARTACOGGATAATCCTTICCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGA
(GGTTICGGCTGTCACTTACAGATOGGCCCOCGOCGCATTAGCTAGTTGGTGAGET AATGEC
, )  TCACCAAGOCAACGATGOGTAGOCGACCTGAGAGGGTGATEGGLCACACTGCUACTGAGAC
vk akl y b A L L ACGGOOCAGACTOCTACGOGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTOUGCAATORALGAAAGTCTGA
L L R R TGN COGAGCAACGCCGEGTGARCOATGAAGGCTTTCCGTCETAALGTTCIGTIGTCAGGGALG
S ———— — + ACAAGTACCGGAGT AACTGO0GGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACOGLTAAC
, — TACGTGCCAGCAGCOGOGGTARTACGTADGTGCAAGCGTTGTOCGGAATTATTGGG0GT AA
_ i | 1 AGCBGOGCAGGOGGTTCCTTAAGTC TGATGTCAAAGCOOOCGGLTCAACOBROGAGRGTC

o L T L L ATTGGAAACTOGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCCGARTICCACGTTAGOGETOA
—  ——————————————— ATG{GTAGAGATGTCCAGGAACACCAGIGGCGAAGGCGGCTCTCIGGTCTGTAACTGACGCT
i  GABGOGCAAAGEETOO0GACCGAACAGGTTAGATACCCTEGTAGTCCACGELGTAACE
- T KTGAGTGCTAAGTGTT AGAGGGTTTOCGCCCTITAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTC

L CHOCTGRGGAGTACGGU0GCAAGGETCARACTL AAAGG AATTGACGGGGGO00GCACAAGE

L B SR GRTGGAGCATOTGOTTTARTTCGAAGCAACCOGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT

- . GACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCOCCTTUGGGOGACAGAGTGACAGGTGETGCATGRTTG
TOGTCAGCTCGTGTOGTGAGATGTTCGGTTAAGTOC0GCAACGAGOGCAACCCTIGATCTTA

| . Ll 0,1 GTIOOCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCOGTGACAAACCGGAGGAAGGTCG
T T GGATGACGTEAARTCATCATGCOOCTTATGACCTGGCTACACACGTCCTACAKTGATOGA
— " MCAAGGGCAGLGAAGCCGCGAGGTGAAGCCAATOCCATAAATOCATICTCAGTICOGATT
| - ' (CAGOCTOCAACTOGOCTGCATGAAGCCCGARTCOLTAGTAATCGCGRATCAGCATGO0GE
GGTRAATACGTICCCGOGCCTTGTACACACCGOOCGTCACACCACGAGAGTTTGTAKCACCC

i da - GAAGTOGGTOGEGTAACCTTTTCGAGCCAGCCOOCTARGGTGGGACAGATGATIGECGTG

Fig. 20 Electroferograma de la secuencia del Fig. 21 Secuencia del gen del tRNA 168 del
fRNA 168 del aislado BMP-17 aislado BMP-1" depositada en GeneBank
con el nimere de acceso DQ371431
4.3 Caracterizacién del aislado BMP-1"
4.3.1 Posicidn filogenética del aislado BMP-17
La comparacién de las secuencias de los TRNA 16S (o de los genes que lo codifican) permite
establecer las relaciones filogenéticas existentes enire los organismos procariontes. Este hecho
ha proporcionado una enorme precision a la taxonomfa bacteriana, dando lugar al sistema de
clasificacion vigente y permitiendo la identificacién rdpida y precisa de las bacterias (Rodicio
& Mendoza, 2004). De acuerdo con esto se procedié a ubicar la posicién fuogenélica del
aislado BMP-1", para lo cual se compar6é su secuencia del gen del fRNA 16S con las
secuencias de miembros del mismo grupo filogenético.
Un maximum likelihood (ML) 4rbol (méxima probabilidad) de algunas especies del género
Bacillus mostré un —In 7369.903. Este ML 4rbol colocé a BMP-1" en un clado con algunas
especies del género Bacillus, con un valor 62% de bootstrap, como €l grupo mds ancestral del
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clado que contiene a las especies Bacillus jeotgali, Bacillus boroniphitus, Bacilius sp. MBS y
Bacillus sp. Pecll (Figura 22). Por lo que la cepa BMP-1" pertenece al género Bacillus,
compartiendo un 99.5 % de similitud en la secuencias con Bacillus jeotgali CCM 71337
Bacitlus boroniphilus DSM 17376" y 97 % con Bacillus firmus DSM 12", Aderads mostré 98
% de similitud con Bacillus sp. MB5 y 99.8 % con Bacillus sp. Pecll, especies aun no
descritas. El alto porcentaje de similitud del gen del rRNA 16S entre ambas cepas sugiere que
todas ellas podrian pertenecer a la misma especie. Sin embargo, una alta similitud puede ser
esperada en Bacillus ya que ta velocidad de evolucidn del gene del rRNA 165 es
excepcionalmente Jenta (Palys et al., 2000), Ademads, se han descrito cepas y especies con
muy altos porcentajes de similitud pero que difieren marcadamente en sus valores de
hibridacién DNA-DNA, su morfologia y caracteristicas bioquimicas, pruebas usadas con
frecuencia para separar una especie de otra (Martinez-Murcia et al, 1992; Jaspers &
Overmann, 2004), Por ello, en taxonomia, actualmente se recomienda la identificacidn
polifisica, que utiliza criterios fenotipicos, gendmicas y filogenéticas (Stackebrandt et al.,
2002). Por lo tanto, debido a que BMP-1 T mostc6 un alto porcentaje de similitud con Bacillus
jeotgali CCM 7133", especie ya descrita, se decidié a la realizacion de diferentes pruebas que

puedan diferenciar una especie de otra.

4.3.2 Caracteristicas fisioldgicas del aislado BMP-17 vs Bacillus jeotgali CCM 71337

Dado a que la principal propiedad de BMP-1"7 fue su habilidad para crecer
quimiolitoautréficamente sobre tiosulfato y dicha propiedad no se ha sido reportado para
Bacillus jeotgali CCM 7133 ". Se procedié a crecer ambos microorgamismos en medio MSL
durante 6 dfas. En Ja Figura 23 se observa que crecié BMP-17 quimiolitoautréficamente en
presencia de tiosulfato de 0 a 3 dias, con un incremento en proteina celular de 143 mg 17, un
decremento en pH 7.7 a 3 y depésitos de azufte elemental aparecieron en el medio. Mientras
tanto, B. jeotgali CCM 7133 "no present6 crecimiento 0 a 4 dias, su protefna celular fue de 54
mg Iy el pH se mantuvo sin cambio ya que el tiosulfato no fue oxidado a sulfato, y el azufre
elemental no fue observado. Con estos resultados se demuestra que B. jeorgali CCM 7133 T no
puede utilizar el tiosulfato como fuente de energia y electrones para crecer, mientras que para

BMP-1" se confirma su habilidad para crecer quimiolftoautotréficamente sobre tiosulfato, lo
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cual es un fendémeno inusual en el gé€nero Bacillus. Actualmente, se conoce a Bacillus
schiegelii como la primera evidencia de bacteria termofilica formadora de esporas capaz de
crecimiento autotréfico en presencia de tiosulfato y crecimiento heterotréfico en la presencia

de hidrégeno y didxido de carbono (Hudson et al, 1988, Arango, 1992 y Beffa ef al., 1993,
1996).

Arbol filogenético 22
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Paenibacilius mendelii CCM4A839T(AF537343)

Bacitlus clausii DSM §716 T(AY825251)

Bacillus halodurans DSM 497 T (DQ211351)

Bacillus acidicola DSM 147457 (AB240208)

r Bacillus cerens ATCCI14579 T(A}577292)

52

84

100 L Bacittus anhracis ATCC 4229T(AY920253)

9% [ Bacillus subiilis DSMI10T (AY728013)

Bacillus licheniformis DSM 13 T(DQ295037)
~ Bacillus amyloliqucfaciens ATCC 233507 (X60605)

51 Bacitlus pumitus NCDO 1766 T(X60637)

Bacitlus pallidus DSM 3670 1(226930)

54

Bacilluy smithii DSM 4216 T{Z26935)
Bacillus methanolicus NCIMB131137(X64465)
Bacillus badius ATCC 14574 T(D78310)

100 1 Bacillus coagulans ATCC7050 T(AB240205)
Bacillus azoioformans DSM 1046 T(D78300)

80

Bacillus herbersteinensis DSM16534T(AJ781029)
Bacillus niabensis STS2T(DQ176423)
Bacilius cohnii DSM 6307 T(X76437)
Bacitlus megateriton ATCCH58 (DQ267829)
Bacillus firmus VAM 12464 T(AJ717384)

57 Buaciltus thioparus BMP-1 T(DQ371431)

Bacitlus sp. PEC 11 {AMI77061)
62 Bacittus jeorgali YKI-11 (ATF221062)

Bacillus jeorgali ICM10885 T (AF221061)
N Baciltus sp. MB-5 (AF326363)

Bacillus buroniphilus DSM 17376 T {AB198720)
—— Baciilus benzoevorans DSM 53917(D78311)
Bacillus circidans IAM 12462T(AB215100}

88

Hotobacillus halophilus NCIMB 9251 T(X62174)
Amphibacitlius xvlanus JCM73617 (D82065)

59

51

Gracilibacillus halotolerans DSM11805 (AF036922)

67

Virgibacillus pantothenticus IAM11061 T (D16275)

0.1

Virgibacillus salexigens DSM 1483 T(Y 11603)

Fig. 22 "Maximum-likehood" inferida a través da las secuencias del gen 165 rRNA de las diferantes especies.
El nimero de acceso al GeneBank esta entre paréntasis.
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Fig. 23 A) Comparacion de crecimiento quimiolitotrofo en tiosulfato entre las especies BMP-
17 (my y Bacillus jeotgali CCM 7133 " en MSL (A) B) Cambios de pH por BMP-1" (o) y

Bacillus jeoigali CCM 7133 ' (®).

