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RESUMEN 

Los compuestos reducidos de azufre (sulfuros metáli cos Na2S, ácido tiosulfúri co H2S20 ). 
ácido sulfuroso I-hS03. sultnídrico R-SI-I y sulfuro I-I S-) son nocivos para el medio ambiente 
porque están asociados a la lluvia ácida, causante de daños a los culti vos, ganado fenómenos 
de corrosión y problemas respiratori os a la población. Dentro de las formas de remediación 
más efic ientes y eeológicamente atractivas está el empleo de microorganismos que utilizan 
como fuente de energía dichos compuestos. Un amplio estudio en su identifi cac ión, 
caracterización, fisiología y bioquímica permitirá un manejo más e fi ciente de los procesos 
biotecnológicos de bio-remediación relacionados con el Irat::Jmienro de emisiones ri cas en 
compuestos contami nantes como sulfuros y tiosulfatos. De acuerdo con lo anterior, en el 
presente trabajo se lograron ai slar tres cepas sulfox id.mtes nombradas IMP. BMP_ITy AR3, 
provenientes de cOl11unidades bacterianas sulfoxidantes presentes en tres reactores en cult ivo 
continuo, func ionando bajo diferentes condiciones de operación (Tabla 4). Los ai slados 
mostraron un rendimiento de crecimiento en presenc ia de tiosulfato muy semejante, siendo 
para IMP 1.25 g prote ína/mol S20 t consumido, BMP_IT 1.07 g proteína/mo l s20t 
consumido y por últ imo AR3 con 1.49 g proteína/mol S20 t consumido. El aná li sis de la 
secuencia de l gen del rRNA 16S indicó que los aislados IMP y AR3 presentaron 98 % y 99 % 
de simi litud con Haloth iobacillus lIeapolitanlls DMS 58 1, mientras BMP_IT resultó ser una 
espec ie nueva cuyas células fueron Gram variab le, ae robias, hal610lerantes móviles y bacilos 
con endoesporas. El contenido de G+C en el ONA fue de 43.8 11101%. En la pared celular el 
peptidoglicano se compone de ácido m-diaminopimélico; y también se encuentra como 
principal ácido graso C15;0 (77.30 %). El análisis del gen del rRNA 16S mostró que la especie 
pertenece al género 8acillus, compartiendo un 99.5% de similitud con Bacillus jeotgali CCM 
7 133 T

. Sin embargo, la hibridaci6n DNA-DNA entre nuestro aislado y esta especie fue del 44 
%. Los bajos porcentajes demostraron claramente que BMP- I T Y Bacillus jeotgali CCM 7 133 T 

representan dos especies diferentes. Por lo tanto, nosotros sugerimos la incl usión de la especie 
BMP- I T en el género 8acillus como una nueva especie con el nombre de Bacillus fhioparus 
sp. nov. La cepa fue depositada en dos ceparios internacionales reconocidos, Colección de 
Culti vo UNAM-48/WFCC como especie tipo BM-B-436T y la Colecci6n Española de Cepas 
Tipo como CECT 7196 T. En cuanto a la secuencia del gen de l rRNA 16S se deposit6 en la 
base de datos GenBank con el número de acceso D0371431 . 
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SUMMARY 

The reduced sulfur compounds have un ¡mpacl on Ihe environment. Among Ihe mClhods for 
remediation, Ihe mos! e ffi cient and ecologica ll y <tltractive is Ihe one tha! use microorganism 
able lo autotrophic growth using reduced sulfur compounds as sources of energy. A bener 
ident ilication and charactenzation as well as deeper understanding of their physiology and 
biochemistry will al1 o\V a more efficienl managemenl of Ihe biOlechnological biorcmcdimion 
processes closely related lo Ihe treatment of rieh emissions in sulfide and thiosulfmes 
compounds pollut3nLs. Thcn, according lO whal had been said aboye, thi s lhesis reports lhe 
¡solation of three sultoxidizmg species !lamed LMP, BMP. ¡Ty AR3 from lhree continuous 
wastewater lrealmenls culture systems operat ing with a bacteri al consortium at dirrerenl 
conditions. Strains grew chemol ithoautotrophica lly by oxidation of thiosulfate lO sulfate with a 
growth yicld of 1.25 g protein mor l of thiosulfate consumed for IMP, 1.07 g protein mor l of 
thiosulfate consumed for BMP. IT and finally, 1.49 g protein mor l of thiosulfate consumed 
for AR3. The rRNA 165 gene analys is showed that strains 1MP and AR3 had 98 % and 99% 
of sequence simi larity with flalofll iobacilllls neapoli lanlls DMS 58 1, while BMP_IT \Vas a 
nove l bacterium. Cells of the ¡solate were Gram·variable, aerobic, moderately-halotolerant , 
motile and endospore-forming rods. Strain BMP_IT grew chemoli thoautotrophicall y by 
ox idation of thiosulfatc lO sulfate with a growth yield of 1.07 g protein mor l of Ihiosulfatc 
consumed. DNA G+C conlent was 43.8 mol%. lis cell wull had peptidoglycan based on m
diaminopimeli c acid , and the major component of fally acid \Vas C15:0 (77.30 %). rRNA 16S 
gene analysis showed lhm this strain belongs 10 genus Bacillus, sharing a 99.5 % of sequence 
similarity with Bacillus jeotgali CCM 71331". DNA·DNA hybridi zalion between our isolate 
and thi s slrain was 44 %. Thus, one suggest Ihe inc1usion of strain BMP-I T in the genus 
Bacillus as a novel species and propose the name Bacilllls '"iopams sp. nov. The type slrain 
BMP·I T was deposited in two internalionaJ certified culture collections in two dirfcTent 
counlries (Colección de Culti vo UNAM48/WFCC as BM-BA36T y Colección Española de 
Cepas Tipo as CECf 7 196 T) and sequence from rR A 16S gene \Vas deposited in the 
GenBank data bank accession with number is 00371431. 

La lucha siempre merece la pella si el jill vale la pena y los met/ios 5011 honestos. 
Steven Brust 
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INTRODUCC IÓN 

Dentro de los con taminantes de importa nc ia, los compucslOs azufrados tienen gran re le vancia 

debido al impacto ambien tal ad verso que provocan en la naturalezJ . Su emisión al ambiente 

está asociada con la lluvia ácida, fenómenos de corrosión, mal olor y daños a la salud 

(Manion, 1992; McEldowney, el. al ., 1993). Ante esta problemáti ca, se han empleado una 

se rie de procesos fi sicoquímicos que inlenlan enfre ntar la conta minación. Sin embargo, 

resultaron ser costosos y es entonces cuando surge el interés por los tratamientos bio lógicos, 

en donde se cxplOlJ la capacidad de ciertos microorganismos para degradar contaminantes. 

Para los bioprocesos enfocados en la eliminación de compuestos reducidos de azufre en aguas 

residuales se consideran varios aspectos, como son temperatura, pH, concentrac ión de sales, 

las cuales son detenninadas por el tipo de industria de procc;t..l!.;lIcia y ¡JUI:UCII nu !:>t!r ia:s óptimas 

fi siológicamente para que los microorganismos del ciclo del azufre ll even a cabo su función. 

En otros casos, es necesario tener condiciones ex tremas para un proceso más e fi ciente ; por 

ejemplo, altos va lores de pH para una absorción eficiente de sulfuro de hidrógeno que en 

ingeniería, tales parámetros son difíciles de modificar, para lograr las condiciones ópti mas 

para los microorganismos. Por tanto esto implicaría microorganismos con capacidad de 

adaptac ión ti estos ambientes extremos, siendo los microorgani smos extremófílos los más 

adecuados para ser aplicados en dichos tratamientos. Por tales mot ivos, se considera necesario 

profundizar en e l estudio de la estructura y función de las poblaciones y comunidades 

bacterianas sulfoxidante, las cuales son la clave para entender los mecanismos de ox idación 

biológica de los compuestos reducidos de azufre así como las condiciones que hagan a estos, 

procesos más e fi c ientes. Recientemente, se han aplicado técnicas de biología molecular para el 

análisis de tales comunidades. La técnica de PCR permite la ampli ficación de los genes del 

rRNA 16S a partir de muestras provenientes de reactores y, junto con la electroforesis en gel 

con gradiente desnaturalizant.e (por sus siglas en inglés DGGE), se caracteri zan los miembros 

de comunidades microbianas complejas y asociaciones sin tener que culti varlos. El 90 % de 

los microorgan ismos presentes en los ambientes naturales no pueden ser culti vados usando las 

técnicas tradicionales (Amann & Kuhl 1998; Theron & Cloele, 2000). Además, no es 

posible obtener cultivos puros de ciertos microorgan ismos, porque dependen de las actividades 
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de otros microorgan ismos o porque no se conocen las condiciones para su cultivo. En otros 

casos, los microorganismos pierden la capacidad de reproducirse, pero retienen su capacidad 

metabólica. No se conocen todnvía los mecanismos moleculares re lac ionados con ese 

fenómeno; se ha propuesto que no es posible cultivar célu las debido a su deterioro y se les 

podría considerar como moribundas. Otra teoría sugiere que las células se programan 

genéticamente para adaptarse a las condiciones adversas (agotamiento de nurrientes, 

temperatura baja, u otros tipos de es trés) y generan formas de latencia (Nystrom, 2003). Olra 

herramienta simi lar, basada en la detección de la secuencia del gen rRNA l6S. se ha aplicado 

en el estudio de la es tructura de las comunidades microbianas y la actividad de poblaciones 

microbianas en los biorreaclores (A lmtn" & Kúhl , 1998; Oerthcr, 2000). 

En el presente Imbajo se aisló, identificó y se caracterizó bacteri as sulfoxid:tntes, prove niente 

de un consorcio contenido en tres reactores de culti vo continuo operando bajo diferentes 

condiciones por medio de la aplicación de técnicas tradicionales de microbiología como son: 

el enriquecimiento de culti vo en medios selectivo, morfología ce lular y colonial , acti vidad 

enzimát ica, dctcnninación de capacidad sulfoxidan tc. características quimiolaxonómicas y 

bioquímicas. Conjuntamente, se aplicaron técnicas moleculares como tipificación por PCR· 

análisis de restricción por endonuc1easas (por sus siglas en inglés PCR·REA) del gen rRNA 

16S de los aislados, así como tipi fi cación por PCR·análisis de DNA polimórfi co ampli ficado 

al azar (por sus siglas en inglés PCR-RAPD), electroforesis en gel con gradiente de 

desnaturali zac ión (por sus siglas en inglés DGGE), secuenciación del gen rRNA 16S de los 

aislados, concluyendo con la caracte ri zación de una llueva especie sulfoxidante (Pérez· lbarra 

el al., 2007). 
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La so berbia y la mezquindad carcomen el alma, volv iendo a los seres humanos, 
muertos vivientes. 

BM Pérez-Ibarra 
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J. MARCO TEÓRICO 

1.1 Principales contaminantes del ambiente 

Los contaminantes que se liberan en la atmósfera se dividen en tres grandes ca legorías según 

su fuente de emisión: 

• Emisiones que proceden de fuentes móviles (sector del transporte): Las más 

importantes. junto al bióxido de carbono (COl), son los óxidos de nitrógeno (NOx), el 

monóxido de carbono (CO) y los hidrocarburos (He), que pueden ser compuestos 

orgánicos volátiles y no volátiles, partículas de hollín y deri vados de precursores de 

He y NOx. El ozono (0 3) se obti ene COIllO consecuencia de una reacc ión de 

fotooxidaci6n de los óx idos de nitrógeno. 

• Emisiones que proceden de fuentes tijas (industria, hogares, agrict.:!tur.a, 

actividad volcánica y vertederos): Las más importantes, junto con el C02 son el 

bióxido de azufre (SOt), ácido sulfll ídri co (1-I2S), los NOx , los hidrocarburos, las 

partículas de hollín y los metales pesados, los clorofluorocarbonos y el metano (CH4). 

• Emisiones que surgen de la induslria eléctrica: Las más importantes. junto con el 

CO2 son el S02 y las partículas de hollín . 

Los compuestos azufrados tienen gran relevancia, debido al impacto ambiental ad verso que 

provocan en la naturaleza. La industria del petróleo en México es la segunda productora. en 

volumen y carga de aguas residuales industriales. y en algunos efluentes es común encontrar 

altas concentracio nes de sulfuro junto con compuestos aromáticos y nitrogenados. El sulfuro 

representa un problema ambiental debido a su toxic idad y por los malos olores que provoca. El 

sulfuro cuando alcanza los cuerpos de agua superfi ciales puede causar una deficiencia de 

oxígeno, que es muy importante para ciertas especies acuáticas (Lcsley el al., 1992). El 

sulfuro presenta propiedades corrosivas y están rel acionadas con el daño a paredes de concreto 

de los reactores, sistemas de drenaje y tuberías de acero; su emisión al ambiente además de su 

toxicidad genera olores desagradables y ll uvia ácida (Alcántara 2000, Manion, 1992; 

McEldowney el. al., 1993). Sus efectos a la sal ud pueden variar dependiendo de la 

concentración, el sulfuro puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido de l olfato 

ardor de ojos y tráquea a concentraciones de 500 ppm puede causar pérdida de equi librio y de 

16 



razonam iento, en peJiodos largos de exposición pucdc causar paro respi ratorio y muerte. Las 

altcrnati vils sugeridas para solucionar estos problemas de contaminación fueron los procesos 

fi sieoquímicos y biológicos siendo estos últimos los pre feridos por su bajo costo y simplicidad 

operaciona l (Re vah & Orliz, 2004). 

1.2 Importancia del ciclo biogcoquírnico del azurre 

El estudio de las bacterias del ciclo del azufre se IniCIO en 1890 por los microbiólogos 

Winogradsky y Beijerinck aunque los descubrimientos acerC'l de las propiedades metabólicas, 

posición fil ogené ti ca y comportamiento ecológico de las bacterias que juegan un papel 

importante en el ciclo biológico del azufre han continuado hasta nuestros días . El interés 

actual de In comunidad científica en el ciclo biológico de l azufre radica en el descubrimienlo 

de muchos organismos que habilan en ei fondo del mar, en ambien tes con condiciones 

ex tr e m ~s (alta salinidad, bajo y alto pH o temperatura, etc.) por lo que son llamados 

microorganismos ex trem6 filos (Lens & Kuenen, 2001). Su importancia abarca di versos 

aspectos tan to básicos como apli cados por ejemplo estudios evoluti vos, origen de la vida, 

como fuentes de enzimas con aplicación en investigación biológica, diagnósti co medico. 

forcnse, en la industrial de al imentos y petrolera, para el saneamiento de ambientes 

contaminados etc. 

La importancia del ciclo del azufre y su papel en el o rigen de la vida en nuestro planeta fue 

recientemente resaltada cuando la sonda Galileo descubrió ácido sulfúrico en Europa, uno de 

los satélites de Júpiter (Carlson el al., 1999). 

Edwards e/al. (2000) describió la arqueobacteria Ferroplasma acidarmamls (capaz de oxidar 

fierro, crece a 40 "C en el drenaje ácido de minas con un pH de 0.4). Es probable que este tipo 

de microorganismos predominaran en las condiciones atmosféri cas de la Tierra primitiva. Las 

transformaciones debidas a ellos, junto con el surgimiento de las cianobacterias (que liberan 

oxígeno al ambiente) son las responsables del cambio de aquellas condiciones a las actuales . 

Así, el aumento en la cantidad de oxígeno di sponible ocasionó la intox icación de muchas 

bacteJias anae róbicas, puesto que la respiración basada en oxígeno deri vó en la producción de 

altas concentraciones de intermediarios tóxicos, tales como radicales hidróx ido y H20 2. En 

esas condic iones ambicl1lales empezaron a surgir nuevas formas de vida (organismos 
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ncróbicos) capaces de adaptarse a tales cond ic iones. mediante la utilización de un sistema 

enzimát ico conformado por las enzimas superóx ido dismutasa, perox idasas o cata lasas para 

desintoxicarse, tanto de peróxidos como de SllS productos. En contraste, muchos organi smos 

aníleróbicos no poseen un sistema enzimático protector completo, por lo que su respuesta al 

oxígeno podría vari ar (Kerkeler el al., (998). Resulta interesante resaltar, que el átomo de 

azufre fue el "motor de la vida" ancestral y que este elemento pertenece a la misma familia 

que el "motor" actua l, el oxígeno. 