4.3.3 Caracteristicas fenotipicas del aisludo BMP-1 Tys Bacillus jeotgali CCM 7133 Ty otras
especies de Bacillus
Por otro lado BMP-17 crecié en medio TSA formando colonias circulares, con margenes lisos,

color beige, con un didmetro de 0.8-] mm. El aislado BMP-1% creci6 en presencia de 5 %
(p/v) de NaCl pero no en presencia de 10 % y 15 % (p/v) de NaCl. Se observé crecimiento a
30°C, 35 °C y 45 °C pero no a 10 °C. La temperatura éptima de crecimiento en TSB fue de 30-
35 °C a pH 7.0. En las tiras API 20E y API 20NE , BMP-1" fue positiva para catalasa,
reduccidn de nitratos, hidrélisis de esculina y ligeramente positivo a gelatina, asimilacién de
glucosa, n-acetil-glucosamina, maltosa, gluconato, é4cido adipice, malato y citrato pero
negativo para la reaccién de oxidasa, lisina descarbozxilasa, arginina dihidrolasa, ureasa, para-
nitrofenil-BD-galactopiranosidasa, ornitina decarboxilasa, orto-nitro-fenil-fD-
galactopiranosido, fermentacién de glucosa, sulfuro de hidrdgeno, triptofano deaminasa,
produccién de indol, aceioina, fermentacién de manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacrosa,
melibiosa, amigdalina, y arabinosa, asimilacién de manosa, dcido capréico y fenil-acetato. En
la Tabla 11 se muestra la comparacién de algunas caracteristicas fenotipicas de BMP-1" con

Bacillus jeotgali CCM 7133 Ty otras especies de Bacillus.
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Tabla 11 Principales caracteristicas que diferencian al aislado BMP-1" de otras especies
pertenecientes al género Bacillus

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7
'[‘cmpefaiura de
“"'C;\ﬂlmé;f“"o( ©) 45 45 30 45 45 50 50
A 3035 30-35  27-30 30 40 40 44
Optimo
Crecimiento en NaCl
5% + + + + + + +
10 % - + - + - - +
pH 6ptimo 7.0 7.0-8.0 7.5\-8.5 7.0 9.0 7.0 57-7.5
Catalasa + + + + + + +
Oxidasa - - + - + - -
Reduccién de nitratos + + - + + - -
Ridrélisis de:
Esculina + + + - - + +
Gelatina W + - A% + + -
Actividad de arginina
dihidrolasa ) ND ) i} ) ) )
Actividad de vureasa - + - - - + -
Asimilacién de:

Glucosa + + + + - + +
Arabinosa - - ND ND ND ND +
Mannitol - - ND + - + +

N-acetil-glucosamina + - + ND - + ND

Maltosa + + + + - + ND
Gluconato + - + ND + - ND

Citrato + ND ND - - + +

Sacrosa - + ND ND - - +

DNA G+C contenido
_(mol%) 43.8 41 422 4].4 35 45 42

Especies: 1, especie BMP-17; 2, B. Jeotgali CCM 7133" (Yoon et al, 2001), 3, B. Boroniphilus DMS 17376 T
(Ahmed er al, 2007) 4, B. Firmus DSM 127 (Suresh ef al., 2004; Abdelkali et al, 2005) 5, 8. Cohnii DSM
63077 (Tiubel et al., 2003; Suresh et al., 2004) 6, B. Megaterium MTCC 1684 (Tiiubel ¢f al., 2003;Suresh ef
al., 2004) 7, 8 pumilus ATCC 70617 { Ivanova ef al., 1999; Suresh et al., 2004).
+, positivo; -, negativo; W, ligeramente positivo; V, variable; ND, no determinado
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Como puede observarse, BMP-1" muestra caracteristicas fenotipicas similares a Bacillus
Jjeotgali CCM 71337, Ambas especies fueron Gram-variables, méviles, bacilos y bacterias
formadoras de esporas. Por otro lado como ya se mencioné BMP-17 creci6 bien en TSA
mientras Bacillus jeotgali CCM 71337 crecié pobremente. Cuando crecié en TSA + ASW,
BMP-1" género colonias beige con margenes lisos, mientras que Bacitlus jeoigali CCM 7133
T formé colonias amarillas-crema y las colonias de Bacillus jeotgali YKJ-11 fueron amarillo-

naranja, de acuerdo con Yoon et al. (2001).

4.3.4 Caracteristicas quimiotaxonomicas

BMP-1" v Bacillus jeotgali CCM 7133 T presentaron dcido m-diaminopimelico en el
peptidoglucano de su pared celular. Sin embargo, el perfil de 4cidos grasos de BMP-17 fue
muy diferente, siendo su principal dcido graso Cisqo (77.3 %), mientras para Bacillus jeotgali
CCM 7133 T fue jso-Cis (49.3%) (Tabla 12).

Por otro lado, BMP-1" resultd similar también con Bacilius boroniphilus DSM 17376". Sin
embargo, el perfil de dcidos grasos de Bacillus boroniphiius DSM 17376" fue muy diferente,
siendo sus principales dcidos el is0-Cyso (44.8 %) y 4i-Cs.0 (12.5 %) (Tabla 12).

4.3.5 Caracteristicas genotipicas

En cuanto, al contenido de DNA G+C de la especie BMP-1" presentd 43.8 mol %, mientras
para Bacillus jeotgali CCM 7133 T fue de 41 mol % (Tabla 11), de acuerdo con los valores
que se han reportado para el género Baciflus (32-69 mol%).

En cuanto, al contenido de DNA G+C para B. boroniphilus DSM 17376" fue de 42.2 mol%
(Tabla 11). Ademds, Ahmed e al., (2007) describieron a Bacillus boroniphilus DSM 17376"
como una especie que requiere de boro para poder crecer asi como su tolerancia altas
concentraciones del mismo. Mientras que BMP-17 puede crecer sin boro. Entonces, de

acuerdo con lo sefialado ambas especies resultaron ser diferentes.
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Tabla 12 Perfil de dcidos grasos de las especies BMP-17, Bacillus jeotgali CCM 71337 y
Bacillus boroniphilus DSM 17376"

Composicion de acidos grasos (%)

Especies i-Cp Cun i-Cisa 0i-Cisn Cisn 3-Cirow Chen C,.g,-.ﬁi;.r'(‘ Crea i-Cprg 8i-Cirg i-Cypy Caracteristic
alcohol aille ol as 4%

Bacillus : 2 2 a5 50 4l 37 15

Jeotgali CCM 1.9 13 49.3 8.5 23 3. . . . . 6.6

71337 *

Bacitlus

boroniphilus 0.7 0.64 44.8 125 - 1.6 1.5 1.5 39 5.0 9.3 6.9 6.8

DSM 173767 °

Cono Ciue  Ciza Cran Crsw Cisa Cien  Cira
BMP-1" ) 0.04 0.19 041 263 77.30 5.26 9.08 309

*Caracleristicas representa grupos de dos o Ures dcidos grasos los cuales no pueden sc separados por GLC con el sistea MIDI. Caracieristicas 4
conticne uno 0 mas de los siguienies dcidos grasos: i50-Ciz 1y fo anteiso-Cyr,y B 1s6mero cis

* Dalos chienidos de Yoon ef of, 2001

U Datos obicnidos de Ahmed er af., 2007

4.3.6 Hibridacién DNA-DNA
Los valores de hibridacién entre BMP-1" y Bacillus jeotgali CCM 71337 fue 44 %, y 45 %

para la hibridacién de reversa. Estos porcentajes bajos de hibridacién claramente demuestran

| W

que el aislado BMP-1" y Bacillus jeotgali CCM 71337 representan dos diferentes especies. De
acuerdo con el criterio sefialado por Stackebrandt & Goebel, (1994) quienes indicaron que
existen cepas que comparten una similitud inferjor al 50% en experimentos de reasociacion, y
son por tanto clasificadas en especies diferentes, aunque presenten una identidad del 99-100 %
a nivel de rRNA 16S. Por tal motivo, como ya se menciond se recomienda realizar una
taxonomia polifasica.

Finalmente, basdndonos en las importantes diferencias en el perfil de &cidos grasos,
caracteristicas fenotipicas, asi como la incapacidad de Bacillus jeoigali CCM 71337 para
crecer quimiolitotroficamente sobre tiosulfato y los bajo porcentajes de hibridacién, sugirié

que el aislado BMP-17 y Bacillus jeotgali CCM 7133" representan dos especies diferentes y

que la especie BMP-1 T representa una nueva especie del género Bacillus, para lo cual,
propusimos el nombre Bacillus thioparus (thio’parus.GK. n. thies azufre; L. v. paro
productor; M.L. adj. Thioparus productor de azufre} (Pérez-Ibarra et al, 2007). Dicho
nombre fue sugendo por el Dr. DP Kelly quien hizé valiosas aportaciones al articulo producto

del presente trabajo. Posteriormente, el nombre fue corregido de acuerdo a la regla 61 del
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Bacteriological Code (1990 Revision). La etimologia es la siguiente: Gr. n. thion azufre: L.
part. adj. parans productor; N.L. part. adj. thioparans productor de azufre para ser incorporado

a la lista de validacién no. 117 Int. J. Syst. Evol. Microbiol. (2007) 57:1933-1934.

4.3.7 Descripcion de Bacillus thioparus sp. nov.

Bacillus thioparus (thi. ~ opar.us.Gk, n. thios azufre; L. v. paro producir; M.L. adj.
thioparus productor de azufre) correccién Bacillus thioparans (Gr. n. thion azufre; L.
part. adj. parans productor; N.L. part. adj. thioparans productor de azufre).