El azufre es uno de los elementos más abundantes en la corteza terrestre, y presenta vru;os 

estados de oxidación. Por ello forma diferen tes compuestos, que se intercambian mediante 

procesos químicos o biológicos de oxidación-reducción, constituyendo el denominado "ciclo 

biogeoquímico del azufre" (Takakuwa, 1992; Robertson & Kuenen, 2006). En este c iclo 

que ocurre en la naturaleza, tres de sus estados de oxidación tienen una mayor importancia 

deb ido a su estabil idad: 2" (sulnlÍdrico R-SH y sulfu ro I-I S·), O (azufre elemental, So) y 6t

sul rato, 504
2. (Figura 1). El produclo final de la oxidac ión de di cho ciclo es el (S04"), el 

número de electrones implicados en la oxidación desde I-I 2S (-2) hasta el sulfato (6+) es de 

ocho electrones (Lens & HulshofT Poi, 2000). A continuación se enlistan los diferentes 

compuestos del azufre: 

Diferentes compuestos azufrados y sus estados d ~ oxidación 

Compuesto Fórmula química Estado de oxidación - S orgánico R-SH -2 

Sulfu ro H, S -2 

Polisul furo ·S(S)nS· - I(S terminal )1 O (S interno) 

Tiosulfato S20 ) ·2 +2 (promedio por S) 

Tetrat ionato S,O. +2.5 (promedio por S) 

Azurre elemental Anillos Sn O 

BisulfilO HSO, . +4 

Sulfato S0 4 ·2 +6 
TOffi.'ldo de Madiga n el aJ., 1999 J Lms & Hutshorr PoI (2000) 
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El sulfuro de hidrogeno H2S, es la forma más reducida del azufre, es tóx ico, inflamable y 

soluble e n el agua (0. 1 MIL a 25°C) con un pK, de 7.0 y un pK, de 13.0. Es el produclo 

princi pal de la respi raci ón de las bacteri as sulfmo-reductoras en condiciones anaerobias y 

cuando no est:.í limitada de materia o rgánica. L1 fo rma en que esta presente el sulfuro en el 

ambiente depende del p H (Oliver el (ll. , 1996). A pH mayores de 9 la forma dominante es el 

sulfuro, S2. a pH entre 7.0 Y 9.0 el HS' y el H25, y por debajo de 6 .0, la principal moléc ula es 

H2S, siendo este último e l menos soluble en agua (Madigan el al., .. 999). 

El sul furo, S2. , es la base conjugada del ácido débil H2S. tiene una constante de disociación 

básica (Kb) de 1 x I 0.5 siendo una base fuerte y su hidró lisis en medio acuoso forma soluciones 

muy alcalinas (C h~U1 g, 1999). 

El tiosulfato tiene dos ;l tomos de azufre no equivalentes. Esto es, un ion sulfato. 504 2· en el 

que uno de los átomos de ox ígeno ha sido desplazado por un azufre. Puede ser formado por 

reacc ión no bio lógica del 'Sullilo con azufre o polilionatos (Schmidt, 1984) 

SO, , . + s,---+. 
El tiosulfato tiene un papel importante en el ciclo biológico del azufre. porque ex isten 

bacterias ox idantes de azufre y bacterias productoras de sulfuro que uti li zan elt iosulfato como 

un substrato para e1meLabolismo desasimjlalorio (Barret & Clark, 1987). 

El azufre es un sólido amarillo, que forma cristales o rtorr6mbicos. poco soluble en agua (5 

flglL de 58 a 25 0 C), pero muy soluble en bisulfuro de carbono, telraclol1l ro de carbono y 

disolventes no polares análogos. El azufre oJ1orrómbico se funde a 112.8° C, fo rmando un 

líquido color paj izo. Puede ser formado por bacterias ox idantes de sulfuro. 

Algunos sulfuros HS' y sulfuros metálicos reacc ionan espontáneamente con el oxígeno, sin 

embargo e n muchos casos las reacciones biológicas pueden competi r exitosamente con las 

reacciones espontáneas . Asimismo. en el ciclo del azufre se pueden di stinguir dos etapas, de 

acuerdo a l tipo de reacción de oxido- reducción que intervienen en e l mismo: 

a) Etapa reductiva.- En los procesos biológicos se encuentran dos rutas bioquímicas de 

reducción de los compuestos de azufre inorgánicos: 
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La reducción asimila ti vi.1 y 1:1 reducción desasirn ihltiva: 

• L:I reducción as imilativa la presentan ta nto eucariontes como procariontes: el 

sulralO (SO.t ) es reducido a sulruro (H2S) para la biosíntesis de compuestos que 

con lie nen azufre necesario para e l crecimienlO ce lul ar. 

• La r educción desas imilativa la presentan pri ncipalmente los procariontes 

(eubacterias y archaea) el sulraLO (SO/ -) es reducido a sulfuro (H2S) por bacteri as 

sulfato reductores (BSR) en condiciones anóx icas, uti lizando al sulfato como 

aceplOr final de electrones, acoplándose a la ox idación de ác idos grasos vo látiles, 

piruvato, Jactnto; generando así, ATP y el poder red uctor necesario para el 

crec imie nto celular (Alcántanl , 2000). 

Las bacterias BS R han sido clasificndns como mlcJ'oorgal1l smos anaerobios estri ctos por 

Be ijerinck. Si n embargo, los géneros como Desulfovibrio, DeslIlfobulbus, Desulfllbacleriwn y 

DesulfococclIs, permanecen viables por horas o aún por días cuando son expuestos a 

concentraciones de oxígeno que van desde 0.24 J.lM hasta 1.17 mM (Hardy & Hamilton, 

1981 , Cypionka el al.) 1985, Fukui &Takii, 1990, Kjeldsen el al.. 2005). L.:'lS BSR pueden 

ser litótrofas, por lo que los electrones son obten idos de la oxidación de un compuesto 

inorgánico como el hidrógeno (H2). 

• Etapa ox id a t iva.~ La constituyen las reacc iones de ox idación de los compuestos 

reduc idos de azuFre . Esta etapa puede dividi rse en dos rutas a y b : 

a) Las reacciones de oxidación en condiciones anaeróbicas efectuados por 

microorgan ismos fotótrofos (Cork el (11.,1983) Y facultati vos (Sublettc, 1987). 

b) La oxidación aerobia efectuada por microorganismos del género Thiobacillus 

(Buisman el al. , 1989; Kelly el al., 2000; Kelly & Wood, 2000). 

L'l reacc i6n de l t ipo (a) consiste en la ox idación de sulfuro (52,) a azufre e lemental (S 0) como 

prod ucto final y cuya presencia en Thiobacil/us ex trac itoplasmáticamente rue suge rida por 

Hoop er & Dispiritio (1985) dado a que observaron la precipi tación de azufre elemental en el 

medio de crec imie nto. 

a) S ,. S
, 

• 
En la reacc ión de tipo (b), donde el producto final es el sulfato, el sulfuro (52-) es ox idado en 

forma directa a sulfito (SO) 2") que a su vez se ox ida a sulfato (S04 2"). 
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b) S , . + 3H,O----+· SO, ,. + 611' + 6e- ---· S04 , . 

La enzima involucrada, sulfito rcduclasa, fue purificada de Thiobacil/us dellitrificalls por 

Schedcl & Truper (1979). Es una enzima insoluble y su sitio de loca lización en la célula es 

incierto. Sin embargo, debido a que la reacción libera 6 protones del agua, se ha propuesto que 

la enzima se encuentra en el periplasma (Hooper y Dispirito, 1985). 

Los seres vivos requieren del azurre 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 reacción de reducción asimilativa del sulfato. Por su 

parte la industria química tiene gran demanda de azufre elemental para producir ác ido 

sulfúrico, el cua l es un producto importante para la síntesis de muchos compuestos, orgánicos 

e inorgánicos. 

. il 

Reducción de 

Oxidación bioló¡ica 
co n ~~ 

i i por 
bacterias fo tolcÓfa' 

Fig. 1 Ciclo biológico del azufre (Robertson & Kuenen, 1991). 
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1.3 Bactcrhls sulroxidantes 

Existe una gran diversidad de bacterias capaces de utili zar compuestos red ucidos de azufre 

como fu ente de energía para su crecimiento ( M~ldiga n el al., 2003; Kelly el al., 2000; Kelly & 

Word, 2000). 

En la Tabla 1 se en listan algunos géneros de estos microorganismos sulfox idantes también 

ll amadas bacterias incoloras del azufre, la fuente de energía que ut ilizan y el intervalo de pH en 

el cual crecen. La mayor pal1c de los conocimientos fisiológicos de estos microorganismos 

proviene del estudio de un número li mi tado de géneros. En 1989, Kelly describe la capacidad 

metabólica del grupo thiobacill i, que ineluye varias especies, que crecen en presencia de 

compuestos reducidos de azufre usándolos como fu ente de energía y electrones. Sin embargo, 

con los avances en el anál isis sistemático basado en la filogenia mo lecular de las secuencias del 

gen rRNA 16$, el género Tlliobacillus tuvo que ser reorganizado (Kelly ellll., 2000; Kelly & 

Word, 2000; Deb ellll. , 2004¡ Katayama 'el al., 2006). Su estudio ha permitido entender de 

manera más detallada y precisa las rutas bioquímicas de la oxidación de los compuestos 

reducidos de azufre. Las especies de Tltiobacillus son microorganismos aeróbicos y anaeróbicos 

facultat ivos, gram*negativos, con forma de bacilos pequeños que miden 0.3 J-lm de ancho por 1-

3 ~m de largo, móviles por un nagelo polar sencillo. no forman esporas y crecen entre los 25 -

35 oc. Sin embargo, se han encontrado especies tcrmo filas moderadas que crecer a 55 oC como 

por ejemplo Thiobacilllls aquaeslllis, Thiobacilllls caldus (Wood & KeJly, 1988, Hallberg & 

LindstroOl, 1996) 

Las bacterias incoloras del azufre comprenden una colección heterogénea de bacterias con poca 

o ninguna re lac ión taxonómica. morfología diversa y que sólo tienen en Común su capacidad 

para ox idar compuestos reducidos de azufre. Actualmente, está claro que esta capacidad no está 

ligada, necesariamente, con la de crecer autotróficamente, ya que algunas bacterias 

sulfoxidantcs son esencialmente helerótrofas. En consecuencia, resulta necesario discutir el 

metabolismo del azufre y del carbono por separado. Los estudios acerca del crecimiento en 

medios sintéti cos han permitido identificar diversas fuentes de carbono como por ejemplo 

sllccinato. acetato, prop ionato y lactato util izadas por estos microorganismos. identificando 

diferentes grupos de microorganismos de acuerdo a su capacidad para ut ili zar distintas fuentes 

de carbono. 
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T~ l b l a 1 Características fisiológicas de las baclerhls sulfoxidantes 

Genero y/o especies Donador inorgánico de 
electrones 

Rango de pH para el 
crecimiento 

Especirs de Thiohncillus con crecimiento pobre en medios con compuestos orgánicos 
T. thioparw¡ 1·f:¡S , sulruros,So, S20 ) 2· 6-8 
1'. de"úrifica"i H25 . So, S20 /· 6-8 
Thiobacilllls neapolitallllS S°, S20 ) 2 6-8 
Acidithiobacilllls thiooxidans SO 2-4 
Acidithiobacilllls Sul ruros metáli cos, So, Fe2

+ 2-4 
fe rrooxidans 

Especies de Thiobacillus con buen crecimiento en medios con compuestos orgánicos 
Starkeya novel/a 5 20 ) 2· 6-8 
T/¡iomonas intermedia 520 ) 2· 3-7 

Beggiaroa 
71úothrix 
Thioploca l 

Quimiolitótrofos filamentosos del azufre 
H2S, 520 ) 2· 

H,s 
H,S, SO 

6-8 
6-8 

******* 
Otros género.s 

Thiomicrospira2 H2S, $20 J 2 6-8 
Thiosphaera H2, H2S, $20 ) 2· 6-8 
Termothrix l l·hS, 50) . 520 32 6.5-7.5 
Thiovlllllm ~....,__ _:-::"::':"""'__ H2S, S° 6-8 

• I Aerobios facu ltativos; uso de NO) ·como aceplor de el cclrón j co - " - n a - e - m ~ b ~ io - . ----"';;";;'-----
1 Una de sus especies es capaz de usar NO) . anacrÓbicarncnle. 

1.4 Metabolismo del carbono de las bacterias sulfoxidantes 

El melabol ismo del carbono de las bacterias sulfoxidantes va de un rango de completa 

autOlrófia hasta la heterotrófia . Los estudios fisiológicos recien tes sobre los géneros 

Tlliobacillus y Beggiatoa han mostrado que algunas bacteri as incoloras del azufre no sólo 

guardan una típica qu imiolitótrofía obligada, sino que pueden clasificarse en un variado 

espectro fisiológico, como se muestra en la Tabla 2A y B. 

Los microorganismos mixOlrófica son modelos de crecimiento intermedios, bajo dichas 

condiciones, cualquier compuesto de azu fre podría usarse como ruente de energía adicional para 

e l crecimiento sobre un compuesto org:'i ni co. Los organismos quimiolitoheterótroros oblienen 

energía metabó lica de la oxidación de compuestos de azufre, pero no pueden crecer 

autotróficamente. Recientemente , se han descrito organismos heteróLrofos (incl uidos en el 

grupo e de la Tabla 2B) que se benefic ian por alfas vías de la ox idación de compuestos de 
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ílzufre (part icularmente de sulfuros) El grupo D de bac te rias hcterótrofas puede ox idar 

compuestos de azu fre, pero no se benefician de la ox idac ión. 

Tabla 2A Clasilicación fisiológica de las bacterias incoloras del azufre 

T ipo fisiológico 

Quimioli toautólrofos 
obligados 

Qu i miol iloautótrofo 
facullativos 

Quimioli lohctcrótrofo 

Qui mioorganohe terótrofo 

Sinónimos 

Q uimiolilolrófo ob ligado, 
alllótrofo obligado, 
qu imioautótrofo obligado, 
lilotrófo obligado 

Quimiol ilOlr6fo facultat ivo 
autótrofo facultat ivo, 
quimioautótrofo facu ltativo, 
litotrófo facultati vo 
MixOlrófo 

Heterólrofo 

Heterótrofo 

C ~ l pacidad 

Util iza CO2 como única 
fuente de carbono y es capaz 
de obtener energía de la 
ox idac ión de compuestos de 
azufre inorgánicos 
Puede crecer utili zando 
ambos CO2 o compuestos 
orgánicos como fue nte de 
carbono y es capaz de 
obtener ene rgía de la 
oxidación de compuestos de 
azufre inorgán icos 
Capaz de obtener energía de 
la ox idación de compuestos 
inorgánicos de azu fre y 
uti liza los complleslOs 
orgánicos como fuente de 
carbono 
Capílz de ox idar complleslOs 
de azufre pero incapaz de 
obtener energía y utili za 
como única fu ente de 
carbono, compueslOs 
orgánicos. 

Todas las bacterias incoloras de azufre son capaces de oxidar compuestos red ucidos de azufre 

en la oscUI:idad, pero no todos los organismos capaces de llevar esta oxidación caen dentro de 

este grupo. Por ejemplo, un número de bacterias fototróficas de l azufre, tales como las especies 

del género Chromat;wn pueden crecer quimiolilOautotrófi camente bajo condiciones aerób icas 

(Kampf & Pfennig, 1980). También, muchas bacterias heterótrofas capaces de oxidar 

compucstos reducidos de az urre tampoco se consideran dentro dc las bacterias incoloras del 

azufre. En la Tabla 3, se muestra algunos ejemplos de éstas . En realidad. son mu y pocos los 

procariontes heter6trofos que pueden obtener energía útil a parti r del proceso de oxidación de 
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compuestos inorgánicos. Estos se idclllilican como verdaderos quimioli tohctcrótroros (Kelly & 

Kuenen, 1984). 

T:lbhl 2B Espectro de los diferentes tipos fisiológicos en Ins bacterias ¡neotol"as del azufre 

Fuente de c~ lrb o no 

Grupos 

A 

B 

C 

D 

inorgánica 
(CO, ) 

+ 

+ 

Inorgánicos 
100 % 

A 

Orgánica 

+ 

+ 

+ 

-

F'u_c!,!.te de energí:l 
Compuestos 
reducido de Orgánica 

azufre 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

50:50 

B 

T ipos fisiológicos 

Quimioli tolrMo obl igado 

Quimiolitotró fo 
facultativo (mlxolr6fos) 

Qui riljolitoheterótrofo 

Quimioorganohetcrólrofo 
(hetefÓtro r o) 

Ejemplos· 

Thiobacillus 
sajanensis 
Thiobacillus 
ll1 io am s 
Thermothrix 
'''iopara 
C' .... rt. ..,." .... .... . ~. "~.I-

lJovella 
Xylophilus 
am e/inus 
Paracoccus 
denitrificans 
Beggiatoa 
alba 

Orgánicos 
100 % 

C 

D 

Modelo que describe la selección de los diferentes ti pos fi siológicos por la proporción de sustratos 
en 
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Tabla 3 Géneros (31)aces de oxidar compues tos reducidos de ~lZ uf re no considerados 
bacterias incoloras del azufre 

Pselldomonas aerugillosa 
Marille PselldomOlla:i spp 
Arthrobacter C/urescens 
Arthrobacter simples 
Arthrobacler sp 
Srreplolllyces sp 
Flavoaclerillm sp 
MicrococClls sp. 
Brevibacterillm sp -

Bacteri as hcterotrólicas 

Ac/¡cromobacter sp 
Mycobacte rilllll sp. 
PseudolllOlLas flllorecell s 
Pselldomollas aromatica 
Pselldomonas pyocyanea 
PselldomonQs putida 
Achcromobacter srlltze r¡ 
Eschericlta coh 

1.5 Mehlbolislllo oxidativo de COml)lJeslos reducidos de azufre 

Kelly (1982, 1985 Y 1988) reportó que Jos mecanismos de ox idac ión de los compuestos 

inorgánicos de azufre presentan diferencias rad ica les en tre las bacteri as; sin embargo, con el 

desarrollo rec iente alcanzado en bioquímica, enzimología y biología molecular de la ox idación 

de azufre por bacterias litótrofas obligadas y facult at ivas se ha constatado la existencia de. por 

lo menos, dos vías principales para la oxidación de compuestos reducidos de azufre. 

Esas dos vías se describen a continuación entre otras: 

1.5.1 " La vía de oxidación de azufre del g énero Paracocclls"o sistema mul/i-euzimático 
para la ox idación de tiosulfalo (por sus siglas ell inglés TOMES) 

Lu el al. (1985), Takakuwa (1992), Kclly el l/l. (1988 Y 1997), Kelly & Wood (2000) y 

Ghosh el al. (2005) describieron detalladamente el sistema mulli-enzimático pa ra la 

oxidación de tiosulfato en ParacocclIs versutus (TOMES). Dicho sistema se compone de 

varias enzimas periplásmicas, como son la enzima A, enzima B, citocromo C,551, citocromo cm 

citocromo C552.5 y sul fito oxidorreduclasa: citocrolllo c (Figura 2). La enzima A (16 kDa) se 

une a un mol de tiosulfato e interactúa con la proteína B (6 1 kOa), ci tocromos C55 1 (260 kOa, 

contiene de cualm a cinco grupos hemo) y citocromo C552.5 (56 kOa, contiene tres grupos 

hemo) para prod ucir estcquiométticamente sulfa to a parti r de tiosul falO. Se requ iere de los 

cuatro componentes del sistema para la oxidación del tiosulfmo, y cada uno contribuye del 1% 

al 2% del 10la l de la proleína de la célula. Los dos componenles mu ltihemo tipo c son 

esenciales para el sislema y. aparentemente, fu ncionan como portadores de electrones en el 
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TOMES para transferirlos desde la oxidación de l liosul fato a los ci tocromos tipo c nati vos 

convencionales (de los cuales PamcocclIs Vet'.WIIIS contiene tres: dos solub les y uno un ido a la 

membrana). El proceso total catali zado por TOMES se lleva a cabo de una m:lIlera integ rada, 

sin que se hayan identifi cado intermediarios libres. No se ha detectado acti vidad indi vidual en 

ni nguno de los cuatro componentes a l ser incubados por separade con tiosulfato (solamente S,e 

ha observado la unió n del sustrato con la enzima A sin que aparentemente haya 

transformación). Se cree que los complejos proleína-prOleína se forman cuando los cuatro 

componentes actúan coordinadamente para llevar a cabo la catáJisis de la ox idación del 

tiosulfato . La falta de cualquiera de los componentes da como resul tado la pé rdida lotal de 

ox idnc ión o bien una oxidac ión ex tremadamente lenta . La acti vidad específica , en términos de 

la proteína IOtal de los cuatro componentes utili zados. depende del volumen de reacción. En 

volúmenes pequeños se han obse rvado valores altos de aclividad específi ca, lo que 

nuevamente es consistente con la formación de complejos proteína-proteína dependiente de la 

concentración. 

L1 enzima B contiene un "cluster" inusual de manganeso (dimé rico, acoplado a un espín), el 

cual se cree que es un componente clave del centro de reacción de la enzimn. Una hipótesis, 

aún por confirmarse, sugiere que e l centro Mn está involucrado en la unión de las moléculas 

de agua requeridas como donadores de oxígeno para la conversión de sulfano-azufre (y el 

gru po SO)) de l tiosulfaLo al sulfato. También podría estar involucrado un cofactor de 

molibdeno (Mo) en e l funcionamiento de la enzima B, ya que espectrofotométri camente se 

han detectado pequeñas cantidades de Mo y, además, la proteína exhibe espectros de 

nuorescencia similares a los de las oxidasas que contienen molibdoproteínas. Se ha observado 

que ciert as mutan tes de Thiosphaera (ahora renombrada ParacocclIs) partIotrophus, una 

especie relacionada, (ienen dañada su capacidad de oxidac ión de tj osulfato (así como de 

fom1iato y xantina). Estas mUlantes son ineficaces en la síntesis de un cofuctor de molibdeno 

requerido para la oxidac ión de estos compuestos. Se han identifi cado los gencs que codifican 

para la oxidac ión de azufre en Paracocctls de,,¡trificalls y la enzima 8 de Paracoccus versutus 

es idénti ca al producto del gen soxB de Pa racocClls denitrificans. Esto ha permitido una mejor 

comprensión de la cstructura de la proteína, la cual se piensa que es un monómero con un peso 

molecular de 6 1 kDa (Wodara el al., 1994). 
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Fig. 2 Mecanismo propuesto de oxidación de tiosulfato (TOMES) de 
Paracoccus versulus (Kelly el aL, 1m). 

J.5.2 "La vÚJ del intermedillrio Si' (o S41) (involucra politionatos) 

Característica de quimiolitótrofos obligados (p. ej. ThermilhiobacilLw· tepidarius, 

Halothiobacillus neapolitanus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus Ihiooxidans) 

y especies facultativas, tales como Acidiphilium acidophilus y Thiobacillus aquaesulis. Todas 

pueden producir y oxidar tetrationato cuando crecen en presencia de tiosulfato (Figura 3). 

Kclly et. aL (1m) estudiaron la oxidación de tiosulfato marcado esS) por Thiobacillus 

neapolilanus 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 único tiosulfato presente derivó 

exclusivamente del grupo *S de (*S -s03f (donde * señala la posición del 35S). La formación 

de tritionato fue mayor a partir de la forma (*S -S03)2- que de la forma -S -*50 3- Y terminó 

cuando se agoló el tiosulfato marcado. La degradación del tritionato derivado de -$ -*S0 3-no 

mostró movimiento del álomo de S marcado. Sin embargo, con (*S -S03)2- se presentó un 

marcado progresivo del gru¡x> - S03- del -*5, que alcanzó su máximo valor en el tiempo en el 

que se agotó el tiosulfato. Mientras que estas observaciones no excluyen la posibilidad de 

participación del azufre elemental como un intermediario en la oxidación del [5-] del 
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tiosul fato y, al m1smo tiempo. no hay evidencia directa que explique el mecanismo de 

conversión de 15-1 a [-SO)], una explicación alternativa puede ser la producción de [5-5-

50 ){ por una reacc ión de condensación cataJi zada por una enzima entre el telrationato 

(producto de la oxidación de tiosulfato) y el tiosul fato. 

Cuando Halothiobacillus neapolitanus oxida -·S -SO)" en presencia de azufre elemental no 

marcado, el )SS no puede ser recuperado de la ''trampa'' de exceso de azufre elemental, aunque 

ambos sustratos se oxidan simultáneamente 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 intennediario. pero se puede 

infe rir que el azufre ex terno entra a la célula en una fonna soluble que posteriormente no 

puede ser intercambiada con azufre que está fuera de la célula. 

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

naturaleza química de los intennediarios de la oxidación inorgánica del azufre. 

" • 

1011,' 

.. --------,........ -----+ 

Fig. 3 Mecanismo propuesto para la oxidación de tiosulfato por 
Tlzermitlziobacillus lepidarius (Kelly el al. , 1997). 
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/ .5.3 Vía de oxidación l/el sulfito 11 sulfato 

Para la ox idnción del sulfi to a sulf,1Io se han postulndo dos diferentes VíilS. Una es la ox idación 

de sot a sol, que depende de la enzima sulfi to ox idasa. La enzima sulfito oxidasa 

transfiere di rectamente e lectrones desde e l SO] 2· al c itocromo e, y la producción de ATP se 

real iza durante el transporte de electrones y la form :lc.ión de 1<1 fuerza motri z de protones 

(Figura 4 a y b). 

La otra vía se presenta en algunos qui mioli totrófos de l azufre que ox idan SO] 2· a so~ 2· a 

través de la enzima adenosina-5-fosfosulfato reductasa (APS), enzima crít ica en el 

metabolismo de las bacterias sulfato-red uctoras (por que activa al S04 2· antes de ser 

metabol izado) (F igura 4a). Esta reacción, corre en di recc ión a la producción de $04
2

. por 

quimiolitot rófos del azufre, originando un enlace fosfato de alta energía cuando el AMP es 

convertido a AOP (Figura 4a). 

Cuando el tiosulfmo es e l donador de electrones en los quimiolitotrófos del azufre, éste se 

separa en SO y SO) 2., Y ambos pueden eventualmente ser ox idados a S04 2 . . Todos los 

electrones provenientes de los compueslOs red ucidos de azufre llegan a l sistema de transporte 

de electrones. como se muestra en la Figura 4b. Dependiendo del potencial de oxidación Eo' 

acoplado, a los electrones entre la navoproreína (Eo '= -0.2) o a nivel de citceromo c (Eo '= 

+0.3) son transportados al O2 gencrando así una rucrza motri z de protones que conduce a la 

síntesis de A TP mediante la ATPasa. Los electrones para la fijaci ón autotrófica de CO2 vienen 

del flujo inverso de electrones que eventualmente produce NADH, y el CO2 se fija en realidad 

por la vía del ciclo de Calvin (Figura 4b). 
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Complejo de azufre 
Pared celular 

(a) 

, - .... - -.... 

, 
A 

Adenosina fosfosulfato (APS) 

P , ' 
Nivel de sustrato ~ADP 
fosforilación ' , , , 

Fuera 

Fig. 4 Oxidación de compuestos reducidos de azufre por microorganismos quimiolitooófos 
a) Pasos en la oxidación de diferentes compuestos. Vía de la sufuro oxidasa. 
b) Electrones provenientes de los compuestos de azufre que alimenta la cadena 

respiratoria (imagen obtenida de Madigan ~t Ill, 2000). 

Con la caracterización del sistema multienzimatico Sox. de la alfaproteobacteria Paracoccus 

pantotrophus (Rother et aL, 2(01) y la identificación de los genes respectivos en el genoma 

de otras bacterias quimiolitob"Ófas o fotótrofas se plantea el cuestionamiento de que sea un 

mecanismo común en bacterias (Fricdrich el al., 2001; Friedrich el al, 2(05). 
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1.6 Energía de oxidación de compuestos reducidos de azufre 

Una considerable variedad de microorgan ismos conservan energía de las ox idac iones 

quimilitotrófas. Los mejor estudiados son las especies de "/1Jiobacillus, pero ex iste 

información sobre el crec imiento de Thiomicrospira, Sulfolobus, Beggiola, algunos fotót rofos 

oxidantes de tiosulfato incluyendo a Thiocapsa y Ch romatium y algunos heterótrofos 

oxidantes de hidrógeno incluyendo a ParacocclIs denitrificans, los cuales pueden crecer 

autolróficamente en la oscuridad utili zando como sustrato los compuestos reducidos de azufre 

(Tabla 1). Esto indica una unidad bioquímica respiratoria básica, en la cual se presenta una 

gran diversidad de sistemas enzimáticos oxidantes de azufre por medio de las cuales estas 

bacterias son capaces de generar electrones y obtener energía para su crec imiento. Las 

ox idaciones mejor estud iadas de acuerdo a Kelly (1990) son: 

H,S + 2 O, ---... H, SO, 

S 20 32. + 202 + H20 • 2S04 2· + 2H+ 

840 6
2. + 3 Ih O2 + 3H20 • 4S04

2
. + 6H+ 

S8 + 120, + 8H,O • 8 H, SO, 

HS03 - + Yl 0 2 lo S0 42. + H t 

IIGO'= -733 kJ /lllol 

IIGo'= ,739 kJ/lllol 

IIGo'= ,1 245 kJ / lllol 

IIGo '= -389 kJ/lllo l 

IIGo '= -2 17 kJ/ lllol 

Algunos Thiobacillus e l-IyplJOmicrobia melil6trofas son capaces de derivar energía 

quimiolitolrófa de la oxidación de azufre inorgánico; también son capaces de oxidar el azufre 

de sulfuros metilados. Asimismo, en condiciones anaerobias algunos Thiobacillus y 

Thiomicrospira dell¡rrificany pueden acoplar la oxidación de azufre inorgánico con la 

reducción completa o parcial de nitrógeno molecular (Robertson & Kuenen, 1991 ). 

5S 0 , - 8NO - H 0 ----+. 10SO,'-+ 4N,· + 2H· ,, + , + , IIGo '= -750 kJ/ lllol 

1.6 Importancia de las comunidades microbia nas del azufre en los biotratamientos 

Las comunidades microbianas poseen un gran potencial, ya que llevan a cabo procesos 

importantes para e l mantenimien to de la biósfcra. sopol1ando la vida de muchos otros 

organismos y degradando contaminantes antropogénicos. Este potencial es explotado en los 

procesos biotecnológicos para el tratamiento de aguas residuales. por ejemplo. Los 
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Illl croorganlsmos con capacidad de adaptación a estos ambientes extremos, como los 

Inlcroorgamsmos ex trcmófíl os. son los más adecuados para ser apli cados directamentc en 

dichos tratamientos. Recientemente se ha dcscri lO un amplio rango de bacterias sulfalO 

reductoras, tanto aulOtr6ficas como heterotrólicas, capaces de crecer en condiciones extremas. 

Estas incluyen termófi los: Thermodesulfobacrerium huragerdense y 'f'hermodesulfovibrio 

;sfandicus (Sonne-Hansen & Ahring, 1999), psicrofílicos: Des/llJofrigusfragiJa, Desulfofaba 

geUda y DesulfotaJea psychropltila (Knoblauch el al. ! 1999), halófi los: Desulfobacrer 

halorolerans (Brandt & lngvorsc, 1997) y alcalofilos: Desulfotolllaculwl/ alkliphi/um; 

(Pikuta el al., 2000), así como también sulfoxidantes (Tablas I y 3). 

En los tratamientos biológicos pueden emplearse culti vos puros y mixtos inmovilizados de 

microorganismos fototróficos, heterotróficos y autotróficos (Monticello, 2000). Para el caso 

de la dcsulfuración biológica se tienen varios ejemplos: 

La cepa de Pseudol1lolla pUlida CH II aislada desde aguas res iduales agrícolas con un pH 

óptimo enlre 6 y 8, se empleó para el tratamiento de gases con sul furo de hidrógcno y el 

principal producto metabólico de su ox idación fu e azufre elementa l. Cuando fue inmovilizada 

en alginalO de calc io, las células exhibieron una alta efi ciencia de rc moción del sulfuro de 

hid rógeno, que excedieron al 96 %, a concentrac iones de sul furo de hidrógeno desde 10 hasta 

150 partes por millón (ppm). Por tanto, dicha cepa inmovi li zada tiene un alto potencial para 

ser usada como agen te para la remoción del sulfuro de hidrógeno (Valencia, 2002). 