En cultivos de 48 h en medio TSB, las célutas son Gram-variables, aerobias, méviles, bactlos

cortos (0.5-0.7 por 1.0-1.7 um} agrupados en pares, cadenas cortas. En medio Subiette
(MLS) el tiosulfato es utilizado como fuente de energia, permitiendo un crecimientc
guimiolitotréfico, tincién de Gram de estos cultivos a pH 5.8 mostré la presencia de
endosporas en posicion central. Durante la incubacidn, dicho medio llega a presentar turbidez
debido al azufre. En medio MSGG forma colonias pequefias amarillas, circulares con
margenes lisos. Se observé crecimiento en presencia de 5 % (p/fv) NaCl, pero no de 10-15%
(p/v) de NaCl. La temperatura Optima de crecimiento en medio TSB fue de 30-35 °C a pH 7.0.
En las tiras API 20E y APl 20NE , BMP- 17 fue positiva para catalasa, reduccién de nitratos,
hidrélisis de esculina y ligeramente positivo a gelatina, asimilacién de glucosa, n-acetil-
glucosamina, maltosa, gluconato, dcido adipico, malato y citrato pero negativo para la
reaccion de oxidasa, lisina descarboxilasa, arginina dihidrolasa, ureasa, para-nitrofenil-BD-
galactopiranosidasa,  omnitina  decarboxilasa, orto-nitro-fenil-BD-galactopiranosido,
fermentacién de glucosa, sulfure de hidrdgeno, triptofano deaminasa, produccidn de indel,
acetoina, fermentacion de manitol, Inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melibiosa,
amigdalina, y arabinosa, asimilacion de manosa, 4cido capréico y fenil-acetato. Sus
principales 4cidos grasos fueron C15:0 (77.30%) y C16:1 (9.08%). El contenido de G+C enel
DNA fue de 43.8 mol% (métode Tm). La pared celular contiene m-diaminopimelico en el
peptidoglicano. La especie tipp BMP-1" fue depositada en dos ceparios reconocidos
internacionatmente como BM-B-436" y CECT 7196". La secuencia del gen rRNA 16S fue
depositada en la base de datos GenBank con el nimero DQ371431. El aislado provino de un
consorcio bacteriano, presente en un sistemna de cultivo continuo para tratamiento de aguas

residuales de la UAM-Iztapalapa.
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5. CONCLUSIONES

Con base en los anteriores resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir

que:

En cuanto al aislamiento y caracterizacion de aislados

De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de la cepa BMP-1 7 fue
asignada al género Bacillus, estos resultados fueron confirmados con el analisis
molecular del gen del rRNA 168S.
El andlisis de la secuencia del gen del IRNA 165 de cada uno de los aislados, asi como
su comparacién con la base de datos GeneBank indicé que:
Las cepas IMP y AR3 corresponden a un mismo microorganismo Halothiobacillus
neapolitanus DSM 58] (98% y 99% de similimd respectzvamente).
Debido a importantes diferencias en el perfil de dcidos grasos, asi como la incapacidad
de Bacillus jeotgali CCM 71337 a crecer quimiolitotroficamente sobre tiosulfato y los
bajos porcentajes de hibridacién, sugirié que el aislado BMP-1" y Bacillus jeotgali
CCM 71337 representan dos especies diferentes.
La cepa BMP-1T representa una nueva especie del género Bacillus, para la cual, se
denomino Bacillus thioparus, nombre que posteriormente fue cambiado por

Bacillus thioparans.

6. IMPORTANCIA DEL PRESENTE TRABAJO

Debido a que el estudio de los mecanismos de oxidacién de compuestos reducidos de
azufre por procariontes, aun no han sido aclarados, resulta interesante para la
comunidad dedicada al estudio de microorganismos quimiolitotréficos sulfoxidantes,
el reporte de una nueva especie del género Bacilius.

El reporte de la nueva especie Bacillus thioparans permitird abrir nuevas lineas de
investigacion relacionados a la habilidad para crecer quimiolitoautotréficamente sobre
compuestos reducidos de azufre, lo cual es un fendmeno inusual en el género Bacillus.
El presente estudio aporta informacién sobre un microorganismo seleccionado y

adaptado a degradar compuestos reducidos de azufre, el cual puede ser implementado
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en los procesos de biofiltracién para la eliminacién de compuestos voldtiles
inorgénicos contenidos en corrientes de aire residuat.

El aislamiento y caracterizacién de Bacillus thioparans como bacteria sulfoxidante
permitird el surgimiento de nuevos proyectos encaminados a eficientar procesos para la
eliminacion de contaminantes, ya que se tienen reportes de mejores resultados con
bacterias puras, que con poblaciones mixtas. Asi mismo, puede ser aplicada en
procesos de desulfurizacién biolégica del petréleo para mejorar su calidad y evitar la
emisién de contaminanies.

Ast mismo, Bacillus thioparans podria ser aplicada en la industria minera en }os
procesos lixiviacién que permiten la recuperacion de metales con la oxidacién y la
solubilidad de los minerales de calidad inferior.

Bacillus thioparans podria ser empleada en Ia eliminacion de contaminantes presente

en las aguas dcidas del drenaje de minas.
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Mientras tanto, la Ofelia terrenal muere en los brazos de Mercedes y todo indicio de
su existencia en este mundo fue borrado, con excepcién de los pequefios detalles

visibles solo para aquéllos que saben en donde mirar.
-El laberinto del fauno-

Guillermo de Toro
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Apéndice A

Tabla 1 Descripcién general de un biofiltro
Caracteristicas

Biomasa inmovilizada
Fase acuosa inmévil
Reactor unitario

Area de aplicacion

Concentracién de contaminantes < 1 g/m’
Coeficiente de Henry < 10

Ventajas

Area de contacio gas/ liquido alta
Facil arranque y operacion
Bajos costos de operacién
Desventajas
Poco control de condiciones de reaccidn

Lento proceso de adaptacion al flocular
Requiere de grandes dreas

Tabla 2 Descripcion general de un biolavador

Caracteristicas

Biomasa suspendida en su mayoria
Fase acuosa mévil
Dos reactores

Area de aplicacién

Coeficiente de Henry < 0.10

Ventajas

Buen control de las condiciones de reaccidn
Posibilidades de evitar la acumulacién de
productos
Equipo compacto
Baja caida de presion

Desventajas

Baja superficie para Ja transferencia de
masa.

Lavado de microorganismos de lento
crecimiento

Alta generacidn de lodos

Sistema de arranque complicado
Requerimiento  extra de aire  para

concentraciones mayores de contaminante
Costos  de  inversién, operacién vy
mantenimiento elevados
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Tabla 3 Descripcion general de un biolavador de lecho escurrido

Caracteristicas

Biomasa inmovilizada
Fase acuosa inmovi]
Reactor unitario

Area de aplicacién

Concentracién de contaminantes < 0.5 g/m’
Coeficiente de Henry < |

Ventajas

Comparables a los filtros de escurrimiento
Mejor retencidn de microorganismos de
lento crecimiento
Beacios unilarno

Desventajas

Baja superficie para la transferencia de
masa.

(Generacidn alta de lodos

Complicado sistema de arranque

Costos de operacién elevados

Tabla 4 Descripcién general de un reactor UASB

Caracteristicas

didmetro 0.5-2 mm
Fase acuosa ascendente
Reactor unitario

Area de aplicacion

Concentracién de contaminantes < 3.5 g/m’

Ventajas

Comparables a los filtros de escurrimiento

No requiere mecanismoe de agitacién
Retencion de microorganismos de lento
crecimiento

Riépida velocidad de sedimentacién
Sistema sencillo

Desventajas
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Apéndice B
1) Medio mineral Sublette liguido (MSL) modificado se compone de:

Tabla 1 Composicién del medio mineral

Componentes Concentracidn (g/1)
Na;HPO4 1.2
KH,PO, 1.8
MgSOa.?HzO 0.4
NH;CI 0.5
CaCl, 0.03
MnSO, 0.02
NaHCOs 1.0
FeCly 0.02
Na5,04 20

2) Medio Sublette sélido (MSGG) contiene ]Ja misma formulacion que el MSL de: sales
inorgdnicas, ¢lementos traza, tiosulfato como fuente de energia y como fuente de carbono
bicarbonato. Sin embargo, al medio sdlido se le adiciona I % de Goma Gellana Gelrite
(Sigma) (MSGQG) biopolimero sustituto de agar (Shungu ef. Al, 1983). En la Tabla 1 se
describe la composicidn del medio mneral de Sublette.

Para ambos medios se ajusta el pH a 7.0 y se esterilizan a 121 °C y a 15 lb de presidn por 20
min, Después el bicarbonato es esterilizade por filtracién y adicionado a los matraces para
evitar su descomposicion. Para el caso del medio sélido, una vez a temperatura ambiente
colocar en cajas petri. Este medio fue empleado para estudiar morfologia celular y
caracteristicas coloniales de los aislados. El tiosulfato de sodio se utilizé como modelo de
estudio dado a que permite su manipulacion sin riesgos asociados a toxicidad (Sublette &

Sylvestre, 1987, Steffes ef al., 1996 y Kelly et al., 1997).

3) Caldo de soya tripticaseina (TSB)
El medio se compone de caldo de soya tripticaseina.
Se prepard 5 g/l de caldo de soya tripticaseina (BBL.) se ajusto pH a 7.5 vy se coloc6 100 ml de

medio en cada matraz para luego esterilizar a 121 °C por 15 min a 15 b,
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4) Agar de soya tripticaseina {TSA)
El medio se compone de caldo de soya tripticaseina y agar
Se prepard 5 g/l de agar tripticaseina a pH 7.5 se esterilizo a 121 °C por 15 min a 15 1b y se

distribuyo en cajas petri.

5) Agar de soya tripticaseina (TSA) + ASW

El medio se compone de caldo de soya tripticaseina y agar, suplementado con medio mineral
ASW compuesto por 24 g NaCl, 7 g MgSQOy. 7 H;0, 5.3 g MgCl,. 6 H;0, 0.7 g KCly 0.1 g
CaCly (ASW) pH 7.5 se esterilizé a 121 °C por 15 min a 15 Ib y se distribuyd en cajas petri.
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Apéndice C

Técnica de microscopia electrénica de barrido (scanning electron microscope SEM) descrito

por Bozzola & Russell (1992}

5,

Se parte de células crecidas en fase exponencial en medio TSB con 24 h de incubacidn.
El cultivo se centrifuga a 4.000 rpm y a la biomasa adicionar 3 ml de gluaraldehido,
después refrigerar por 24 h.

Las células son lavadas con buffer de fosfatos de sodio al 0.1 M, 3 veces o mds hasta
eliminar todo e) glutaraldehido.

Una vez lavadas las células se elimina por centrifugacion (4,000 rpm) el buffer de
fosfatos. A la biomasa obtenida se adiciona 14 gotas de OsOy y se incuba por 2 h en
refrigeracidn.

Deshidratacidn celular:

En esta etapa se elimina poco a poco el agua presente en el interior de las célujas,
mediante su exposicién por 20 min, con cada concentracién de acetona (30%, 40 %. 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, y 100 %) y asi evitar que se destruyan.

Para ¢l tratamiento con acetona al 100 %, 12 muestra es colocada sobre papel filtro
Watman con un poro de 0.1 i y a su vez se coloca en el interior de un porta muestras,
el cual se sumerge en acetona al 100 % y se conserva a temperatura ambiente por 24 h.
Después la muestra es colocada en desecador a punto critico (Tousimis Sandra 7808).
El pellet obtenido del paso anterior se disgrega y monta sobre plata colotdal para

posteriormente cubrir ]a muestra con oro y carbono.

Tincion de Gram

I.

Colocar una gota de agua destilada sobre un portaobjetos, y junto colocar una asada de
microorganismos (frotis).

Extender la muestra en la parte media del portaobjeto y fijarla mediante la flama de un

mechero a sequedad.
Cubrir Ja muestra seca cristal violeta. Mantener por 20 segundos.
Lavar con agua destilada por 2 segundos.

Cubrir el frotis con solucién de yode. Mantener por 1 minuto.
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Eliminar el yodo con un disolvente {alcohol-acetona) por 20 segundos.
Lavar con agua destilada y cubrir con safranina por 20 segundos.
Lavar con agua destilada por 2 segundos y dejar secar para sn posterior observacion al

mMiCroscopio.

Tincién de espora por el método Schaeffer-Fulton.

t.
2.

o e

Prepara frotis con la muestra y cubrir con verde de malaquita.

Exponer e frotis a vapores de agua, provenientes de un vaso de precipitados
conteniendo agua hirviendo, por 5 minutos.

Después dejar enfriar y lavar con agua destilada por 30 segundos.

Cubrir el frotis con safranina por 20 segundos.

Lavar con agua destilada para remover Ja safranina.

Dejar secar y dejar secar para su posterior observacion al microscopio.

Determinacién de movilidad en medio semi-solido

Prepara previamente, tubos con medio semi-sdlido (Agar nutritivo SIM).
Tomar dos tubos uno corresponde al control (sin inocular) y el otro se inocula con ¢l
microorganismos por picadura a 2 ¢ 3 de su profundidad.

Después incubar a 37 °C por 48 h.

Determinacién de peso seco

El peso seco (contenido de s6lidos) de las células bacterianas que se encuentran en suspension

se obtiene por el secado de un volumen en un 0 horno a 105 °C hasta pese constante.

La desventaja de este método es que componentes volatiles de 1a célula pueden perderse por el

secado y puede existir alguna degradacién. También la muestra seca puede recobrar humedad

durante el pesado, principalmente si el ambiente tiene una humedad relativa alta.

Determinacion de catalasa y oxidasa

La actividad de la catalasa fue determinada por la formacién de burbujas cuando colonias de

los diferentes aislados por separado se colocaron sobre portaobjetos y se les adiciono una goia
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de H,O; al 3 % (v/v). La rdpida aparicién y produccion sostenida de burbujas de gas o

efervescencia indica una reaccion positiva.

La actividad de la oxidasa fue determinada por la oxidacién de 1% (v/v) de tetrametil-p-fenil

endiamina dihidrocloro segin la técnica de Benson (1990).

Identificacién microbiolégica por el sistemna manual API (bioMérieux)

Galerfas AP1 20E sistema de identificacién para enterobacteriaceae y otros bacilos Gram
negativos no exigentes:

1.

Seleccionar una colonia bien aislada y preparar una suspensidén del microorganismo
{desconocido} con soluctdn salina estéril. Mezclar con la ayuda de un Vortex.

Colocar 5 ml de agua destilada en la charola y sobre ella colocar la tira APL. 20E

Con ayuda de una pipeta Pasteur, adicionar dentro de Ja cdpula la suspension de
microorganismos tratando de ne llenarlas totalmente ADH, LDC, ODC, H;S y URE.
Llenar completamente sdlo las cipulas CIT, VP y GEL.

Para crear condiciones de anaerobiosis, colocar eq la parte superior de las cdmaras de
ADH, LDC, ODC, H2S y URE aceite mineral estéril. Después colocar la tapa

Llevar a incubar a 36 °C durante 18-24 h.

Interpretar resultados.

Galeria APl 20 NE sistema de identificacion para bacilos Gram negativos no
enterobacteriaceae y no fastidiosos:

1.

Seleccionar una colonia bien aislada y preparar una suspensién del microorganismo
(desconocido) con solucidn salina estéril. Mezclar con la ayuda de un Vortex.

Colocar 5 ml de agua destilada en la charola y sobre ella colocar 1a tira API 20 NE

Con ayuda de vna pipeta Pasteur, rellenar las clipulas desde el NO; al PNPG con la
suspensidn de microorganismos.

Abrir una ampolieta de medio APT AUX vy transferir a ella 200 ul de la suspensién
precedente. Homogeneizar

Rellenar las ctpulas de los ensayos desde GLU al PAC.

Rellenar con aceite mineral estéril las cipulas de 1os tres ensayos subrayados (GLU,

ADH, URE) forinrando un menisco convexo.
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7. Cerrar la cdmara y llevar a incubara 29 °C durante 24 h.

8. Interpretar resultados.

Extraccion de DNA y purificacion por método de Marmur (196])
Dicho método uuliza cloroformo para eliminar las proteinas de los lisados celulares.
En la extraccién del DNA se han utilizado los siguientes reactivos:
* Tampén EDTA salino: NaCl 0.15 M EDTA Na 2 0.01 M pH 8.0
* SDS: Dodecil sulfato sédico al 20 % (p/v)
» Perclorato de sodio: NaClQ,; SM
+ Cloroformo-isopentanol: 24:1 (v/v)
+ SSC: NaCl (.15 M Citrato trisédico 0.015M pH 7.0
Las soluciones que se utilizaron son una dilucion 1710 (S8C x 0.1) y otra 20 veces concentrada
(SSC x 20):
e SSCx0,1: NaC] 0.015 M Citrato trisédico 0.0015 M pH 7.0
*  SSCx 20: NaCl 3M Citrato trisédico 0.3 M pH 7.0
* Ribonucleasa: RNasa bovina | mg/ml, en NaCl 0.15 M pH 5.0

Previamente, se prepara una suspension bacteriana en solucién salina 0.84% con el
crecimiento bactertano de un tubo de TSA de 48 h de incubacién a 30 °C para
posteriormente, tomar 5 ml de la suspensién ¢ inocular 250 ml de medio TSB. Las bacterias se

incuban a 30 °C en agitacién (180 rpm), durante 48 h.

El cultivo liguido se centrifuga a 6,000 rpm 15 min a 10 °C. Las ¢€lulas se lavan dos veces con
50 ml de tampén EDTA salino. El sedimento resultante, de 2 a 5 g de células en peso hiimedo,
se resuspende en 50 ml de solucion EDTA salino. Se afiade entonces SDS al 20 % hasta una
concentracion final del 1 %. La suspension bacteriana se calienta entonces a 60 °C hasta que se
produzca la lisis celular, la cual se detecta por un aumento de la viscosidad y por un cambic en
el aspecto de Ja suspension que pasa de turbia a opalescente,

En el caso de bacierias que no son sensibles a la lisis por SDS, como ocurre por ejemplo con la
mayoria de las bacterias Gram positivas, debe de realizarse un tratamiento previo al SDS con

lisozima (en nuestro caso, la cepa a caracterizar fue sensible a la lisis por SDS).
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Los lisados celulares viscosos se enfrian para afiadir la solucion de perclorato hasta una
concentracién final 1 M. A partir de aqui se procede a ]a extraccién de proteinas con medio
volumen de cloroformo-isopentanol, agitando los Jisados durante 30 min. La agitacién debe
ser justa la necesaria para crear una emulsién. Una agitacién muy vigorosa no €s conveniente.
Para eliminar la proteina se centrifuga el lisado a 12.000 rpm a 4-]0 °C durante 10 min,
Quedan dos fases, la superior acuosa que contiene el DNA y la inferior cloroférmica. Entre las
dos fases queda upa interfase de proteina. La fase acuosa se extrae con mucho cuidado, con la
ayuda de una pipeta despuniada o bien con una pipeta Pasteur con el extremo curvado,
evitando asi arrastrar la interfase de proteinas.

El proceso de extraccién con cloroformo-isopentanol se va repitiendo hasta gue quede muy
poca proteina en la interfase, momento en el que se procede a precipitar el DNA con etano] del
96 % frio. Para ello se utilizarn aproximadamente dos volimenes de etano]l por cada uno de
fase acuosa. El DNA se recoge enrollado en una varilla de vidrio y se deja secar al aire hasta
eliminar el exceso de alcohol.

En el caso de que el DNA no se enrolle bien y queden hebras de DNA sueitas, se recogen
centrifugando 10 min a 6.000 rpma 10 °C,

Ei DNA se disuelve en 10 ml de SSC x 0.1. Et volumen de SSC x 0.1 utilizado dependerd
también de la cantidad de DNA recogido. Una vez disuelto el DNA se ajusta la concentracion
a SSC x 1 afiadiendo 0.5 ml de S8C x 1_20 por cada 10 ml de SSC x 0,1. Posteriormente la
solucién de DNA se somete a la accién de la RNasa, afadiéndose ésta a una concentracién
final de 50 pig/ml e incubando durante 30 min a 37 °C. Una vez finalizado el tratamiento con la
RNasa se procede a repetir extracciones con cloroformo-isopentanol durante 15 min hasta que
quede muy poca proteina en Ja interfase. Una vez finalizada la purificacién del DNA, éste se
precipita con etanol frio y se disuelve en SSC igual como se ha indicado mas arriba. Este
proceso de precipitacion y disolucién se repite varias veces a fin de eliminar los restos de
RNA que pudieran quedar. El DNA asi preparado se guarda congelado a -20 °C o en

refrigeracion con unas gotas de cloroformo.

La pureza del DNA bacteriano extraido se determino por el cdlculo de las relaciones de

absorbancia A 260 nm: A 280 nm y A 260 nm: A 230 nm (Johnson, 1994).
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Cuando el DNA estd libre de proteina y otros materales contaminantes, las relaciones
anteriores tienen un valor entre 1.8 y 2 para (A 260 am : A 280 nm) y entre 2,0 y 2,2 para (A
260 nm ; A 230 nm).