En otros trabajos se utili zaron Pselldomollas. purida (S 1), Citrobacrer sp. (S4) y Enrerobacter 

sp. (SS) observando la decolorac ión del efluente en un 97 %, la reducción de la 080, DQO, 

compuestos fenólicos y el sul furo de hidrógcno, este último hasta un 96.67 % en 24 horas de 

aireación. El culti vo de estas tres bacteri as fueron inmovilizadas en cerámica JX>rosa 

obteniéndose remociones del sulfuro de hidrógeno de 99.8 % después de 48 horas (Valencia , 

2002). 

Se han empleado cuhivos puros de células de Thiobacilllls t/¡iooxidans JCM 78 14 utili zando 

como agente tampón el ci trato de sodio. El sulfuro de hidrógeno fue removido biológicamente 

a una ve locidad máxima de ox idación a 0,84 mi li molar de H2S por gramos de célu la (mmol

H2S (g)/g célula), una concentrac ión de citrato de 0,2 g/mol. El ti empo de retención fue de 30 

minutos. 
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Por otro lado, en un rector de lecho de lodos dc nujo ascendente (UAS B) y un equ ipo para la 

desulfuración del biog¡ís se empleó vinazas de des tilerías tratadas, res iduales azucarero y 

albañal como fuentes de microorganismos sulfoxidantes. Al caracteri zar la microbiota 

mediante su aislamien to e identifi cación. Se encontraron diferentes tipos de bacterias, 

levad uras y hongos fil amentosos como Alcaligenes spp., Baci/l/ls pal1lhOlenliclls, Geotrichul1l 

candidlll1l, Aspergillus wentii, Aspergillus versicolor y Peniciliwn meLin ii capaces de uti lizar 

los compuestos reducidos de azufre lo que indicó una participación acti va en el proceso de 

desulfuración del biogás (Vergara, 2002). Por tanto, dichas cepas tiene un alto potencial para 

ser usadas en cultivos axénicos como agente para la remoción del sulfuro de hidrógeno. 

Entonces, de acuerdo con lo an teri ormente señalado el estudio de la estructura y composición 

de las comunidades bacterianas sulfoxidantes en los procesos biotecnológicos es importante 

para entender los mecanismos de oxidación biológica de los compuestos reducidos del azufre, 

así como las condiciones que hagan más efi cientes dichos procesos. Además, la diversidad 

microbiológica presente en los reactores ofrece una gran oportun idad para el desarrollo de 

nuevos procesos biocatal íticos que pueden ser usados en la producción microbiológica de 

químicos y polímeros (Monticello, 2000). 

1.8 Procesos biológicos para eliminación de compuestos de azufre 

Los tratamientos biológicos tienen una aplicación di versificada; se han utilizado en el 

tratamiento de corrientes de aire contaminadas con sulfuros, así como también en corrientes de 

aire con sul furo, bisulfuro y compuestos orgánicos volátiles de azufre (COVS). Dichos 

procesos biol6gicos han cobrado cada vez mayor interés, ya que se han aplicado a ni vel 

industrial con resultados exitosos (Revah & Ortiz, 2004). 

En el caso del tratamiento de gases contaminados, incluido el "biogás (metano, CO2 y H2S 

principal mente)" proveniente de aguas contaminadas con sulfato, sulfuro, bisulfuro y COVS 

los sistemas que se han uti lizados son principalmente biofiltros y biolavadores de lecho 

escurrido (BLE) (Vásquez.Murrieta, 2000) (ver apéndice A). Por otro lado, en muesLIas 

acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se han implementado di versos 

tipos de reactores de tanque agitado (Buisman el lIl., 1989; Janssen, 1996) como los reactores 
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de lecho nuidificado inverso (Gommcrs el a/., 1988); así como diseños de reactores que 

optimiz.a n la recuperación de azufre elemental (J a nssen el al., 1997). 

Los biolTeactores de cultivo axénico y alimentados en forma continua, consisten de un sistema 

ab ierto, donde la solución nutrit iva estéril se ad iciona cont inuamente con la ayuda de una 

bomba peri stálti ca, y una cantidad equivalente se saca simultáneamente del sistema. Entre las 

di stintas clases de fennentaciones continuas pueden distinguirse dos tipos: 

a. R e~ l ctor de hm clue agitado: también conocido como de mezcla completa (CSTR, por sus 

siglas en inglés), es uno de los reactores que trad icionalmen te se han usado ya que garanti za 

que la composición sea la misma en cualquier punto del reactor. Este tipo de reactores pueden 

operar de tres diferentes formas, en forma discont inua, discontinua alimentada (red-batch) y 

cont inúa. Los reactores de tanque agilado son equipos cilíndncos con un sistema de 

homogeneización, de tipo mecánico. Este es utili zado como un qu imiostato o como un 

turb idostato. En el quimiostato en estado de equil ibrio, el crecimiento de las células se 

controla ajustando la tasa de di lución (Figura SAl. Cualquier substrato que se requiera 

(sulfuros metálicos, tiosul fa to, compuesto nitrogenado. sa les. O2) puede ser utili zado como 

substrato limitante. En el túrbidos lato el crecimiento de las células se mantiene constante 

utili zando la turbidez para controlar la concentración de biomasa y la veloc idad de 

alimentación de la solución de nutrientes se aj usta de forma apropiada (Figura 58) . 

• - ----- .... I , 
• o: • • • • • 

~~--
e 

.; ' ".~_. 

Fig.5 Fennentación continúa en el quimiostato (A); turbidostato (B) y reaclOr de flujo de 
tapón (C) (Vásquez-Mur riela, 2000). 

b. Re'lctor de nujo ~ I scc nd c nt c. En este tipo de reactores donde el medio de culti vo nuye sin 

mezclado (Figura Se). A la entrada del reactor las cé lulas deben añadi rse continuamente 
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j unto con In solución de nutrien(Cs (generalmente como un !lujo que se rev iert e de una 

desv iación desde la salida del ferme ntador o desde una segunda fermentación continua). 

Reactor d e lecho de lod os de Il ujo 'Iscendentc (UASB) fue desarroll ado inicia lmenle para 

procesos de digest ión anaerobia (Lettinga el al., 1980). Este reactor ha tenido gran aceptación 

mundial debido a que ha sido aplicado con éx ito a una gran variedad de aguas residuales 

industri ales y municipales, así como por su fac ilidad de operac ión, instalación compacta y 

menor costo (LeHinga, 1995). Su funcionami ento se basa en la formación de lechos 

biológicos, constituidos por microorganismos aglomerados en fonna de grán ulos o nóculos 

que permanecen en el reactor. La cama de lodo se compone de grán ulos con un diámet ro de 

0.5-2 mm. Esto implica que el lodo gran ular tenga una gran acti vidad bio lógica y una 

excelente capacidad de sed imentación, a fin de ev itar que sea evacuado por el llujo ascendente 

del agua y salga del reactor. Debido a la gran can tidad de mic roorganismos que logra 

contener, este tipo de reaclores permite la utili zación de caudales altos sin pérdida de 

efi ciencia de e liminación de nu trientes En la parte alta del reactor, la fase acuosa se separa de 

la fase só lida y gaseosa en un separador de tres fases. El separador de tres fases generalmente 

es una tapa de l depósito de gas con un cono arriba de él. Debajo de la tapa de l depósito, se 

colocan unos denectores para conduci r e l gas hacia la abertu ra de la tapa del depósito (Figura 

6) . 

Fig. 6 Reactor de lecho de lodos de nujo ascendente 
(UASBY. 

· Imll¡;en obtenida de 
http://www .uasb.orgIREACTORSlReaclor _ case_sllIdies.ht lll 
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Reactor de lecho nuidil ic~ ld o inverso (RLFI ) en este tipo de reactores se util izan partículas 

de menor densidad que el agua (nylon, poliéster y polieti leno) como soporte (por esta razón 

Ootan). Las panículas son Ouidificadas por un Oujo descendente de l líquido. El flujo de gas 

(generado por el proceso o inyec tado) y el líquido que esta en di rección opuesta, ayuda a la 

expansión del lecho (GOlrcia-Caldcron el al ., J998; Beristain-Cardoso el al., 2006), mientras 

la biomasa nota los sulFuros metálicos sedimentados pueden recuperarse Fácilmente en el 

Fondo del reactor (Figura 7). Una de las posibles desventajas de estos reactores se encuentra 

en el periodo de arranque debido al difíc il desarrollo de la biopelícula en el soporte. Meraz el 

al., ( 1995) menc iona que puede vari ar de 60 a 100 días. En el apénd ice A se ex plican las 

ven tajas y desventajas de dichos reactores. 

-

3 

Fig 7 Reactor de lecho fl uidificado inverso (LFI)* 
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*lmagen obtenida de RenganatJ13n & Krishnaiah, (2004) 

1.9 Métodos moleculares para el estudio de comunidades microbianas y sus especies 

Durante el último siglo se ha dependido del aislamienlO y culti vo de los microorganismos para 

su identificación. Éstos han sido caracteri zados tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto 
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de propiedades ce lulares observables, como su morfología, propiedades fi siológicas y por la 

estructura de sus componentes ce lulares. La neces idnd de cultivar los microorganismos para 

identificarlos ha limitado la comprensión de la di ve rsidad microbiana, ya que ahora se sabe 

que más del 90 % de los microorgan ismos en los ambientes naturales no pueden ser culti vados 

usando las técnicas tradicionales (A I11 ~lO n RI & Kúhl M, 1998). En los últimos años se ha 

incrementado el conocimiento de la diversidad microbiana en comunidades complejas debido 

al uso de métodos moleculares que no requieren el cultivo de microorganismos. 

Los métodos moleculares empleados en el anfi li sis de comunidades microbianas permiten 

obtener más información sobre aspectos relacionados con la ecología microbiana ambiental 

como la diversidad, re lac iones fil ogenélicas y evoluti vas, estnlctura y función de las especies 

ind ividuales. Sin embargo, el uso de técnicas de biología molecular por huella genética tales 

como, eleclroforesis en gel con gradiente desnatural izantele lectro forcs is en ge l con gradiente 

de temperatura (por sus siglas en inglés DGGEffGGE), polimorfi smo de longitud de 

fragmentos de restricc ión (por sus siglas en inglés RFLP), análi sis de restricción de DNA· 

ribosomal amplificado (ARDRA) y el uso de productos de PCR fluorescentes no resultan ser 

perfectas: cada una de eUas tiene sus ventajas y desventajas. Por ello, una combinación de 

diferentes técnicas de biología molecular, métodos microbiológicos tradicionales y métodos 

para determi nar los parámetros ambien tales guiarán a un entend imiento del rol de los 

microorganismos en el ambiente (Olive & Bean 1999). 

Para el presente trabajo se emplearon las siguientes técnicas las cuales son descri tas con mayor 

profundidad 

• Hibridaci6n DNA-DNA. 

• Porcentaje de guanina y citosina (% G+C) del DNA. 

• Aislamielllo deL gen del rRNA 16S y análisis de la secuencia. 

• Análisis de Polimorfismo de longiltld de fragmentos de restricción (RFLP). 

• Electroforesis en gel COll gradiente de desnaturalizaci6n (DGGE). 

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

• Análisis de DNA polim6rfico amplificado al azar (RA PO. 

• Hibridaci6nj1uorescellte jn situ (FISH). 
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ESludios del genoma complelo 

1.9.1 Hibridación DNA-DNA 

La hi bridac ión de ONA se basa en varios principios. En primer lugar, el calentamiento del 

ONA hace que se desna tu rali ce, ya que los puen tes de hidrógeno se rompen y permite que las 

dos cadenas de la doble hélice se separe n. En segundo lugar, si el DNA se enfría, los puentes 

de hidrógeno se reconsti tuyen y las dos cadenas sencillas se reasocian, es decir, se unen de 

nuevo (Izquierdo-Rojo, 1999). Finalmente, si se mezclan cadenas sencill as de DNA de 

diferente procede ncia, se reasoc iarán en aquellas regiones en las que las secuencias son iguales 

o semejantes, creando un híbrido. Por consigui ente. e l grado de reasoc iación es un índice 

cuant itati vo de la semejanza de las secuencias de bases en el ONA de ambas procede ncias. La 

hibridación del DNA es simple y precisa, pero ti ene un gran inconveniente; para que se 

e fectúe una hibridación, las dos muestras de ONA (yen consecuencia los organi smos de los 

que se obtuvieron las mismas) deben ser semejantes es decir, del mismo géne ro y para 

determinar las relaciones más di stan tes entre familias y dominios se requiere conocer las 

secuencias de bases del DNA o RNA con exactitud. 

La hibridación del DNA puede también utili zarse para identificar un organismo e n particular, 

determinando si un pequeño fragmento específico de DNA, denominado sonda, híbrida o no 

con alguna fracción del DNA del organismo desconocido. Las sondas del DNA se se leccionan 

para que hibriden solamente con el DNA de organi smos específicos. Las sondas se marcan 

con un átomo rad iacti vo, de manera que la hj bridación puede ser detectada fácilmente (Arahal 

el al., 1999, Arahal el al., 200 1). 

Preparación de DNA radiocacti vo 

El DNA no radioacti vo puede ser marcado con diversos isótopos radioact ivos por técnicas in 

vitro. Una de ellas es la ll amada "nick lranslat ion" , Nick se refiere al corte por una 

endonucleasa de una de las uniones desoxiribosafosfalO en una de las cadenas del DNA, 

creando un grupo libre oxhidrilo 3'. A continuación, una segunda enz ima presente en la 

mezcla, DNA po) imerasa 1, agrega nucleótidos de la so lución al grupo 3' , pero e n viI1ud de 

que esta enzima tiene actividad exonucleotidica en la dirección 5' ---+ 3', traslada e l "nick" en 

esa dirección, al mismo tiempo en que lo va reparando por incorporac ión de nucJeótidos a la 

solución. El "nick" se va trasladando y de allí el nombre del proceso. Nicks ocurren al azar en 
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distinlOs puntos de la cadena de DNA y si en la solución se tienen nucleótidos rad ioact ivos, la 

reparación resulta en incorporación de estos. Para que la repnración ocurra sin interrupciones, 

los 4 nucleótidos, en forma de tri fosfatos, deben estar presentes. Por razones de COSIO uno, o a 

lo sumo dos, son agregados en forma de compuestos rad ioacti vos. L.1 reacción se detiene por 

enfriamiento y el DNA se separa de los nucle6tidos libres haciéndolos pasar por una columna 

de Sephedex G50 (Me Márquez~Marcos comuo. pers.) 

L1 manera más segura de prac ti car el método de nick translation es usar kils comerciales de 

reactivos preparados, porque de esa manera no se pierde ti empo en el cálculo de la act ividad 

de las enzimas o la preparac ión de los reactivos. Estos kit s incluyen todos los elementos 

necesarios, menos el Ilucleót ido radioactivo. Esto se debe principalmente a l hecho de que cada 

técnica para la que se requiere el DNA radioactivo requiere de un isótopo diferente. Para 

estudios de hornología de DNA 31-( es el isólOpo más adecuado y también el menos pel igroso 

(Me Márquez~Marcos comulI. pers.) 

Hibridación con DNA inmovi lizado en membranas de nitrocelulosa 

El DNA de la cepa que se to ma como referencia es desnaturali zado por el calor y luego es 

pasado por una membrana de nitrocelu losa, que reti ene el DNA desnatural izado y no el nat ivo, 

de doble cadena. La membrana se seca, se fracciona en trozos de tamaño uniforme 

(concentración de DNA= 50 microgramos de DNNcm2), y éstos se usan en el experimento de 

hibridación. Primero se los trata con una solución que ayuda a reducir la adsorción 

inespecífica del ONA a la membrana (mezcla Denhardt) y luego se sumergen individualmente 

en mezclas de reacción conteniendo DNA radioactivo provenien te de la misma cepa que el 

inmovilizado, y DNA "frió" de una cepa a comparar con la de referencia , o sea, con la de la 

membrana. Los dos DNA en solución han sido previamcnte someti dos a la sonicación, para 

red ucir su peso molecular y han sido desnaturalizados por e l ca lor. 

En las condiciones descritas, el DNA radioactivo tiende a hibridarse con su homólogo en la 

membrana, mientras que el segundo DNA, que es añadido en cons iderable exceso, tiende a 

interferir con la hibridación, y lo hará tanto más efectivamente cuanto más parecido es al DNA 

de referencia. En Olras palabras al final de la incubación la membrana estará muy radioactiva 

en el caso de que el DNA competidor y el de referencia son muy distintos, y viceversa (Me 

Márcluez.Marcos comun. l)ers.). 
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La mezcla de hibridnción puede contener compuestos como formamida, que baja el punto de 

fusión del DNA y permi ten conducir la hibridación a T-a relativHmente bajas. De cualquier 

modo, la T" de hibridac ión que se recomienda es de 25 oC por debnjo del punto de fusión (T m) 

del DNA de referencia. La adición de formamida es part icularmente conveniente en 

experimentos de hibridación de DNA de alto contenido en G+C, que tienen a lto punto de 

fusión, para evitar excesiva pérdida de DNA de los filtros (Me Márquez·Marcos comun. 

pers.). 