Determinacién del contenido en G + C

El contenido G+C del DNA bacteriano se determiné a partir de la temperatura media de fusién
del DNA (Tm), obtenida al realizar el perfi] de desnaturalizacién del DNA (Marmur y Doty,
1962).

En primer lugar, las muestras de DNA conservadas en SSC se precipitan en etanol tal y como
s¢ ha indicado en el apartado antemor y luego ef DNA se disuelve en SSC x 0.1.
Posteriormente se procede a dializar durante 48 h en SSC x 0.1 a 4 °C, realizando 8 cambios
de Ja solucién de dialisis. Este proceso permite eliminar contaminantes como cationes
divalentes o restos de cloroformo. Para obtener el perfit de desnaturalizacién térmico, la
solucién de DNA se diluye en SSC x 0.1 hasta una absorbancta de 0.4 a 260 nm.

El contenido de G+C fue calculado usando la ecuacién descrita por Owen & Hill (1979) que
corresponde a:

%G+C = (Tm -Tm E.coli) 2.08+ 50.9

El Tm del DNA de referencia de F.coli NCTC 9001 es tgnal a 74.6°C en SSCx 0.1 (Owen y
Pitcher, 1985).

Extraccion de DNA genémico por kit Wizard (Promega)
Aislamiento de material gendmico a partir de bacterias Gram positivas y Gram negativas
Biomasa celular
1 ml de un cultivo celular de una noche se centrifugé por 2 minutos a 13,000-16,000 x g*.
Eliminar el sobrenadante.
A) Para bacterias Gram negativas

Suspender las células en 480 pl de EDTA 50 mM.
Lisis celular

1. Adicionar 600 pl de solucién (llamada Nuclei Lysis). Pipetear

cuidadosamente, para mezclar
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2.
3.

Incubar por 5 min a 80 °C, entonces enfriar a temperatura ambiente.
Adicionar 3 ul de la solucidn RNasa. Mezclar, incubar a 37 °C por 15-

60 min, entonces enfriar a temperatura ambiente.

Precipitacién de proteinas

4.

5.
6.

Adicjonar 200 ml de solucidn para precipitar proleinas. Agilar con
vortex.
[ncubar en hielo por 5 min

Centrifugar de 13,000-16,000 xg* por 3 min.

Precipitacién de DNA y rehidratacién

7.

10.
1.
12.

Transferir el sobrenadante a un tubo conteniendo 600 ul de
isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar.

Centrifugar como en el paso 1 y decantar el sobrenadante.

Adicionar 600 ml de alcohol al 70 % a temperatura ambiente.
Mezclar

Centrifugar por 2 min a 13,000-16,000 xg*.

Aspirar el etanol y secar el DNA al aire por 10-15 min.

Rehidratar el DNA con 100 ml de la solucién rehidratante por 1 h a 65

°C o por toda la noche a4 °C.

* Mixima velecidad en una microcentrifuga
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Determinacién de proteina celular método descrito por Lowry ef al., 1951

Preparacion de soluciones

Sclucion A carbonato de sodio

Na(OH) (0.1 N) 4g
Na,COs (2 %) 20¢g
Agua destilada 1 litro

Solucion B Tartratode Nay K al 2 %
Tartrato de Na y K 2g
Agua destilada 100 ml

Solucion C Sulfato de cobre al 1 %
Sulfato de cobre lg
Agua desiilada 100 ml

Preparacion de Reactivos
Reactivo 1

Mezclar:

Solucién A (Carbonato de sodio) 50 m!
Solucion B (Tartrato de Na y K) 0.5 mi
Solucion C (Sulfato de cobre) 0.5 ml

Reactivo I1
Reactivo de Folin cicalteau 1:2 en
agua destilada
Agregar 0.3 ml a cada tubo
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Curva tipo para la determinaciéon de proteinas
1. De una solucién estindar de BSA 1 mg/ml hacer una dilucién 1:10 (0.3 ml de BSA +
2.7 ml de agua destilada) y proceder a preparar la curva tipo de acuerdo con el

siguienle protocolo.

Fube BSA () H,0 () (ug/mD) Reactivo Reactivo
I(mb I (ml)
{ 0.000 1.000 0.00 30 0.3
2 0.125 0.875 12.5 3.0 0.3
3 0.250 0.750 25.0 3.0 0.3
4 0.500 0.500 50.0 3.0 0.3
5 0.750 0.250 75.0 3.0 0.3
6 1.060 0.000 100.0 3.0 0.3

2. Preparar 1.0 ml de las diluciones adecuadas de la muestra problema

3. Adicionar el reactive | tanto a los tubos de Ja curva, como a los de las diluciones de la
rauestra problema.

4. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Adicionar ¢l reactivo 11 tanto a Jos twbos de la curva, como a los de las diluciones de la
muestra problema.

6. Incubar a temperatura ambiente 30 minutos.

7. Leer en el espectrofotémetro a 590 nm.
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Determinacién por electroforesis capilar de iones (SO042 y §,05%) (Millipore CIA 4000)
El contenidote sulfatos, nitratos, nitritos, fosfatos y carbonatos se obtiene del extracto en agua.
Dependiendo de cual sea el 16n que se quiere determinar, se utilizan dos electrolitos de trabajo:
una solucién de cromato (para la determinacidn de los 5 iones) o bien, una solucién de sulfato
de sodio {para la determinacion de nitratos y nitritos).

Material

* Tubos Eppendor de 0.5 ml de capacidad

* Micropipeta de 1000 ml

» Puntas para micropipeta

* Pipetade [0 ml

¢ Vasos de precipitado de 50 ml

» Filtro en forma de perinola

* leringa de 10 ml '

» Filtro de nitrocetulosa de (.45 mm

¢ Electrelito OFM waters

* Solucién de cromato o de fosfatos

» Agua destilada y desionizada

Procedimiento

1. Preparar las curvas estdndar por medio de dilucion de cada idn a partir de una solucién
de 4000 ppm hasta 5 ppm {Apéndice 1). Posteriormente, con la micropipeta toma 0.5
ml de cada punto de la curva y colocarlas en tubos eppendorf. Marcar cada tubo par
identificarlas al momento de introducirlas en ¢l carrusel.

2. Con la micropipeta tomar 0.5 m! de la muestra obtenida de Jla extraccidén en agua y
colocarla en el tubo eppendor. Marcar el tubo para identificarle al momento de
introducirlo al carrusel.

3. Encender el equipo Waters Capillary Ton Analyzer junto con la computadora.

4. Presionar la tecla down para gque bajen ambos carruseles en donde se colocan las

muesiras.
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10.

11.

12.

13.

14.

Presionar ¢l botén open door para abrir ta puerta. Levantar y girar hacia Ja izquierda
para retirar el carrusel utilizando la perilla blanca.
Filtrar 36 m) del electrotito de trabajo, constderando que 18 ml son para el anéalisis de
cada 5 muesiras a analizar en el carrusel; mientras que en ¢l resto se coloca en el
segundo frasco vacio del segundo carrusel.
Colocar los tubos eppendor destapados y con las tapas secas en el carrusel (se sugiere
introducir primero la curva estindar y posteriormente Jas muestras).
Regresar el carrusel a su posicién original {posicion E3 del carrusel al frente) y girar el
capilar a su posicién original.
Colocar el frasco vacid del segundo carrusel en la posicion uno.
Cerrar Ja puerta y presionar las teclas purgue, auto y mannal para purgar el capilar
durante 20 minutos.
En la computadora, se realiza la siguiente secuencia: localizar €l botdn inicio,
programas, Millenium 32. Esperamos a que cargue el programa. Localizar Login, run
simples y verificar que esté seleccionado CIA. Aceptamos. En este momento aparece
una veniana en donde a la izquierda se escribe el nombre de la muestra y a Ja derecha
se observa el espacio para ver el cromatograma.
Cuando haya terminado e} programa de purga del analizador, se abre la puerta (door
open) y colocar el frasco con electrolito de trabajo (I8 ml filtrados) en la posicidn uno
el vacié en la posicién cinco.
Presionar star y automdticamente debe apagarse fault. Esto indica que el equipo estd
listo para comenzar a programar el analisis.
El programa consta de las siguientes teclas:

* Simple: Es el némero de la muestra que se analiza

* Repeucién: las veces que se van a repetir la inyeccion, se presiona el nimero 2

y posteriormente enter.
* Run nme: tempo que dura la corrida (4 min)
» Este programa se repite basta que se termine con el nimero de muestras

presentes en ¢l carrusel.
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15.

16.
17.

18.

21.

22.

Concluida la programacion, se presiona la tecla star en €] analizador y el botdn inyect

de la computadora.

El orden en que aparecen tos jones son: sulfatos, nitrito, nitrato, fosfato y carbonato.
LLa compuladora automaticamente guarda el cromatograma obtenido. Para visualizarlo,
en la pantalla se busca la opcidn review data, channels y se acepta. Se abre una ventana
en donde se observan columnas en las cuales se presentan los datos de la muestra,
como su nombre, fecha y hora de andlisis. Para observar el cromatograma, se
selecciona la fita que tiene la opcion de satin_cia. Se abre otra ventana en donde se
observan los picos obtenidos; en la parte de debajo de la pantalla, se observa el tiempo
de retencién y el drea. Para cada pico obtenido, ambos valores se registran en la
bitacora. Este procedimiento se puede hacer mientras se analizan las muestras.

Cuando se ha terminado el andlisis, se abre la puerta, se retira el carrusel con las
muestras y el frasco con el elecirolifo de trabajo del segundo carrusel. Se quitan los

tubos eppendor y el electrolito de trabajo del primer carrusel.

. En donde habia electrolito de trabajo, se coloca agua destilada ambos en la posicién

uno de su respectivo carrusel.

. Cerrar la puerta y poner a purgar por 20 minutos para dejar el equipo limpio. Al

término, se apaga el analizador y la computadora, cerrando todas las ventanas abiertas
y utilizando la opcidn de apagar el sistema.

los datos obtenidos se¢ analizan utilizando una hoja de célculo. A los datos provenientes
de las curvas estdndar, se realizan una regresién lineal para obtener una ecuacidén con
un coeficiente de correlacidn de 0.99.

la ecuacién obtenida permitird obtener la concentracion de las muestras problema en
unidades de ppm. Posteriormente, se hace la conversién en mg del ién/kg material

filtrante seco.



Apéndice |
En la Tabla 1 se preseatan los iones que se utilizan para realizar las curvas estdndar.

Tabla 1 Aniones utilizados para realizar las curvas estandar

Anton Concentractén (ppm) Peso del reactivo

SOs 4000 0.592 g Na,SO,

NO, 4000 0.600 g NaNO,

NO3 ~ 4000 0.548 g NaNO;

HPO, ™ 4000 0.598 g K,HPO,

HCOy 4000 " 0.707 g Na,COs |

Electrolito concentrado (cromato): en un matraz volumétrico de 1 iitro colocar
aproximadamente 300 ml de agua destilada y des ionizada (18 megOhm); adicionar 23.41 g de
cromato de sodio tetrahidratado (Na2CrO4 * 4H20), (pH entre 7 y 12); agregar 68 m) de
acido sulfirico 10 mM y por Gliimo aforar el matraz hasta la marca con el agua desionizada.
Acido sulfiarico 10 mM: Adicionar 560 ut de 4cido sulfdrico en un matraz de un litro y
posteriormente tene con agua destilada hasta la marca.

Electrolito de trabajo: colocar 3 ml de solucion BT-anién OFM (Waters CIA-Pak) en un
matraz volumétrico de 100 ml adicione 20 mi de agua destilada y desionizada (18 megQOhm);
adicione 4 ml de electrolito concentrado {cromato); aforar el matraz con el agua.

Electrolito de trabajo (solucién de sulfato de sodio): preparar una solucién de sulfato de
sodio 0.1 M. En un matraz aforado de 100 ml poner 10 m! de la solucién de sulfato de sodio
junto con 3 ml de la solucion BT-anion OFM (Waters CIA-Pak) y aforar con agua destilada vy

desionizada sin agitar.
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Abstract

A novel bacterium, strain BMP-17, was isolated from a continuous wastewater
treatment culture system operating with a bacterial consortium. Cells of the isolate
were (Gram-variable, aerobic, moderately halotolerant, motile 2nd endospore-
forming rods. Strain BMP-1" grew chemolithoautotrophically by oxidation of
thiosulfate to suifate with a growth vield of 1.07 g protein mol™" of thiosulfate
consumed. DNA G+C content was 43.8 mol%. 1ts cell wall had peptidoglycan
based on m-diaminopimelic acid, and the major component of fatty acid was
Cis o- The 165 rRNA gene analysis showed that strain belongs to the genus
Bacillus, sharing a 99.5% of sequence similarity with Bacillus jeotgali CCM 71337,
DNA-DNA hybridization between the isolate of this study and this strain was 44%.
Thus, the inclusion of strain BMP-17 in the genus Bacillus is suggested as a novel
species and the name Bacillus thioparus sp. nov, {Type strain BMP-1" = BM-
B-4367 = CECT 7196") is proposed. The sequence of the 16S rRNA gene has been
deposited in GenBank with accession number IXQ371431.

chemolithcautotrophte

Introduction

Kelly (1989) described the microbial metabolic ability of
the thiobacilli group, which includes many species, to grow
on reduced sulfur compounds using them as sources of
energy and electrons. However, with advanced systematic
analysis based on molecular phylogeny with 165 (RNA
gene sequence similarity data, the genus Thiobacillus
has been recently reorganized (Kelly er al, 2000; Deb
et al, 2004; Katayama et al., 2006). Relatively few thermo-
philic sulfur-oxidizing Bacillus species have been isolated
and described. Bacillus schlegelii constituted the first
evidence of thermophilic, spore-forming bacterium able
to autotrophic growth on thiosulfate and heterotrophic
growth in the presence of hydrogen and carbon dioxide
(Hudson et ai,, 1988, Aragno, 1992; Beffa et al, 1993,
1994).

To date, few papers have been published about chemo-
lithotrophic oxidize thiosulfate to sulfate by Bacillus, cap-
ability that is an vnusual phenomenon (D.P. Kelly, pers.
commun.). Hence, this study about the strain BMP-17,
capable of autotrophic growth using thicsulfate, should be
of greal interest.

FEMS Microbiol Letl 271 (2007) 289-296

Materials and methods

Sample collection

A 15 mL sample was collected from the bacterial consortium
used in a continuous culture system for wastewater treat-
ment operating in 2 double-walled culture vessel. The
system was fed with a mineral medium at pH 7.5 and
20gL~"of sodium sulfide, while the temperature of the
culture was regulated at 30°C via a closed thermostatic
circulating systern. The sample was centrifuged at 9000 g for
2G min at 5°C and the pellet was used for enrichment and
subsequent bacterial isolation.

Enrichment and isclation

The pellet obtained from the culture system was enriched by
inoculating it into Sublerte’s medium (SLM) with slight
modifications (Sublette & Sylvester, 1987). Its composition
was (all gL™') 1.2 NaHPO,, 1.8 KH,PO, 04
MgSO, - 7H,0, 0.5 NH,C], 0.03 CaCl,, 0.02 MnS0,, 0.02
FeCly, 20 Nay5;0;, (anhydrous) and 1.0 NaHCQ, that was
sterilized, separated by filtration, adjusting the pH 10 7.0.

@ 2007 Federation of European Microbiclogical Sodeties
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The sirain BMP-17 was isolated from the enrichment culture
using a serial dilutions plating technique on Sublette’s
medium with 1% (w/v} of Gelrite Gum (SMGG; Sigma)
followed by incubation at 30 °C for 5 days.

Bacterial strains and culture condition

Strain BMP-17 was maintained in 40% (viv) glycerol at
— 70 °C. This strain was grown on SLM at 30 °C with rotary
shaking at 180 r.p.m. for 84 h to test its ability to produce
acid from thiosulfate. Growth rate was calculated by protein
measurements using Lowry’s method. 5037 and 5,037 were
determined by capillary electrophoresis (Millipore CIA
4000} according to the Operator's Manual (method
N-601a} and decrease in pH was measured with a pH meter
{Corning 125). A control without added cells was processed
to determine abiotic oxidation of thiosulfate. All reported
results were average values of at least three determinations.

Bacillus jeotgati CCM 71337 reference strain was used for
phenotypic characterization and DNA-DNA hybridization
studies. It was grown on a trypticase soy broth (TSB)
medium supplemented (ASW) as described by Yoon er al.
(2001).

Growth experiments

Comparison of chemolithcautotrophical growth ameng
BMP-17 and B, jeosgali CCM 71337 was carried out on SLM
at 30°C with rotary shaking at 180r.p.m. during & days.
Previously, cells of B. jeotgali CCM 7133  and BMP-1" were
adapted to SLM medium at 30 °C for 4 days. Afterwards,
samples were centrifuged at 9000 g for 20 min at 5 °C and the
pellets were washed twice with 0.85% (w/v) NaCl. A total of
1 mL of cells with an optical density OD50 am ©of 0.5-0.8, as
measured with a spectrophotometer (UV-1201 Uv-Vis Shi-
madzu), was taken and inoculated on SLM. Subsequently,
cell-protein concentration and decrease in pH were
measured, as described above.

Phenotypic characterization

Strain BMP-1" was cultured at 30 °C on trypticase soy agar
{T5A) medium, TSB and on SMGG to observe cell mar-
phology by optical microscopy and scanning electron mi-
croscopy (SEM). Cells from exponentially growing culture
were prepared using the method described by Bozzola &
Russell {19%2) and observed with a SEM micrescope (JEOL
model JSM-5%00LYV). Extracellular depositien of elemental
sulfur produced from strain BMP-1T growth in SLM was
observed using a phase-contrast microscope {Olympus
model BX51). Morphological characteristics of colonies of
strain BMP-1" cultured at 30 °C on TSA, TSA+ASW and on
SMGG medium were observed. Motility, catalase and oxi-
dase test were performed by routine techniques. Spore and
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Gram stains were performed as described by Benson (1990).
Tolerance to 5%, 10% and 15% (w/v) NaCl, as well as
growth at different temperatures {10, 30, 35 and 45 °C) were
tested in flasks containing 100 mL of TSB. Physiological tests
were performed with APL 20 E and APl 20 NE kits
{bioMéricux) nsing the methodology of Benson {1990} and
Logan & Berkeley {1984).

Chemotaxonomic characterization

The isomer type of diaminopimelic acid within peptidogly-
can was determined in the cell mass as described by Staneck
& Roberts (1974).

Cells were incubated for 48 h in TSB, and later harvested
by centrifugation for quantitative analysis of cellular fatty
acid composition: then washed with saline solution to
remove medium and lyophilized overnight. Lyophilized cells
{c. 100 mg dry weight) were sapenified and fatty acid methyl
esters were prepared following microbial identification
(MIDI) system instructions. GC analysis of fatty acid methyl
esters was carried out with a Perkin-Elmer gas chromato-
graph (AutoSystem 9000) and with a flame ionizaticn
detector on a fused silica capillary column Supelco SP 2560
(100m x 0.25mm x 0.2mp film thickness) according to
Badings & De Jong (1983).

DNA extraction and purification

BMP-1" and B. jeotgali CCM 71337 strains cells were
harvested, washed, suspended in 0.15M Nall-0.1 M EDTA
buffer (pH 8.0) (5 g wet weight in 50 mL of buffer) and lysed
with lysozyme (10 mg) at 37 °C and with sodium dodecyl
sulfate (2% final concentration) at 60 °C. DNA was extracted
and purified by the Marmur (19561} method.

DNA base composition

DNA G+C content was determined by the Marmur & Doty
{1962) method and G+C content was calculated using the
equation described by Owen & Hill (1979).

Preparation of *H-labelled DNA and DNA-DNA
hybridization experiments

DMNA was radioactively Jabelled with a commercial kit mulu-
prime system, using (1°,2,5-’H) dCTP {(Amersham). The
average specific activity obtained with this procedure was
8.8 x 10°c.p.m. pg DNA™'. DNA-DNA hybridization was
carried out by the competition procedure described in detail
in Arahal et al. (1999). Hybridization experiments were
cartied out under optimal ¢onditions with temperatures
ranging between 48.4 and 48.5°C, described as the valid
limits of the Rlter method (De Ley & Tijtgat, 1970) and the
percentage of hybridization was calculated as described by
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Johnson {1994}. Reported DNA relatedness values were the
mean of iwo independent determinations.