Medida de la radioacti vidad:=(X-Y/X-Z) x 100 

X= rad io act ividad retenida sin competidor 

y = radioacti vidad retenida con competidor heteró logo 

Z= rad ioacti vidad retenida en presencia de competidor homólogo 

Torsvik el al. (1990) ex ploraron esta técnica y probaron, si la reasociación del DNA 

proveniente de la mezcla de organismos de l suelo podría proveer una medida de la di versidad 

genómica, encontrando que la mayor parte del DNA aislado de la fracción bacteriana es muy 

heterogéneo, con un Cot In (coeficiente de reasociación al 50%) de 4600, equivalente a 4,000 

genomas completamente diferentes de las bacterias del suelo. 

1.9.2 Porcelllllje de guanilla y citosilla (% G+C) del DNA 

La determinación del porcentaje de G+C se fundamenta en que en un ONA, la proporción de 

pares de bases constituidos por guan ina y citosina (G-C), en oposición al par adenina-timina 

(A -T), puede variar ampliamente, dependiendo del origen del DNA. Por convenio, la 

proporción de bases G-C se expresa como moles por ciento de guanina más citosina, o % 

G+C, que indica el 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, e140 % de los pares de base son G-C 

y el restante 60 % son pares de A-T (Madigan el al., 2003). 

El porcentaje de G+C del DNA afecta a sus propiedades físicas; puesto que los pares de G-C 

se unen mediante tres puentes de hidrógeno y los pares de A-T se unen por dos, los valores 

elevados de % G+C indican que las dos cadenas del ONA se encuentran unidas por más 

puentes de hidrógeno, haciendo que sea más difíc il de fundir, o separar mediante 
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calentamiento. E l punto de fusión del DNA, o tempera lll ra a la cual las cadenas se separan , 

puede. por tanto, utili zarse para determinar el % G+C (17,(lucrdo-Rojo, 1999). 

Los va lores de % G+C se utili zan para determinar el parentesco de los organismos. Estos 

valores varían inc luso más ampl iamente en microorganismos que en eucariotas superiores. 

Pero las variaciones en los va lores del % G+C que se dan en una espec ie son pequeñas y las 

que se dan en un género son s610 un poco mayores. Así, organismos estrechamente 

relacionados tienen valores de % G+C semejanles. Sin embargo, valores semejantes de % 

G+C no demues lran que dos orga nismos se encuentran estrechamente relac ionados, ya que el 

% G+C no está re lac ionado con las propiedades de codificac ión del DNA . Por ejemplo, la 

especie humana y Bacillus slIbtilis ti enen valores de % G+C cas i idénticos (Me Márquez

Marcos eomun. pers.). 

El contenido G+C se utili za a veces para clasifica r organ ismos en taxonomía. Por ejemplo. las 

Act inobacteri as se caracterizan por ser "bacterias de G+C a lto". En Slrepromyces coeJjeolor el 

G+C es del 72%, en la levadura Saccharom)'ces cere"is;ae del 38%, mientras que en el 

Arabidopsis tha/jalla es de l 36%. Debido a la naturaleza de l código genéti co, es virtua lmente 

imposible para que un organismo tenga un geno ma con un contenido G+C que se acerq ue al 

0% o a 100%. Una especie con un G+C ex tremadamente bajo es P/asmodiumfaciparwlI (G+C 

- 20%), y en estos casos es generalmente común referi rl os como A+ T altos en vez de G+C 

bajos (Madigan el al., 2003). 

Holben el al. (1993) reportaron un método para obtener el pe rfil 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 

flotación. Por ejemplo: el DNA obtenido a partir de una comunidad bacteriana es mezclado 

con el colorante y someti do a centrifugaci6n en gradiente de densidad. Las bandas de DNA se 

separan según su contenido en % G+C. El perfil del grad iente es registrado y refl eja las 

proporciones relati vas de microorgan ismo con diferente contenido de % G+C en la muestra. El 

gradiente puede ser ext raído y cada fracci6n anal izarse más ;:¡delante por la reacc i6n en cadena 

de poJimerasa (PC R) o estudios de reasociación. 

El conten ido en porcentaje de G+C proporc ionan informaci6n sobre toda la comunidad, la 

infornlación concerniente al tipo o identidad de las poblac iones presentes no es obtenida de 
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esta forma. Este problema puede superarse mediante el análisis de los genes que codifican el 

rRNA. 

1.9.3 Estudios de genes blanco 

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

organismos para el proceso de síntesis de proteínas. El ribosoma bacteriano tiene un 

coeficiente de sedimentación de 70S (expresado en unidades Svedbcrg), y puede disociarse en 

dos subunidades, la subunidad grande (50S) y la subunidad pequeña (30S). Cada subunidad es 

un complejo ribonucleoproteico constituido por proteínas ribosómicas y moléculas de rRNA 

específicas. 

La subunidad 30S contiene el rRNA 168 y 21 proteínas diferentes (numeradas desde 81-821, 

donde S procede de smalf), mientras que la subunidad 508 contiene los rRNA 58 y 238 junto 

con 34 proteínas (Ll-L34; L, large). 

En bacterias, los genes que codifican Jos RNA ribosomales están organizados en operones 

(conjunto de genes que se transcriben a partir de la misma región promotora). Cada operón 

ribosómico (rrn Figura 8) incluye genes para los rRNA 238 (rrl), 16S (rrs) y 58 (rif), 

separados por regiones espaciadoras o intergérucas (10), y contiene además genes para uno o 

más RNA de transferencia (tRNA). El producto de la trascripción del operón a partir de dos 

promotores, Pl y P2, situados en la región anterior a rrs, será procesado por la enzima 

RNAasa m mediante cortes en sitios específicos que separan las tres clases de rRNA, el!1os 

tRNA y los IG. 

PI P2 IG IG 

--~C~>q> ~.~.~ ~~~~-
rrs rrl 

rrf 

Fig. 8 Representación esquemática del operón ribosómico (rm), donde se muestran los 
genes estructurales de los tres tipos de rRNA (rrs, rrJ y rrf), los promotores PI y P2, Y las 
regiones intergénicas (lO). 
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El rRNA 16S es un pol irribonucle6tico de aprox imadamente 1500 ni , codificando por el gen 

rrs, también denominado ONA ribosomal 16S (rDNA 165), a partir de cuya secuencia se 

puede obtener información fil ogenét ica y taxonómica. Como cualquier secuenc ia de 

nucle61idos de cadena sencill a, el rRN A 16S se pliega en una eSlructura secundaria, 

caracteri zada por la presencia de segmenlOS de doble cadena , alterando con regiones de cadena 

sencill a (Figura 9). Los rRNA SSU (del inglés, Sil/l/U subll llit) se encuent ran altamente 

conservados, presentando regiones comunes a lodos los organ ismos, pero contiene además 

variaciones que se concentran en zonas espec íficas (Figu ra 9) . 

. ;; 
1>·, , 

~ :< .p ~,_c:t"_ 

.' 

v, 

" ()=:=. 

Fig.9 Estructura secundaria del rR NA 16S (imagen to mada de Neefs el al.] 1990) Las 
hélices comunes a todos los seres vivos , denominadas hé lices universales. se numeran de I 
a 48, en orden de aparición a partir del extremo 5'. Las hélices específicas de procariotas 
se indican con Pa-b, donde (a) es el número de la hé lice uni versal precedente y (b) el 
número de serie. Las regiones relativamente conservadas se presentan en negrilla . Las 
regiones vari ables, en líneas fi nas, se des ignan VI -V9, teniendo en cuenta que V4 es 
exclusiva de eucariOlas. Las regiones que se muestra n en líneas discontinuas s610 están 
presentes en un número limi tado de eslmcluras. 
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El análi sis de la secuencia de los genes del rR NA 16S de distintos grupos filogenéti cos reveló 

la presencia de una secuencia característica que se denomina ol igonucJeótidos fi rma (Woese el 

al., 1985). Se trata de secuencias específicas cort as que aparecen en todos (o en la mayor 

pat1C) los miembros de un determinado grupo fi logenético, y nunca (o solo raramente) están 

presentes en otros gru pos. incluidos los más próximos. Por e llo, los ol igonucleótidos firma 

pueden utili zarse para ubicar a cada bacteria den tro de su propio grupo. 

El número de copias del opcrón ribosómico por genoma bacteri ano varía considerablemente, 

de 1 ti 15, siendo re lati vamente constante a nivel de especie, género e inclusive familia 

(Klappcnbach el al. , 2001 ). Entre las copias de los genes del rRNA l6S codifi cadas por un 

mismo genoma se ha detec tado un cierto grado de heterogeneidad (denominada 

microhe terogeneidad). Adem;'Ís, di ferentes autores encontraron variab ilidad int rage nómica 

ent re los genes del rR NA 165 de otras bac terias lo cual tiene importantes implicaciones 

prácticas para la identi fi c:'lción. Sin embargo en la mayoría de los casos, todas las copias del 

rR NA l6S de un organismo son idénticas o cas i idénticas (Marchandin el al., 2003). 

1.9.4 A ;slallJ;eIlJo del gen del rRNA / 6S y análisis de la secuencia 

Se extrae el DNA tota l de las muestras, yel gen del rR NA l6S es amplificado por PCR, los 

productos son clonados dentro de un plásmido o vector apropiado. Una colonia desarroll ada 

sobre un medio de culti vo selecti vo contiene sólo un gen del rRNA J6S insemldo (clonado) ; 

además, representa un gen del rRNA individual present.e dentro del tOla l de la población 

(representa a la clona de la poblac ión). Para di stinguir entre cada uno de ellos de manera 

rápida es necesario mapear. Para más detall es de estudio las clonas son secuenciadas y la 

informac ión es util izada para determinar la diversidad de especies y la identidad de las clonas 

(Ward el al., 1990), dado que cada clona actúa como un biornarcador de una célula 

indiv idual. Los organismos que más predornjnan o dominan tienen la oportunidad de mayor 

representación entre las clonas. 

Las técn icas comúnmente adoptadas con rRNA l 6S para el estudio de la di ve rsidad dentro de 

una comunidad microbiana natural son las siguien tes: 
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1.9.5 Análisis de RFLlJ 

Mediante PCR se ampl ific'lIl los genes del rRNA 16S produciendo una mezcla de productos 

diferentes de tamaño similar. La mezcla es digerida con enzimas de restri cción que cortan el 

DNA en secuencias específicas, y posteriormente es ana li zada por electroforesis en gel de 

agarosa. que separa los fragmentos del DNA de acuerdo a su tamnño. El patrón de bandas así 

generado se emplea para determinar I~l complejidad de la comunidad original (Hicks el al., 

1992). En esta aprox imac ión, muchas muestras pueden ser procesad;:¡s y se requ ie re un solo 

aná lisis en gel para cada cOlllunidad. Sin embargo, no se puede obtener informaci6n para 

identificar especies similares. La resolución del método no se ha dc te rminado totalmente. 

1.9.6 Análisis por DGCE 

En este método, los fragmen tos amplificado." por prR son separados uno de otm de acuerdo al 

elemento principal de su composición en el DNA es decir, al con tenido de A+T y G+c. Así 

los fragmentos, a medida que migran a través de un gel, se van desnaturalizando como 

consecuencia de un gradien te lineal de formamida/urea (sustancias desnatural izantes que 

reaccionan directamente con las bases e impiden su apariamiento). Los productos de PCR con 

ligeras diferencias en su composición de nucleótidos, se local izarán , en diferentes posic iones 

del gel, produciendo un patrón de bandas, que reflejará la diversidad de secuencias dentro de 

los productos de PCR. 

Inicialmente, el DOOE fue desarrollado para identificar mutac iones en genes específicos. 

Muyzcr el al., (1993) lo usaron para diferenciar los productos provenientes de los genes del 

rRNA 16S, donde los productos de las especies fueron identificados en longitud y por 

diferente composición de secuencia. También permÍle obtener información sobre la di versidad 

de la secuencia de una amplia variedad de genes que productos de PCR de un tamaño simi lar. 

Además, resultó ser una a lternati va interesante para el análisis de sitios empleados por 

enzimas de restricc ión, o secuenciaci6n de DNA, los cuales son comúnmente usados para 

diferenciar productos de PCR y tamizar bancos de clonas del rRNA 16S (Bcrthic r el al., 

1993j Bernier el al., 1994 y Laguerre el al., 1994). El método también se ha aplicado al 

análi sis directo de comunidades microbianas ;/1 Sifll . donde la mezcla inicial de productos de 

PCR se anali za directamente (Muyze r el al., 1993). El DGGE ap licado de csta forma puede 

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

46 



1.9.7 Allálisis por TGGE 

Permite separar fragmentos de la misma longitud pero con diferentes secuenCias, que son 

característi cas de los obtenidos mediante la amplificación de regiones de los genes 

ribosomales del DN A de una comunidad microbiana. De hecho es posible separar fragme ntos 

que difieren en ulla sola base. El agente desnat urali zanlc para este caso es la temper.atu ra la 

cual provoca la separación de las cadenas dobles de DN A. Éstas contiene n dominios con 

temperaturas de fusión (Tm) característicos, de manera que cuando se alcanza una 

detenninada temperatura , la molécula se desnaturali za total o parcialmente y disminuye su 

veloc idad de mi grac ión en el gel. Las temperaturas de fu sión de esos dominios dependen de 

las variaciones de las bases, por lo que los fragmentos correspondientes a microorganismos 

diferentes tendrán diferentes pos ic iones en el ge l. 

1.9.8 Técnica de RAPO 

Consiste en amplificar al azar reglones del DNA ex traído de los microorgani smos. Los 

cebadores se escogen al azar, por lo que no es necesario contar con informac ión sobre 

secuencias específicas del mic roo rganismo a tipificar. Se util izan temperaturas de 

alineamiento bajas, de manera que se obtengan productos de PCR que pe rmitan el 

alineamiento de los cebadores a pesar de que existan una o dos bases q ue no coincidan. 

Después de su separac ión mediante clectroforcs is en geles de agarosa se obtienen patrones 

simples de fragmentos de DNA de diferentes tamaños. El problema de esta técnica es su aha 

sensibilidad a las condiciones de reacción, por lo que es difícil en ocasiones obtener una 

reproducibil idad inter-Iaboratorios adecuada (Kwong-Kwok el al., 1996, Mark & Crawford, 

2000). 

1.9.9 Técnica FISlJ 

En esta técnica se emplean sondas filogenéticas que se detectan directamente en las células. 

Para esto se fij an con alcohol o a ldehídos y se pernleabi li zan. En este procedimiento se debe 

pcnnitir la entrada de la sonda a la cé lula , sin modificar su integridad morfológica. Si se usan 

sondas marcadas con flllorocrOIllOS diferentes, es posible la identificación simultánea de varios 

microorganismos y su distribución lridimensional. Se debe tomar en cuenta que puede existir 

problemas de acces ibilidad a ciertas regiones del RNA, causado por proteínas ribosomales 
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(Anmnn, ]995). Se puede cuantificar las seilalcs emitidas con una cámara sensible a la luz 

conectada a un anali zador de imágenes d igiltll. 

Apoyándose en estas nuevas herramientas, aClUalrnente se reconocen catorce linajes 

principales (Domi nios) de bacterias, de finidos por comparación de las secuenc ias del gen de l 

rRNA 16S obtenidas de culti vos en laboralOrio. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que tal es 

metodologías tiene li mitac iones. Por ej emplo. en los métodos de ex tracción de los ácidos 

nuclcicos de las muestras no se asegura la lisis de todos los mic roorganismos presentes, así 

como su recuperación intacta. Además, es impofl anle su pu rifi cación para la eliminación de 

sustancias inh ib idoras de la reacción de PCR o de las enzi mas de restricción (Wilson, 1997). 

La reacc ión de PCR puede introd ucir errores debido a ampli fi caciones preferenciales 

(consecuenc ia de la reasociación del DNA que se usa C0l110 molde y que ev it a la unión de los 

iniciadores; para evitarse se adic iona a la reacc ión acctamida, g licerol o dimetil sulfó;<. ido) o 

rormación de moléculas quiméricas (moléculas de rD NA híbridas que se rorman cuando una 

molécula de DNA parcialmente elongada sirve como iniciador en el siguien te c iclo de la 

PCR), aunque estas últimas son detectables, por ejemplo con e l programa Check_Chimera 

Ribosomal Dalabase Project (RDP). La formac ión de moléculas heteroduplex (asociación de 

cadenas sencillas de moléculas direrentes de DNA) durante la amplificación dili culta la 

interpretación de patrones de banda en el DGGE o TGGE. Esto puede evitarse al utili zar en la 

reacc ión de PCR mayor ruerta iónica, mayor concentración de cebadores. menores 

temperaturas de reasociación disminuyendo el nú mero de ciclos de amplificac ión (M uyzcr & 

Smalla, 1998). Por otro lado, se ha reportado que las técnicas de DGGE o TGGE pueden 

separar fragmentos pequeños, de hasta 500 pares de bases y esto limita las inferencias 

filogenéti cas. Aunque ex isten reportes sobre la pos ibi lidad de separar secuenc ias que difi eren 

en una sola base, también se ha reportado la dificultad de separar fragmentos que difieren en 2 

o 3 bases (Va Jl aeys el al ., 1997). Otra limitación de estas técnicas es el número máx imo de 

bandas de DNA que puedan separarse. aunque se ha reportado la detección de poblac iones que 

constituyen e l 1% de la comunidad por PCR-DGGE (M uyzer el al. , 1993). Es posible también 

que ocurra la comigración de fragmentos de ONA , lo que provocaría la subesli mación de la 

diversidad microbiana y la difi cultad para e;<. lraer secuencias para su identifi cación o la 

sobreestimación de la diversidad debido a la microhelerogeneidad en las secuencias de 
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algunos genes, que pueden ser detecladas por DGGE o TGGE (Mu)'zer el fl l ., 1993). En 

cuanto a los métodos 1" siw , puede ocurrir que no se detecte un microorganismo debido a una 

permeabilidad insuficiente o a la falt a de acceso de las sondas a las regiones a las cuales debe 

un irse (Am:mn, 1995). 
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La soberbia, UDS ciega allte el conocimiento que nos brinda la naturaleza. 

BM Pérez-Ibnrrn 
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J USTIFICACIÓN 

En el marco de un convenio de colaboración entre el grupo de dcsan·ollo de nuevas 

tecnologías de Cydsa y el [¡fea de ingeniería q uímica de la Universidad Autónoma 

Melropoli lana-ll tapalapa surgió la necesidad de implementar un sistema para cl tr<tlmruento de 

los enuenles gaseosos producidos en su planta de rabI i ca~ iún de ceJof¡ín y ra yón en 

Monterrey, Nuevo León (Revah & Ortiz, 2004). Posteriormente, surgIeron con vemos con 

f¡íbricas de papel para trala r sus aguas residuales compuestas por sulfatos, óx idos de azufre y 

altos niveles de melanol. A partir de entonces, varios proyectos se han derivado de dicho 

convenio. Un ejemplo de e llo es el presente trabajo, en donde se ha empleado, un consorcio 

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

PROBLEMA 

Con el aislamiento. ide nti fi cac ión y la caracteri zación de los microorgan ismos sulfoxidantes se 

pretende aportar infonnación que conlribuy<l a un manejo más e ficiente de los procesos 

biotecnológicos, involuc rando cepas puras para el tratamien to de aguas de desecho que 

contengan sulfuros y tiosulf<ltos 

2. OBJETIVOS 

2. 1 Objetivo general 

Caracterizar de manera mi crobiológica, bioquímica y molec ul ar mic roorganismos obtenidos 

de reactores sulroxidantes. 

2.2 Objetivos particulares 

l . Caracteri zar de manera microbiológica microorgani smos obtenidos de reactores 

sulroxidantes. 

2. Caracteri zar de manera fi siológica y bioquímica microorganismos obtenidos de 

reactores sulfoxidanles. 

3. Caracterizar de manera molecular mic roorgani smos obtenidos de reactores 

sulroxidantes. 
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2.3 Estrategia de trabajo 

Planta de tratamiento de 
aguas UAM-Izlapala pa 

1 Lodo 

Planta piloto 
Enriquecimiento de consorcio 

sulfoxidante 

~ 
Inocular con consorcio 

sulfoxidante en los reactores 

~ 
Reactor Reactor 

RS I RS2 Reactor 

(sistemaCC) (sistemaUASU) RS3 (sistema 
RU'I) 

~ ~ 
~ 

Consorcio Consorcio 
Consorcio 

RS l RS2 
RS3 

1 ~ 
Métodos microbiológicos 

Aislamiento de bacterias sulfoxidantes 

I IMP I BMp
T AR3 

Identificación y caracterización por métodos microbiológicos y moleculares 

I Caracteri zación de la nueva especie BMpT 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3. 1 Caracterización microbiológica 

3. / , / Origen del consorcio 
A part ir de un di gestor anaerobio para e l trntamicnlO de aguas en UAM-Iztapalnpa se lomó 

una muestra de lodo para la inoculación de una plan ta piloto adaptada pfl f:l la eliminac ión de 

sulfuro de carbono, la cual ha estado operando por más de un año (A lcánhm l el al., 1999). De 

dicha planta se obtu vo e l consorc io sulfoxidantc que fue empleado para inocu lar, a los tres 

reactores que fueron estudiados en el presente tmbnjo. 

3. 1.2 Cepas, procedencia y su COllSerl 1flcióII 

Cepa de referenc ia /-/alothiobllcilllls sp UAM-I sulfox idanle a is lada en trabajos prev ios 

(Kawasaki el al., 2003) fue conservada en medio MS L con gli cerol 3J 40 % (v/v) a -70 oc. 
Cepa de re ferencia 8acillus jeotgo/i CCM 7 133 T fue adqui rida a la Colección Espnñola de 

Cultivos Tipo fue conservada a -70 oC en caldo de tri pticaseína soya (TSB) con glicerol al 40 

% (v/v). 

Los aislados bacterianos obtenidos en este trabajo fueron conservados a -70 oC en medio MSL 

con gl icerol al 40 % (v/v) por varios meses y duran te la real izac ió n del presente trabajo se 

conservaron a -20°C en medio líquido mineral con azufre (Sorokin el al. , 2000). 

3. 1.3 Medios empleados (composición ver apé"dice B ) 

Medio mineral Sublctle & Syl,eslcr, 1987 (MSL) 

Medio mineral Sublelle con goma gelJ ana (MSGG) 

Caldo de soya tripticaseina (TSB) 

Medio de agar tripticaseina (TSA) 

Medio agar tripticaseina más suplemento mineral (TSA+ASW) 

3. 1.4 Aislamiellto e identificación 

Se tomaron en tubos estériles muestras de 15 mi de cada uno de los reactores en culti vo 

continuo a diferentes condiciones y operando con e l mismo consorcio microbiano (Tabla 4) . 

Los reactores fueron nombrados RS 1 (sistema Ce), RS2 (sistema USAS) y RS3 (sistema 

RLFI); las muestras fueron centrifugadas a 9,000 x g por 20 min a 5 oC y los pelle ts (b iomasa) 
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se utili zaron como inoculo para lI evur a cabo e l enriq ucc imiento del consorcio bacte ri ano en 

matraces con medio MSL, incubándose a 30 oC con agitación a 180 rpm por 3 días. 

Posteriormente se real izaron diluciones de mues tra provenien tes del culti vo de 

enriquecimiento ( 1 : I 0· 1: 1000). De cada d iluc ión se tomaron 0.5 mi de muestra y se inoculó 

por duplicado en placas con medio mineral MSGC i n c ub~1ndo se a 30 oC por 2 días . De estas 

placas se escogieron todas aquellas colon ias amarillas bie n aisladas que mostraron el mismo 

patrón de desarrollo colonial que la cepa de referencia Halolhiobacillus sp UAM - I y se 

resembraron en el mismo medio. De las rcsiembras se tomaron varias colonias puras como 

in6culo pílfa sembrar por triplicado en medio MSL, y por medio de la técnica de 

enriquec imiento se obtuvo sufi ciente biornasa de cada aislado bacteriano para ser conservada 

e n g licerol. 

Tabla 4 Condiciones de operación de tres sistemas pam el tra tamiento de aguas 
residuales -Condiciones ___ ....;; R "' S ~ I ",(C",C",l ____ ",RS2 (USAD) - Tanque 
Volumen de lrabajo 

( l ) 

Medio de 
alirnentación 

_ pOl 
Tempernlura 

'C 

1.25 

Medio mineml+ 
Na2S ( 130 mg r r) 

+ Fenol (170 mg r l) 
anuente 

7.4 

30 

--'T'-"'- ,- de d ¡l u c· ; c 6 ~ n ------------

1.8 

Medio minera l +Na2S 
(700mg r l

) 

7.5 

30 

-;;;0= ~día,: · c'.') =C7:- __________ _ 
Tiempo de retención 

(dfa) 
Saturación de 

0.89 

RS3 (LFI) -
1.4 

Med io mineral + Na2S04 
(3.5 g r') + lnclalo+ 

but irato+propionato ( 1: I :6) 

7.5-8.0 

30 

1.51 

0.66 

aeróbico aeróbico ____ ~ o ~ ,~ ~ ~~o ~_________________________ __ ________ __ Microaeróbico 

3.1.5 Preparació" de illówlo 

Los microorganismos ai slados se adaptaron al medio Sublette con 20 gil de liosulfato 

(anhidro) de acuerdo al procedimiento siguiente: malraces Erlenmeyer de 250 mi con 100 mi 

de medio, se inocularon con 10 mi del c ultivo aislado. Se dejó crecer por 2 días a pI-l 7, 

temperatu ra de 30 oC y en agitación a 180 rplll . Una vez que el pH descendió a 5, los dos 
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mntrnces se centrifu garon y se resuspcndieron en solución salina estéril (0.85 %). Después se 

tomó l mI de cé lulas con una D0600 de I como in6cul o. Igual procedimienlO se reali zó para la 

cepa de referencia . 

3.2 C~ lracler íslic~ I S fenotípicas 

3.2. / Morfología colo"ial 
Los aislados y cepa de referencia /-Ialorhiobacilflls sp. UAM-I, fu eron inoculados en matrnces 

con 100 mI de MSL y se incubaron a 30 °C con agitación de 180 rpm por 3 días. Después las 

muestras se centri fugaron a 9,000 xg por 20 min a 5 oC y de los pellcts se tomó una asada para 

inocular medio MSGG para observar morfología colonial. 

Bacillus jeorgali CCM 7 133 T fue inoculada en T SA+ ASW a 30 oC por 24 h para comparar el 

aspecto morfológico de sus colonins con la cepa ai slada. 

3.2.2 MorfologÍll microscópica 
• Tinción Illcd i:mte microscópio óptico 

• Microscopia e lectrónica de barrido SEM 

La morfología cc lulnr fue ana li zada mediante microscopia e lectrónica de barrido (scanning 

electrón microscope SEM) a partir de células crec idas en fnse exponencial en medio TSB con 

24 h de incubación. La células fueron preparadas siguiendo el método descrito por Bozzola & 

Russcll (1992) (ver apéndice C). Después fueron observadas en un SEM (JEOL modelo JSM-

5900LV). 

3.2.3 Téc"icas de ti"ciolles descritas por Rellso" ( / 990) (ver apéndice C) 

Tinción de Gram 

Tinc ión de espora por el método Schaeffer-Fulton . 

3.2.4 Determinació" de movilidad (ver apéndice C) 

Método por picadura en medio SIM (movilidad-indol -sulfuro), de acuerdo a la técnica 

reportada por KOllcman et al. (1985). 

55 



3.2.5 Delermi"ació" del tipo del ácido diamillopim élico en pared celular 

A part ir de un culti vo ce lular de 24 h a 30 oC en medio TSB fue determinado el ti po de 

isómero del ác ido dialllinopimélico en e l pcptidog licano de la pared celula r empleando e l 

método descrito por Staneck & Roberts (1974). 

Para la detenninación del ácido diami nopimélico se procedió de la siguiente manera: 

1. 5 111g biomasa (peso seco) fu eron colocados en una ampolleta con I mi de He l 6M. La 

ampolleta fue man tenida a 100 °C por 24 h. 

2. Después se dejo enfri ar y el hidrolizado fue filtrado a través de un papel filtro Watman 

GFIF o no. 1. 

3. El filtrado fue evaporado a seq uedad en un baño de agua calien te para pos terionnenle 

red isolver en 1 mi de agua destil ada y nuevamente volver a secar. El residuo final fue 

disuelto en 0.3 mI de agua destilada, y 2 mi fueron aplicados a la línea base de la placa 

de celulosa. A continuación se reali zó la cromatografía en capa fin a. 

Cromatografía en capa fina 

l . Los isómeros de l ác ido diaminopimelico fueron separados por cromatografía en 

capa fin a en una placa de ce lulosa de 20 cm x 20 cm (Merck no.57 16) empleando, 

como fase móvil la mezcla de disolventes metanol-agua-HCI 6M-piridina 

(80:26:4: 1 O por volumen) . Se recomienda preparar e l tanque de revelado 

adicionando prev iamente la mezcla de disolventes. 

2. 2-3 ~I de muestra fueron aplicados en la línea base de l crornatograma, junto con un 

estándar DAP 1 J.1l de O.O IM DL-DAP (S igma Chemical Co.), el cual con tiene 

ambos isómeros meso- y L-DAP. El estándar fue colocado a ambos lados de la 

muestra experimental. 

3. Posteriormente, se colocó la placa dentro de la cámara de revelado y se dejó 

ascender la fase móvi l (saturac ión con di solvente) por aproximadamente 4 h. 
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4. Después la placa se sacó dcllanquc, se dejó secar al aire y se reveló con ninhidrina 

(0.2 % W rv en agua con acetona), y se calentó a IOOOC por 5 min para visualizar 

los amino ácidos. 

Los isómeros DA? corren más lentamente que otros aminoácidos y producen manchas 

verdes características. El isómero L-DAP asciende ligeramente más rápido que "el 

meso (Rf aproximadarncnlc de 0.29 y 0.24 respecti vamente). 

].2.6 Determinació n de ácidos grasos en la pared celulaT 

Para el análisis cuanti tativo de ácidos grasos en la pared celular de los aislados se part ió de 

culti vos de 48 h a 30 oC en medio MSL. Las muestras fuero n centrifugadas a 9,000 x g por 20 

min a 5 oC y los pellets fueron preparados siguiendo la técnica report ada Minnikin el al. 

(1980). 

Para la determinac ión cuantitativa de ácido grasos se procedió de la siguiente manera: 

1. 50 rng biomasa (peso seco) fueron colocados en un apropiado vial de vidrio con tapa, 

conteniendo poli tetrafl uroClilcno. Después la muestra fue sometida a una metanólisis 

ácida con 3 mI de una mezcla de mctanol-tolueno-ác ido sulfúri co en una proporción de 

30: 15: 1. 

2. El vial cen'ado se mantu vo a 75 oC en un horno por 18 h. Después se dejó enfriar a 

temperatura ambiente, 2 mI de petróleo (b.p 60-80) fue adicionado, la mezcla se agitó 

y centrifugó por 10 mino 

3. Previamente, se preparó una columna pequeña en una pipeta Pasteur con teniendo 

algodón seguido de carbonato de amonio, para luego ad icionar dieti l éter seguido de la 

mezcla ante rior. 

4. El eluyente obtenido fue colocado en un vial para su análisis. 

5. Los ácidos grasos (ésteres metílicos FAME) fueron inyectados en un cromatógrafo de 

gas Varian 51art 3380 CP con una columna capi lar 08-23 de 30 m x 0,53 mm. El gas 

Helio fue usado como eluyente. La temperatura del inyector fue de 170 oC, y la del 

detector de 300 oc. Para la identi ficación de los ác idos grasos se utilizó un estándar 

Supelco 37 componente FAME Mix. 
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Para el anál isis cuantitati vo dc ácidos grasos en la pared celular de la cepa a caracteri zar se 

siguió el siguiente procedimiento: 

Tratamiento de la muest ra 

1. La cepa fue culti vad.] en TSB por 48 h, Y más tarde se cosechó por centrifugación a 

9,000 x g por 20 min a 5 oc. Posteriormente, las células se lavaron con solución salina 

para remover el medio y se liofilizaron toda la noche en una liofili zadora Beta 1 

(Heraeus-Christ, Osterode, Federal Republic of Germany). Las células liofilizadas 

(aproximadamente 100 mg de peso seco) se sapon ificaron y los ácidos grasos metil 

esteres se prepararon siguiendo las inSlrucciones del sistema de identificación 

microbiano (M ID 1). 