165 rRNA gene sequencing and phylogenetic
analysis

The 165 tRNA gene (~1500bp) of strain BM P-17 was
almost fully amplified using primers 5-AGACTTT
GATCMTGGCTCAG-3" and 5'-TACGGYTACCTTGTTAC
GACTT-3' (Sigma Genosys). PCR reactions (25pL) con-
ststed of 1.5 ul of each primer (1O pmolmL™"), 2.5ul of
10 x buffer, 2.5pL of 25 miM MgCl,, 0.5 pL of each dNTP
(10mM), 5uL of 5 x Q-Solutien, 1 pL of genomic DNA,
10.3 pl. of sterilized distilled water and 0.2 pL. of Tag DNA
polymerase (2,5U}1L"} {Qiagen). PCR cycling parameters
included an initial denaturation at 94 °C for 5 min followed
by 34 cycles of 94°C for 30s, annealing at 53 °C for 30s,
extension at 72°C for 1 min 30s and a postamptification
incubation at 72 °C for 7 min. PCR products were visualized
in 1% agarose gel; cloned into TOPQ-TA pCR 2.1 vector
{invitrogen} and used to transform Escherichia coli TOP10F
{Invitrogen}-competent cells. Plasmids were sequenced for
both DNA strands wsing plasmid universal and internal
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primers, Sequencing reactions were performed vsing ABI
BigDye (PE Applied Biosystems) terminator sequencing
chemistry, and reaction products were separated and de-
tected using an ABI 310 capillary DNA sequencer. Conligs
were assembled; base-calling differences resalved using the
cHrOMAS program v. 3,1.1 (Gene Codes, Ann Arbor, M) and
a consensus sequence obtained.

Phylogenetic analysis

168 rRNA gene sequence of strain BMP-1" generated in this
work was aligned with the 165 rRNA genc sequences of other
Bacillus obtained from the EMBL/GenBank data set. The
alignment of the sequences was carried out using CLUSTAL W
software (Thompson et al., 1994} and adjusted manually.
Alignment contained 1354 nucleatides from 28 species of
Bacillus genus and five species from other genera that were
used as outgroup. To determine which model of sequence
evolution best fitted the data set of this study, a nested
likelihood ratio test was performed using MODELTEST v. 3.04
{Posada & Crandall, 1998). Phylogenetic relationships were
inferred using the maximum-likelihood (ML) method. Ten
random taxon addition heuristic searches with the tree

Table 1. Main differenbal characteristics of strain BMP-17 and other related species belonging to the genus Bacifus

Characteristic 1 2 3 4 5 6 7
Temperawre of growth {°C)
Maximum 45 45 30 45 45 50 50
Optimum 30-35 30-35 27-30 30 40 40 44
Growth in MaCl
5% + + + + + + +
10% - + - + - +
pH optimum 70 7.0-80 7.5-85 7.0 9.0 7.0 S7-75
Calalase + -+ + + + +
Ondase — - + - + - -
Redudclion of nitrate + + - + + - -
Hydrolysis of
Aesculine + + + - - + +
Gelatin W + ~ v + + -
Arginine dihydrolase activmty - ND - - - - -
Urease actwity - + - - - + -
Assimilation of
Glucose + + + + - + +
Arabinose - - ND ND ND ND +
tAannitol - - ND + - + +
N-acety-glucosamine + - + ND - + ND
Maltose + + + + _ + ND
Gluconate + — + ND + - WD
Cirate + ND [ [a] — - + +
Sucrose - + ND ND - - +
ONA G+C content (mol%) 43.8 4) 42.2 414 35 45 42

Swawns 1. sirain BMP-17, 2, 8 jeotgali CCM 71337 Yoon et af, (2001): 3, B boroniphitus DMS 173767 Ahmed et af. (2007); 4, B. firmus DSM 127 Suresh
et af. {2004), Abdelkaf: ef 2l (2005). 5, B cohnit DSM 63077 Taubel et 2/, (2003), Suresh er 2/, (2004). 6, 8. megaterium MTCC 1684 Taubel ec af (2003),
Suresh et al (2004), 7, 8. pumitus ATCC 70617 lvanova et af, £1999), Sutesh et af, (2004},

+. positive, - negative; W, weakly positive; V., vanable; ND, not determined
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bisection reconnection (TBR) branch swapping option were
conducted using paur™ 4.001Q software (Swofford, 2002).
Cenetic distances among species were estimated by the
Kimura method (Kimura, 1980). Robustness of the ML tiee
was evaluated using bootstrap of 100 replicates (Felsenstein,
1981). The tree was drawn using RETREE and DRAWGRAM from
pHYLIP {Felsenstein, 1999).

Results and discussion

Phenotypic characterization

The strain BMP-1Twas a mesophilic, aerobic, Gram-variable
motile bacterium that formed groups of 2—4 cell chains.
Cells were rod-shaped measuring 0.5-0.7 um wide and
1.0~1.7um long in 48h TSB culture at 30 °C. Growth in
SLM medium produced exogenous sulfur from thiosulfate
oxidation, while pH fell from 7.0 to 2.5. Gram-stain of this
culture at pH 5.8 showed endospore formation at the central
position. Colonies grown on SMGG after 3-5 days incuba-
ton were small, circular with smooth margins and bright
yellow in color due to elemental sulfur. Ability to deposit
extracellular sulfur was also observed in some strains of the
genera Thiobacillus, Thiomicrospira, Starkeya, Acidithioba-
cilfus, Halothiobacillus and Thermithickacillus (Kuenen
et al., 1992; Kelly & Wood, 2000; Kelly er al, 2000}
Furthermore, colonies grown overnight on TSA at 30°C
were circular, with smooth margins, cream-white in color
and 0.8-1 mm in diameter. Strain BMP-17 grew in 5% (w/v})
NaCl but did not grow in the presence of 10% and 15% (w/
v} NaCl. Growth was observed at 30, 35 and 45 °C but not at
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10 °C. Optimal growth temperature on TSB was 30-35 °C at
pH 7.0. Also, strain BMP- 17 was positive for catalase, nitrate
reduction, hydrolysis of aesculine and weakly positive to
gelatin, assimilation of glucose, n-aceryl-glucosamine,
maltose, gluconate, adipic acid, malate and citrate but
negative for oxidase reaction, lysine decarboxylase, arginine
dihydrolase, urease activity, para-nitrophenyl-f3-p-galacto-
pyranosidase, ornithine decarboxylase, ortho-nitro-phenyl-
B-n-galactopyranoside, fermentation of glucose, hydrogen
sulfide, tryptophane deaminase, production of indole, acet-
oin, fermentation of mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose,
sucrose, melibjose, amygdalin, and arabinose, assimilation
of mannose, capric acid and phenyl-acetate. Table 1 shows
other features of strain BMP-17 compared with closely
related species of genus Bacillus, As can be observed, BMP-
17 showed phenotypic features similar to B. jeotgali CCM
71337 Both strains were Gram-variable, motile, rod-shaped
and endospore forming bacterium. On the other hand,
BMP-1T grew adequately in TSA while B. jeotgali CCM
71337 grew poorly. When grown on TSA+ASW, BMP-1"
generated circular cream-white colonies with smooth mar-
gins, while colonies of B. jeotgali CCM 7133”7 strain were
cream-yellow in color and colonies of B. jeotgali YK]-11
strain was light orange-yellow in color, according 1o Yoon
et al. (2001).

Growth and thiosulfate oxidation

Figure I shows the autotrophic growth of BMP-1T in SLM
with sodium thiosulfate as the sole energy source. Close
coupling of cell-protein increase with thiosulfate disappear-
ance, as well as a slower subsequent increase, is probably
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Fig. 1. Swrain BMP-1" thiosuliate-oxidizing capacity in SLM (a) concomitant bacterel growth of strain (A); pH decrease (o}; (D) time-courses of oudation
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due to slow oxidation of accumutated sulfur. Calculating
these data, the amount of sulfate formed would seem to
only account for about 57% of the added thiosulfate.
The rest remained as an elemental sulfur precipitate.
Thus, thiosulfate was not completely oxidized. With an

FEMS Microbicd Lett 271 {2007} 289-296

initial thjosulfate concentration of 127 mM, and an
increase in cell-protein of 136mgL™' from time 0 to
48h, the growth yield was 1.07g proteinmol™' of con-
sumed thiosulfate or 1.64 g dry weight mol™' of consumed
thiosulfate.
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Phylogenetic position of the isolate

Strain BMP-17 was assigned to the genus Bacillus based on
biochemical and morphological criteria. To confirm these
results, the 165 rRNA gene sequence was obtained and
phylogenetic analysis was carried out. Maximum likelihood
tree with some species of the genus Bacillus yielded a score
of —In 7369.903. This ML tree placed Bacillus BMP-1"
nested in a clade with some species of the genus Baciilus,
with a 62% bootstrap value, as the oldest group of the clade
that contained both strains of B. jeotgali, Bacillus boroniph-
fus, Bacillus sp. MBS and Bacillus sp. Pecll {Fig. 2). Strain
BMP-1T showed 99.5% 165 rRNA gene similarity with
B. jeotgali CCM 71337, B. boromiphilus DSM 173767 and
97% with Bacillus firmus DSM 127, It also showed 98%
similarity with Baeillus sp. MB5 and 99.8% similarity with
Bacillus sp. Peci1, a species not yet validly described. High
degree of similarity among strains of theléS rRNA gene
suggests that all of them may belong to the same species.
Nevertheless, there are examples of strains and species with
very high 165 rRNA gene sequences identity that differ
markedly in their DNA-DNA hybridization values as well
as in their morphological and biochemical characteristic
that are frequently used to separate one species from the
other (Martinez-Murcia ef al.,, 1992; Jaspers & Overmann,
2004). High sequence identity could be expected in Bacillus
as the rate of evolution of the 165 rRNA gene is exceptionally
low due a bottle neck in its evolution (Palys er al.,, 2000). As
the key property of BMP-17 is its ability to grow chemo-
lithoautotrophically on thiosulfate, for comparison, B. jeot-
gali CCM 71337 was tested for this feature growing on SLM
during 6 days; results are shown in Fig. 3. The strain
described in this study grows chemolithoautotrophically on
thiosulfate in 0-3 days, has an increase in cell-protein of
143mgL™", a decrease in pH 7.7-3 and sulfur deposits

@ 2007 Federation of Eurppean Microbiological Sodeties
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Table 2. Levels of DNA-DNA relatedness among the strains BMP-17 and
Bacellus jeotgali CCM 71337

Homology (%) with TH-labelled
DNA from strains

Bacillus jeotgali

Unlabelleg DNA from Bwmp-1T Comi71337
BMP-1 100 45
Bacilfus jeotgah CCM 71337 a4 100

appear in the medium. Baciflus jeoigali CCM 71337 did non
grow from 0 to 4 days, cell-protein was 54 mgL™" and pH
remained the same, as thiosulfate was not oxidized to
sulfate, and sulfur was not observed. This result confirms
that B. jeotgali CCM 7133T cannot grow autotrophically.