2. El análisis de los ácidos grasos meLiI esteres se ll evó a cabo por cromatografía de gases 

usando un cromatógrafo de gases Perkill-Elmer (A utoSys tem 9(00) con un detector 

ionizador de nama sobre una columna capilar de si li ea Supelco SP 2560 (100 m x 0.25 

mm x 0.2 m~ de grueso). La velocidad de nujo del gas helio fue de 1 mI min-I , la 

proporción de separación fue de 1:20, y el volumen de inyecc ión fue de 0.8 ¡.tI. Los 

datos de GC fueron integrados y cuantificados como porcentaje del área total del pico 

con un integrador P-Nelson modelo J 022 conectado a una computadora personaL El 

programa de temperatura del GC fue el siguiente: Temperatu ra in icial fue de 50 oC; 

esta fue elevada a 190°C con un rampeo de 10 oC min-I
, elevada a 2 15 oC con una 

velocidad de rampeo de 4 oC min-I
, elevando a 240 oC con una ve locidad de rampeo de 

8 oC min-I
, y sostenido por 15 mino El ti empo de corrida fue de 52.4 min y la 

temperatura del inyector y detector fue 260 oC (Badings & De Jong 1983). Una 

mezcla comercia l de 37-componentes dc ác ido grasos mctil esteres (FAME Supelco) 

fue usada como estándar de caJjbración. 

3.3 Características fisiológicas y bioquímicas de los aislados 

3.3. / Tolerallcia a la prese"cia de cloruro de sodio en el medio 

Para analizar la tolerancia de la cepa a caracteri zar se probaron (fes concentraciones: 5 %, 10 

% Y 15 % (\V/v) en 100 mI de medio TSB, por triplicado, los cuales fueron inoculados con 1 % 

(v/v) de inoculo. DesplIés fueron incubados a 30 oC con agitación de 180 rpm por 48 h_ 
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Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugación a 9,000 x g por 20 min a 5 oC y se 

lavaron con solución salina. Los pe llets se colocaron en papel filtro previamente pesado y se 

secaron toda la noche en till a estu fa a 60 oc. Después, por diferencia se determinó el peso seco 

(ver apéndice C). 

3.3.2 Crecimiento alliferellles temperattlras 
La cepa a caracterizar fue inoculada en 100 mi de medio TSB por triplicado y se incubó a 

diferentes temperaturas 10 oC, 30 oC, 35 oC y 45 oC por 48 h. El crecimiento se determinó por 

peso seco (ver apéndice C). 

3.3.3 Crecimiento de aislados en presencia de lioslllfalo 

Para probar la capacidad sulfoxidante de los ai slados, ambos fueron in oc u l ado~ púr ~ t::parado 

en medio MSL y fueron incubados a 30 oC y 180 rpm por 84 h. El crecimiento fue 

determinado midiendo prote ína celular usando el método de Lowry (Lowry et (1/. , 1951), con 

albúmina serica bovina como estándar (ver apéndice C). 

Sulfato (S0 4·2) y tiosulfato (S20)·2) fueron determinados por clectJOforesis capilar de iones 

(Milli pore C IA 4000) de acuerdo con el Manual Capillary Ion Analyzer (Opcrator's Manual 

C IA) y Rubinson & Rubinson (2001 ) (ver apéndice C). 

El pH fue medido por medio de un potenciómetro (Orion modelo 399A). Se utili zó un control 

sin inocular para detcnninar la ox idación abiót ica deltiosulfato. 

3.3.4 Comparaci6n de crecimiento qllimiolitólro!o elltre cepa a caracterizar y Bacillus 
jeatgali CCM 7133 T 

Ambos microorganismos fueron incubados en medio MSL a 30 oC con agilación de 180 rpm 

durante 6 días. Previamente, las células de B. jeotgali CCM 7133 T Y el ais lado fueron 

adaptadas al mismo medio por 4 días. Después, el culti vo fue cen trifugado a 9,000 x g por 20 

min a 5 OC Y los pellets fu eron lavados dos veces con 0.85 % (plv) NaC!. Un total de l mi de 

células con una densidad ópt ica D0460 de 0.5-0.8, medido con un espcctrofotómetro (UV -1201 

Vv- Vis Shimadzu), fue tomado e inoculado en medio MSL. Subsecuentemente la 

concenlración de proteína celular y el decremento en el pH fueron medidos como se describió 

previamente. 
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3.3.5 Determinación de cCllalasa y oxidasa. 
Se utilizaron las técnicas descri tas por Benson ( 1990) (ver apéndice C). 

3.3.6 Idelltijicación microbiológica por el sistema mallual A PI 

Para analizar las características bioquímicas de la cepa BMP- I T se neces ito de un culti vo de 

24 h a 30 oC en medio TSA, una vez obtenido se inocularon un par de ga lerías API 20E Y APl 

20 NE kits (bioMérieux) de acuerdo con la metodología del fabricante reportada por Sharp el 

ni. (1980) y Logan & Berkeley (1984) (ver apéndice e). 

3.4 Caracterización de aislados por métodos moleculares 

3.4. 1 Extracción de DNA gellómico 
El DNA genómico de los aislados fue ex traído utilizando el ki t de purificación de DNA 

Wizard (Promega), siguiendo las recomendac iones del fabricante (ver apéndice C) .. 

3.4.2 Amplijicación del gell del rRNA 16S por PCR 

Una vez obtenido el DNA, de los aislados se procedió a amplificar el gen del rRNA 165 

completo. Dicho gen es importante en taxonomía bacteri ana ya que presenta regiones muy 

conservadas y a la vez regiones vari ables. lo que proporciona suficiente diversidad genética 

para distingu ir unas especies de otras (Woese, 1987). 

El gen del rRNA 16S (-1,500 bp) fue amplifica10 de la regi6n 8-1492 bp, "" u1<lo los iniciadores 8 f"ware! 5'

AGAcrnGATCMTGGCrCA(¡.3· Y 1492 rev= S'-TAeGGYfACCITGlTACGACIT-3" (Sigma 

Gerniys) (Polz & Cavmaaugh, 1997).la reacción de PCR consistió en adicionar en tubos de 1.5 mi 

cada iniciador [10 pmol mr' ]. 2.5 ~I de buffer I·OX, 2.5 ~I de Mgel, [25 Mm], 0.5 ~ I de cada 

dNTP's [10 mM], S ~I de Solución-Q Sx, 1 ~I del DNA genómico, 10.3 ~I de agua dest ilada 

estéril y 0.2 JlI of Taq DNA polimerasa l2.5 U Ji¡-I] (Qiagen). Parámetros para la reacción de 

PCR incluyeron desnatural i7..ación a 94 oC {X>r 5 min, seguido por 34 ciclos de 94 oC por 30 s, 

alineación a 53 oC por 30 s, extensión a 72 oC por 1 min , 30 s, seguido por post-ampl ificación 

a 72 oC por 7 mino 

3.4.3 Amplificación de la región V6- V8 de los aislados 

Una vez que se observó que el gen del rRNA 16S es amplificable, se procedió a ampli fi car la 

región V6-V8 (-500 bp) que va del nuc1eótido 968 al 140 1 del mismo gen. donde se 
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encuentran zonas variables. lo cual confiere a la técnica de DGGE una mayor resolución. Para 

ello se emplearon como iniciadores GC968 Y-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG 

GCG GGG GCA CGG GGG AAC GCG AAG AAC CTI ACC-3' y Uni l40 1 rev 5'- GCG 

TGT GTA CAA GAC Ce-3' (Sigma Genosys). La reacción de PCR consisti ó en adicionar en 

lubos 1.0 ~I de cada iniciador [1 0 pmol mr'] , 2.5 ~ll de buffer 10X , 3.0 ~ I de MgCI2 125 mM], 

0.5 ~I de cada dNTP's [10 mM], 5 ~1 de Solución-Q 5x, 1 ~I del DNA genórnico, 10.8 ~I de 

agua destil ada estéril y 0.2 ~I of Taq DNA polimcrasa [2.5 U ).1¡-I] (Qiagen). Parámetros para 

la reacc ión de PCR incluyeron desnaturalización a 94 oC por 5 min , seguido por 35 ciclos de 

94 oC por 30 s, aJineación a 56 OC por 20 s, extensión a 68 oC por 40 s, seguido por post

amplificación a 68 oC por 7 mino 

3.4.4 Tipijicaci611 ]Jor PCR,REA del gell del rRNA J 6S. 

Una vez que fue amplificado el gen del rRNA 16S, los productos fu eron empleados para llevar 

a cabo la tipificación de las cepas mediante las enzimas de restricc ión Mspl 5'-C"e G G-3' 

3',G G CAC-5 ' , Haelll Y,G GAC C -3' 3'-C CA G G-5' Y Hhal 5'-GAC G C-3 ' 3 '-C G C 

"G-5' (Promega) . Se realizaron reacciones para cada aislado que consisti ó en adicionar en 

tubos, 0.2 ~ I de buffer BSA (albumina sérica bovina), 2.0 ~ I de 10x buffer, I ~I del DNA 

genómico, 16.3 fll de agua destilada estéril y 0.5 J.L1 enzima. Los tubos se incubaron a 37 oC 

por I hr 30 mino Posteriormente, los fragmentos de la digesti ón fueron separados en un ge l de 

agarosa al J .5% por electroforesis a 100 V por 2 hr. Se tiño con bromuro de et idio al I %. 

3.4.5 Tipificación de los aislados por PCR-RAPD 

En este método, se emplea un SÓlo o1igonucJe6tido o un par de oligonucleótidos con 

secuencias cortas ( lO-bases) escogidas al azar, empleándolos como in iciadores, para detectar 

rápidamente polimorfismos genómicos bajo condiciones estrictas. Los iniciadores se escogen 

al azar (Kwong-Kwok el al. , 1996, Mark & Crawford, 2000). Para aplicar esta técnica fue 

necesario enconlrar las condiciones óplimas de temperatura de alineación y los parámetros 

para la reacción de PCR (Williams el al., 1990, Orbcrá-Ratón, 20(4). El iniciador empleado 

fue PFJ S"-ACG CGC CCT-3' a una concentración de 20 ng ).1.)" 1. La reacción de PCR 

consistió en adicionar en tu bos O.S ).11 de iniciador PFJ, 2.5 J.lI de buffer 10X, 2.5 fll de MgCh 
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(25 mM), 0.5 fll de cada dNTP' s (1 0 mM), 5fll de Solllc ión-Q 5x, I fll de l DNA genómico, 

12.8 fl l de agua destilada estéri l y 0.2 fll of Taq DNA polimerasa (2.5 U ~ I r l) (Qiagen). 

Parámetros para la reacción de PCR incluye ron desnaturali zación a 94 oC por 5 min , seguido 

por 40 ciclos de 94 oC por 45 s, alineación a 38 oC por 45 s, ex tensión a 72 oC por 90 s, 

seguido por post-ampli ficación a 72 oC por 7 mino Posteriormente par:l observar el patrón de 

bandas de los diferentes aislados se prepararon dos geles, uno con 30 % acrilrunida y otro con 40 

% acri lamida , para probar una mejor resolución. 

3.4.6 Electroforesis en gel eDil gradiente de desnaturalizaciólI (DGGE) 

Los fragmentos del gen de l rRNA 16S ampl ifiC<ldos específicamente 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 desnaturali zando como consecuencia a un gradiente 

lineal de sustancias desnatura li zantes. Después, el gel fue teñido para revelar su patrón de 

bandas. 

El DNA eXlraído de cada una de las muestras de los renctores, fue usado como templado para 

ampli ficar un fragmento comprendido entre las regiones variables V6 a V8 del gen del rRNA 

16S. Las reacciones de PCR se reali zaron de acuerdo a las condiciones desc ritas 

anteriornlente. Una vez obtenido los productos de PCR estos se corrieron en un gel 

conteniendo urca y formamida como desnaturali zantc con un gradiente de 44% (nivel bajo) a 

52% (nivel alto). Las condi ciones de clcctroforesis fueron 5 min a 200 V, 16 h a 85 V. La 

detecc ión final de los fragmenLOs de ONA se ll evó acabo por tinción de l gel con nitrato de 

plata (Muyzer el al., 1996). 

3.4. 7 Electroforesis eu gel de poliacrilamida (PAGE) 

El gel se elaboró empleando 17 g de urea, la cual se di solvió en 8 mI de 5X TBE, 6.7 mJ de 40 

% acri lamida/O.8 % N' N-metil enbisacril amida (w/v ) y 8 mi de agua MQ. Se mezcló bien y se 

ajustó el volumen a 40 mi con agua MQ. Posterionnente se adicionaron 40 ~l N,N,N, N

Telrametiletilendiamina (TEMED) y 40 ml de persulfalo de amonio (APS). La mezcla se 

colocó en el sistema de c1eclroforesis DCode™ Bio-Rad. Una vez gc li fi cado se proced ió a 

colocarlo en un buffer TBE para luego colocar en los pozos los productos de pe Ro El gel se 
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corrió a 20 oC y a 85 V por 5 hr. Un segundo ge l se elaboró de la misma forma , pero en este 

caso se empleó 30% acrilamidalO.8% N 'N-metilenbisacri lamida (w/v) y las condiciones para 

su con'imienlo fueron 23°C y 200 V por 3hr. Finalmente. ambos geles se revelaron con nitrato 

de plala (ver protocolo para DOOE). 

3.4.8 Secu ellciacióll del gen del rRNA 16S de los aislados 

Los productos de reacción de la PCR del gen del rRNA J6S de los aislados fueron purificados 

usando unidades de filtrac ión l11onlage-PCR (Millipore) paTa posterionnente ser secuenciados. 

La reacción de secuenciación fue rea li zada usando ASI BigDye (PE Applied Biosyslems, 

Boston, Massachusell s) , y los productos de la reacción fueron separados usando un detector 

AB I 3 10 capillary DNA sequencer. La secuencia fu e ana lizada usando el programa Chromas 

v. 3.1. 1 y fue alineada manua lmente. Después las secuencias fueron comparadas con la base 

de datos del OeneBank. 

3.4.9 Clonación de productos de PCR del aislado a caracterizar 

Los productos de la reacción de PCR del gen del rRNA 165 del aislado fueron visualizados en 

un gel de agarosa al I %, teñidó con bromuro de e l.i dio y fueron clonados dentro del vec tor 

TOPO-TA pCR 2. 1 (lnv itrogen), utili zando como células competentes Escherichia coli 

TOP10F'(lnvitrogcn). Los plásmidos fueron secuenciados por ambas cadenas usando 

iniciadores un iversales e internos. Las reacciones de secuenciación fueron reali zadas usando el 

ABI BigDye (PE Applied Biosystems), y los productos de reacción fueron separados y 

detectados usando el ASI 310 capi lJary DNA secuenciador. Mediante el programa v. 3. 1.1 

Chromas (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan), la secuencia fue analizada para luego ser 

al ineada manualmente. Posterionnente, las secuencias fueron comparadas con la base de datos 

del GeneBank. 

3.4.10 Análisis filog euético del aislado a caracterizar 

La secuencia de l gen del rRNA 16S del aislado obtenido en este trabajo fue alineado con las 

secuencias del gen del rRNA 165 de otros Bacillus obtenidas de la base de datos de secuencias 

de nucle6tidos (The European Molecular Biology Laboratory (EMBL) Nucleotide 5equence 

Database/GenBank). La al ineación de las secuencias fueron reali zadas con el programa Clusta! 
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W (Thompson et al. , 1994) y ajustada manualmente. El ali neamiento conliene 1,354 

nuc1eót idos de 28 especies del género 8acilllls y 5 especies de otros géneros. los cuales 

fueron usados como grupos cxtelllos. Para determinar qué modelo evolutivo se ajusta mejor a 

nuestros datos, se realizó una prueba jerarquizada del cociente de la probabilidad usando el 

programa MODELTEST, vers ión 3.04 (Posada & Crdndall , 1998). Las re laciones 

filogénetica fueron inferidas usando el método de máximo likelihood. La distancia genét ica 

cnlre las especies fueron estimadas por el método de Kimura (Kinmra, 1980). La robustez del 

árbol (ML) fue evaluada usando una pmeba de bootstrap de 100 replicas (Fclsenstein, 1981). 