DNA-DNA hybridization

The DNA hybridization values between strain BMP-1" and
B. jeotgali CCM 71337 were 44%, and 45% for the reverse
hybridization. These low hybridization percentages clearly
demonstrate that isolate BMP-1" and B. jeotgali CCM 71337
represent two different species (Table 2).

Chemotaxonomic characteristic and DNA base
composition

BMP-17, B. jeotgali CCM 71337 and B. boroniphilus DSM
173767 contained in the peptidoglycan of their cell wall m-
diaminopimelic acid as diamino acid. However, the cellular
fatty acid profiles of BMP-17 were very different due to the
fact that jt had C,s,¢ as the major fatty acid (77.3%), while
for B. jeotgali CCM 71337 and B. boroniphilus DSM 173767
the values for i50-C)5.0 were (49.3%) and (44.8%), respec-
tively (Tabie 3). DNA G+C content of strain BMP-17 was

FEMS Microbiol Lett 271 (2007 289-296
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Table 3. Total cellutar Tatty acid profiles of strains BMP-1", Bacilus jeotgali CCM 71337 and Baciius boroniphidus DSM 17376'

Fatty acid composition (%)

Cigrm7c Cigey i-Cy7.0  Summed

Srams Cuag Cuag im0 3Ciso Cisog lige CTius o alcohol @mite Cy.0 a-Ciz ¢ w1 feature 4°
Baciffus jeotgah 1.9 13 493 88 - 2.3 32 4.5 5.0 41 37 75 6.6
ccm 7133
Bacillus boromphitus 0.7 064 448 12.5 - 16 15 is 39 50 93 69 6.8
DS 17376"
amp- 1T Cine Cue Ciroe Ciao Cisco Cisn Cisy Civo

0.04 019 0.41 263 77.30 S5.26 908 509

*Summed fealure cepresents groups of two or three fatty acids which could not be separated by GLC with the MIDI system Summed feature 4
conlaned ane or more of the following fatty acds: i50-Cqy .+ | andfor anteiso-Cy7 5 B. Suffix ¢ indicales ¢is somer.

'Data from Yoon et af. {2001).
iData from Ahmed ef af {2007).

43.8 mol%, while for B, jeotgali CCM 7133” and B. boroni-
phitus DSM 173767 it was 4] and 42.2 mol%, respectively
{Table 1} in agreement with other Baciilus genus reports
(32-69 mol%). Therefore, based on important differences in
fatty acid profiles, incapacity of B, jeotgali CCM 71337 to
grow chemolithoautotrophically on thiosulfate and low
hybridization percentages, it is suggested that isolate
BMP-1" and B. jeotgali CCM 71337 represent two different
species, and that the BMP-17 strain represents a new species
of the genus Bacillus, for which the new name Bacillus
thieparus is proposed.

Description of B, thioparus sp. nov.

Bacillus thieparus (thi.opar.us.Gk. n. thios sulfur; L. v. paro
produce; M.L. adj. thioparus sulfur-producing).

In 48h T3B culture, cells are Gram-variable, aerobic,
motile rods occurring in pairs or short chains, measuring
0.5-0.7 by 1.0-1.7pum. In Sublette’s medium (SLM)
thiosulfate can be used as an energy source, thus enabl-
ing chemolithtrophic  growth. Gram-stain  of this
culture at pH 5.8 showed endospore formation at the
central position. The medium becomes turbid and sulfur
precipitates during incubation. Colonies are bright yellow
in color, small, circular with smooth margins on
SMGG. Growth oocurs at 5% (w/v) NaCl but not at
10~15% (w/v). Optimal growth temperature was 30-35°C
with a pH 7.0 in TSB. Catalase-positive and oxidase-
negative. In the API 20E and API 2Z0NE strips, nitrate
was reduced and weakly positive to gelatin, hydrelysis of
aesculine, assimilation of glucose, n-acetyl-glucosamine,
maltose, gluconate, malate and citrate were positive
but reactions for ONPG, arginine dihydrolase, hydrogen
sulfide, urease activity, tryptophane deaminase, production
of indole, acetoin, para-nitrophenyl-B-p-galactopyranosi-
dase, fermentation of glucose, mannitol, sucrose, amygdalin
and arabinose, assimilation of mannose, capric acid, and
phenyl-acetate were negative. Major fatty acids are Cy5 4

FEMS Microbiol Lett 271 (2007) 289-296

{77.30%) and C,z., (5.08%). DNA G+C content is
43.8 mol% (Tm method). Cell wall contains peptidoglycan
of m-diaminopimelic acid type. Type strain BMP-17
(BM-B-436" = CECT 7196"). The sequence of the 165 rRNA
gene was deposited in GenBank with the number DQ371431
and isolated frem a continuous culture system for waste-
water {reatment operating with a bacterial consortium.
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Validation List  -ist of new names and new combinations previously
no. 117 effectively, but not validly, published

The purpose of this announcement is 10 effect the valid publication of the following effectively

Correspondence published new names and new combinations under the procedure described in the

Jean Euzéby Bacteriofogical Code {1990 Revision). Authors and other individuals wishing to have new names
emad address can be lound at and/or combinations included in future lists should send three copies of the pertinent reprint or
www.bacterionet photocoples thereof, or an electronic copy of the published paper, to the LISEM Editorial

Office for confirmation that all of the other requirements for valid publication have been met. It is
also a requirement of |JSEM and the ICSP that authors of new species, new subspecies and
new combinations provide evidence that types are deposifed in two recognized culture
collections in two different countries (i.e. documents certifying deposition and availability of
type strains). It should be noted thai the date of valid publication of these new names and
combinations is the date of publication of this list, not the date of tha original publication of the
names and combinations. The authers of the new names and combinations are as given below,
and these authors' names will be included in the author index of the present issue and in the
volume author index. Inclusion of a name on these lists validates the publication of the name and
thereby makes il available in bacteriological nomanctature. The inclusion of a name on this list is
not 1o be construed as taxonomic acceptance of the taxen to which the name is applied. Indeed,
some of these names may, in time, be shown to be synonyms, or the organisms may be ransferred
to another genus, thus necessitating the creation of a new combination.

Namefauthor(s) Proposed as: Nomendlatural type? Priorityt  Reference
Bacillus thioparans corrig. Pérez-Ibarra et al, Sp. oV, Strain BMP-1 (=IIBM-UNAM BM-B-436=CECT 1 4
2007 (Baciflus thioparus (sic)]$ 7196)
Clostridium asparagiferme Mohan er al. 2007 sp. nov. Strain N6 (=DSM 15981=CCUG 4847]) ] 3
Halamonas alkaliphiln Romano et al. 2007 Sp. NoOv, Strain 18bAG (=DSM 16354=ATCC BAA-953) 3 5
Legioriella impletisoli Kuroki et al 2007 sp. nov. Strain OAl-1 {=§CM 13919=D5M 18493)§ 4 2
Legionella yabuuchiae Kuroki et al. 2007 5p. nov. Strain QAl-2 {(=]JCM 14148=D5SM 18492}1 4 2
Terriglobus Eichorst et al. 2007 gen. nov.  Terriglobus roseus Eichorst e al. 2007 5 1
Terriglobus roseus Eichorst er al 2007 sp. MOV, Strain KBS 63 {=NRRL B-41598=DSM 18391} 5 |
Thichalophilus Sorokin er al. 20079 geIL 1oV, Thiohalophilus thiocyanatoxydans corrig. Sorokin 2 6
er al. 2007#
Thichalophilus thiocyanatexydans corrig. sp. Dov. Strain HRhD 2 (=DSM 16326=UNIQEM U231} 2 6
Sarokin et al. 2007 [Thiohalophilus
thiocyanoxidans (sic)]**

For references 1o Validalion Lists 1-71, see Ins [ Sysr Bacreriol 49 {1999} 1325, Lists 72-116 were published in Int J Syst Evol Microbiof 50 (2000) 3,
423, 949, 1415, 1699, 1953; and 51 (2001) 1, 283, 793, 1229, 1619, 1945; and 52 (2002) 3, 685, 1075, 1437, 1915; and 53 (2003) 1, 373, §27, 935,
1219, 1701; and 54 (2004) 1, 307, 631, 1005, 1425, 190%; and 55 (2005) 1, 547, 983, 1395, 1743, 2235; and 56 (2006) 1, 499, 925, 1459, 2025, 2507,
and 57 (2007) 1, 433, §93, 1371.

*Abbreviations of culture collections cited in this list can be found at hrtp://ijs.sgmjournals.org/misc/collections.dn

tPriority number assigned according to the date the documentation and request for validation are received.

1The specific epithet has been corrected on validation accerding 10 Rule 61. The etymology is the following: Gr. n. rhior sulfur; L. pari. adj. parans
producing; N.L. part. adj. thisparans sulfur-producing,

§In the effective publication, the type strain DSM 18493 is cited as DSMZ 18493,

Uln the effective publication, the type strain DSM 18492 is ciled as DSMZ 18492,
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{According to Rule 65(2), the genus name Thiokalophilus must be in the masculine gender, not in the neuter gender as cited o the clfective
publication. The etymology is the following: Gr. n. thion sulfur; Gr. n. hafs halos salt; Gr. adj. philos loving; N.L. masc. n. Thishalophilus sulfur and

sali Joving.
#The nomenclatural type has been provided on validation.

**The specific epithet has been correcied on validation according to Rule 61. The erymology is the following: N.L. n. thecyanas -aris thiocyanate;
N.L part. adj. oxydans oxidizing; N.L. pani. adj. thiecyenatoxydans thiocyanate-oxidizing.
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