El árbol fue dibujado usando RETREE y DRAWGRAM a partir de l programa PHYUP 

(Felsensl.in , 1999). 

3.4.11 Determi"ación del colltenido G+C del DNA 

La bacteria aislada fue cul tivada en medio TSA por 24 h a 30 oC. Del cultivo celular se ex trajo 

el ONA y se purificó por e l método de Marmur (1961) (ver apéndice C). El contenido de 

G+C del DNA fue determinado a partir del valor medio del perfilténnico de desna turalización 

terminal obtcnido a 260 nm con un espectrofot6mctro (Perkin-Elmer modelo UV/V IS 

Lambda 20). Estc instrume nto fu e programado para incrementos de 

1.0 oC min· 1 (Marmur & Doty, 1962). El con tenido de G+C fue calculado usando la 

ecuación descrita por Owen & Kili (1979) (ver apéndice C). El contenido de 5 1 mol% G+C 

de refe rencia proviene del DNA de la cepa Escherichia coti NCfC 900 1 (Owen & Pitcher, 

1985) (ver apéndice e). 

3.4./2 Preparaci6u del DNA marcado eOIl el isótopo radioactivo 311 y experimentos de 
hibrülación DNA-DNA. 

Las células de la cepa a caracteri zar y Bacillus jeolgaJi CCM 7 133 T fueron cosechadas, 

lavadas y suspendidas en 0.1 5 M NaCl-O.1 M EDTA buffer (pH 8.0) (5 g peso húmedo en 50 

mi de buffer) , y li sadas con lisozima (10 mg) a 37 oC y con dodeci l sulfato de sodio (2% 

concentración final) a 60 oc. ONA fue extraído y purificado por el método de Marnmr 

(1961 ). 
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El DNA fue etiquetado radiacti vamentc con un kit comercial Multiprimc, usando (I ',2 ',S_3H) 

dCT P (Amersham), La actividad específica med ia obtenida con este procedimiento fue de 8.8 

x 106 cpm DNA J.lg.l. La hibridación ONA-DNA fue reali zada por e l procedi miento de 

competición descrito detall ndamente por Ara hal el al. (1999). Los experi mentos de 

hibridación fueron realizados bajo condiciones óptimas, con temperat uras que se exti enden 

entre 48.4 y 48.5 oC, descritos como los limites validos del método del filtro (De Ley & 

Tijlga t, 1970) y el porcentaje de hibridación fue calculado según 10 descrito por J ohnson 

(1 994). Los va lores reportados de DNA relacio nado es el promedio de dos determinaciones 

independientes. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

4.1 Aislamicn10, identificación )' caracterización microbiológica de los aislados 

El aislamiento, identifi cación y caracterizac ión de microorganismos, proven ientes de 

consorcios presentes en tres reactores se real izó co nj untado técnicas de microbiología clns ica 

como de biología molecular. 

4.1.1 Aislamiento de bacterias slIlfoxidallles 

Con el objeti vo de aislar y caracterizar microorganismos sul foxidantcs presentes en tres 

sistemas de cultivo continuo (RS 1, RS2 y RS3) operando con el mismo lodo, pero a diferentes 

condiciones de operació n, se procedió a tomar muestras de cada uno de los reactores. Los 

consorcios presentes en los reactores RS I y RS2 fueron sometidos a condiciones de 

aerobiosis, mientras que el consorc io presente en RS3 fue sometido a condiciones de 

microaerobios is. además de las condiciones seña ladas en la Tabla 4. Dichas condiciones 

favorecieron el crecimiento de comunidades sulfoxidantes que fueron capaces de adaptarse 

sobre otras, cuyo crecimiento se redujo O que incluso desaparec ieron, lo cual ex pl ica el 

reducido número de microorganismos en tales consorcios. Además de que las muestras fueron 

enriquec idas, empleando como medio se lecti vo MSL y se reali zaron diluciones seriadas. Se 

llevó acabo el aislamiento en medio MSGG. Cabe señalar que el aislamiento de culti vos puros 

no es un procedimiento tri vial , puesto que uno de los problemas más comu nes en la obtención 

de cultivos puros de quimiolitotr6fos es la persistencia constante de heterótrofos 

contaminantes, asociados con colonias de qu imilitotr6fos en placas de agar (Taylor el lll . ~ 

1971 ; Harrison, 1984). Esto es en pan e debido a que muchos quirnjolitotr6fos obl igados, 

liberan al medio compuestos orgán icos y por otra prute a la presenc ia de concentraciones traza 

de materia orgánica en e l agar comerc ial (Borichewski, 1967; Cohen & Kuenen, 1976; 

Schnaitman & Lund gren, 1965), por tal moti vo nosotros utilizamos el medio MSGG que 

contiene goma rellana ya que no contiene carbohidratos, en vez de agar, logrando as í el 

aislamiento de siele ce pas puras (Tabla 5). En todo momento, la pureza de los culti vos fue 

rigurosamente revisada , mediante ti nc ión de Gram. 
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T ~ lbl a 5 Cepas aisladas a partir de los consorcios presentes en cada reaclo r - -Re.lclores a diferentes condiciones 

S Rl S R2 SR3 - - -
Aislados lMP BMP- l AR3 

A2MI A2M2 
A3M I A3M, -

De las siete cepas se seleccionaron aquellas capaces de crecer quimiolitolr6ficamente en 

presencia de tiosulfato para lo cual se consideraron varios criteri os. El primero consistió en 

comparar el crecimiento de los aislados en los medio MSGG y MSL con la cepa de referencia 

HalothiobacilJus sp UAM-I, la cual en trabajos previos mostró ser capaz de crecer 

quimiolitotrófi camentc ox idando compuestos reducidos de azufre y fij ando dióx ido de 

carbono por medio del ciclo de Benson-Calvin (Kawasaki et al., 2003). Así como también, 

los señalados por Kuenen (1 989) que consist ieron en establecer que el microorg:mismo o 

microorganismos en cuestión fueran procarionles capaces de ox idar compuestos reducidos 

como fueme de energía para su crecimiento y que no tuvieran pigmentos rotosintéticos. 

puesto que por defi nición ninguna de las bacterias incoloras del azurre son fot6lro fas. El 

siguiente cri terio fue su morfología celular, por 10 tanlO lodos aq uellos microorganismos 

sulroxidantes que poseen forma de bacilo y crecen por debajo de 55 oC son clasificados como 

Thiobacilllls, pero si los organismos poseen forma de bac ilo y son capaces de formar 

fi lamentos as í como crecer a altas temperaturas son clasificados como 'I1lermolhrix, pero si sus 

células poseen rorma de vibrio y espiral son clasificadas co mo Thiomicrospira, o si se trata de 

cocos que crecen por encima de 55 oC pertenecen al género Sulfolobus. Un tercer criterio fue 

la presencia de partículas de azufre (elemental) intracelular o extracelular, visibles mediante 

microscopio de contraste de fases después de la incubac ión en medio MSL Kuenen (1989). 

Entonces, con base en lo anterior se procedió a seleccionar los aislados. 

4. 1.2 Morfo logía colotl ial eJe los aislados 

En el medio MSGG se aislaron colonias pequeñas de color amarillo debido a depósitos de 

azufre con un diámetro de I mm, con bordes regu lares. En el medio MSL se observó que los 

aislados (Halorhiobacillus sp UAM-J, IMP, BMP_IT Y AR3) generaban turbidez y descenso 

del pH 7 a 2. liberando al medio azufre, el cual se hizo evidente como gránulos brillan tes bajo 

el microscopio de contraste de fases después de su incubación (Tabla 6 y Figura 10). Dicha 
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capacidad es propia de microorganismos sulfoxidantes, como por ejemplo, algunas especies de 

los géneros ThiobaciJ/us. Thiomicrospira, Starkeya, Acidithiobacillus, Halothiobacillus y 

Thennithiobacillus (Kuenen el a~ 1992; Kelly el al, 2000; Kelly & Wood, 20(0). 

Tabla 6 Selección de aislados sulfoxidantes 

Aislados 

HaJOIhiobacilJus sp. 
UAM-i 

IMP 
BMP_IT 

AR3 

Medio 
MSGG 

Colonias muy 
pequeñas de color 
amariUo 
Bordes regulares. 

Colonias grandes 
de coloración 
blanco lechoso 
Bordes regulares. 
Colonias 
translucidas, muy 
pequeñas. con 
bordes irregulares 

Cambios en el medio 
MSL 

Liberación de azufre 
al medio y descenso 
de pH (Fig JO Y Fig 
14) 

El pH se mantiene en 
8 y no liberación de 
azufre 

Decisión 

Seleccionados 

No seleccionados 

Fig. 10 Deposición extracelular de azufre elemental producido por los 
aislados en medio MSL observados como gránulos luminosos a través 
de microscopia de contraste de fases A) HalOlhiobacil/us sp. UAM~ I 

(referencia) B) IMP C) BMP-1 T O) AR3. 
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4.1.3 Morfología microscópica y activülacl ellzimática 
A partir de subcul tivos de los aislados (l-IaJollliobacilllls sp. UAM-I, IMP, BMP_IT Y AR3) en 
medio MSGG se analizó la morfología celular de los ais lados por tinción de Gram, 
encontrándose que dichos microorganismos fueron bac ilos cortos Gram-ncga ti vos catalasa
negativos cuyas med idas van de 0 .5 a 2.0 J.un de ancho por 1.5 a 2.0 fllll de Inrgo. Son 
móvi les. En cuanto al aislado BMP- l T, fue Gram-vari able, las imágenes de su morfología 
celular mediante microscopia elec trónica de barrido (SEM) a partir de células culti vadas en 
medio de TSB a 30 oC, muestran claramente bacilos cortos, con un ancho de 0.5-0.7 J.l-fll por 
1.0- 1.7 11m de longitud y superfi cie rugosa. La tinción de Gram de un cult ivo de BMP- l Ten 
medio MSL mostró endoesporas centra les (incolorns) que de fonn an ligeramente a las células y 
mediante la tinción dc esporas por el método de Schacffcr-Fulton se hicieron ev identes 
(Figura JI A, B, C y O). En cuanto a su actividad cnzimática fue catalasa positivo y ox idasa 
negati vo. En la Tabla 7 se describen las principales carac terísticas morfológicas de los 
aislados. 

Tabla 7 Principales c~ lract c rí s ti cas morrológicas y aclividad cl1zimálica de los aislados sulfoxidanles - -
Parámetros 

flalotltiobacillu s 
IM P BMP_IT 

AR3 sp. UAM-I - - Bacilos cortos Cocobacilos Bac ilos cortos Cocobaci los Morfología celular delgados en agrupados en agfu pados en agrupados en 
cadena de dos o pares. cadenas de dos. tres o más. 
tres. 

Ancho o.U11) 1.0 2.0 0.5-0.7 1.5-2.0 
Largo (1-'01) 1.5 1.0-1.7 
Movilidad + + + + Gram v 
Endoesporas no no SI no Catalasa 
(descomposición + de H,O,J 
Oxidasa nd nd nd '. 00= no dNermJnQdo; ,,'" nl riable 
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Fig. 11 Características microscópicas del aislado BMP- I T A) Gram-variable y B) 
presencia de endoesporas. e) y O) Muestra morfología celular y superficie rugosa 

de la celular, mediante microscopia de barrido (SEM). 

Como se observa. nuestros aislados presentan características fenotípicas muy semejantes a la 

cepa de referencia, excepto la cepa BMP- I T que mostró la presencia de esporas y actividad 

con catalasa, características que hasta ahora no presenta el género ThiobaciLLus y 

Halolhiobacillus. 

4.1.4 Determinación de la capacidad sulfoxidante de los aisUulos 

Para probar la capacidad sulfoxidante de los aislados (Halothiobacillus sp UAM-I. IMP, BMP

}T Y AR3) fueron cultivados en medio MSL. Para dicho análi sis se utilizótiosulfato (anhidro) 

por ser soluble, estable y por no presentar problemas de toxicidad. Se empleó la concentración 

de 20 gil (127 mM), en vez de 10 gil como indica Sublette & Silvestre (1987), la razón es 

porque en trabajos previos se observó la estimulación del crecimiento en casi 3.6 veces su 
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va lor. Es decir, s i con 10 gil Y 24 h de cultivo el valor de proteína celular fue de 126 mg!I, con 

20 gil Y el mi smo tiempo de cult ivo su va lor fue 460 mg proteína 11 (Alcánta r:l1 2000). 

En la Figura 12 se compara e l crec imiento de los diferen tes ais lados, encontrándose para casi 

todos un crec imiento pau latino hast<l un máximo que ocurre a las 48 h de cultivo. En el caso 

de la cepa de refe rencia. el valor de la proteína celular fue de 206 rngll. mientras que para lMP 

fue de 160 mgll y para BMP_IT fue de 136 mglL Sin embargo, para AR3 fue de 190 mgll a un 
tiempo de 72 h, debido a que la concentración de inoculo fue menor según los datos de 

pro teína celular al inicio de l experimento. En la Figura 13 se muestra para lodos los aislados 

el consumo paulatino del tiosulfato y, paralelamente, la producción 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 20gl1 de ti osulfato A) lialOlhiobacilllls sp. UAM-I, B) IMP, e) BMP_IT y O) AR3. 
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De los datos mostrados en las Figuras 12 y 13 se desprende que en IOdos los aislados se 

presentó un estrec ho acoplamiento entre el inc remento en proteína ce lula r y la desapari ción de 

tiosulfato y un inc remento len to subsecuen te de sul fa to, probablemente acoplado a una lenta 

oxidac ión de azufre acumulado. En general, para todos los aislados la cantidad de sulfato 

formado va de 7 a 8 gil, que corresponde aprox imadamente del 42-57 % de liosulfato 

adic ionado, y el res tante corresponde a azufre elemental. Por tanto, la oxidación de sólo la 

mitad del ion tiosulfalo se traduce en energía de rendimiento y la otra lrulad aproximadamente 

se libera como azufre (Figura 10). El rendim iento del crec imien to para Halothiobacillus sp. 

UAM- I fue de 1.6 g proteína/mol S20 / consumido, para la cepa IMP 1.25 g proteína/mol 

S20 32- consumido. BMP_lT L07 g proteína/mol S20 / consumido y por último AR3 con 1.49 

g prote ína/mol 520/ -consumido. Tales rendimientos resultan ser bajos comparados con los 

reportados para Halothiobacillus neapolitC/l Il IS, Acidithiobacillus ferroox idans y Paracoccus 

verSLl tlls, debido q ui zás al tipo de ex perimento montado, ya que para estos últimos, sus 

estudios fi siológicos fueron reali zados en quimiostatos ob teniéndose rendimientos más altos 

(2.4 a 3 g proteína/mol S20 / consumido) (Gommers el al. , 1988, Kclly, 1999). Por su parte 

Thiobacillus sajanells, bajo cond ic iones optimas de crec imien to en presencia de tiosulfato, 

similares a las utili zadas con nuestros aislados, mostró una concentrac ión de proteína celular 

máximo de 15 mgll a cuatro horas de crec imiento, inferior a la que nosotros reportamos para 

nuestros aislados (D ul 'tseva el al. , 2006). 
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HalOlhiobacilllls sp. UAM -I, B) IMP, C) BMP- ( r y O) AR3, 

4. /.5 Cambios en el pH 

El descenso del pH por los diferentes aislados se muestra en la Figura 14, la cual está 
re lacionada con la fomlación de ácido sulfú ri co en el medio de culti vo. En general, se observó 
la di smi nución de pH 7.0 a 2.5. Esta característica ha servido como criterio para identifi car 
microorganismos pertenecientes al género Thiobacilllls (Kelly & H3rrison 1989). Sin 
embargo, en recientes reportes se ha encontrado que la habilidad para oxidar azufre y su 
morfología , no pueden considerarse como criterios propios del género Thiobacillus. Esto se 
hizo evidente con algunas bacterias fotos intéticas (e .j . Chromariul/I y espec ies de Chlorobium) 
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y algunas especies AlclIligenes hidrógeno-oxidantes capaces de crecer autotróficamcntc 

ut ilizando compucstos de azufre como ún ica fuente de energía . Por otro lado, con los avances 

en biología mo lec ular el género TIliobllcillus ha tenido que se r reorganizado. (KcJly el al., 

2000; Kcl1y & ,"Vord, 2000). Especies que en un principio fueron asignadas al género 

ThiobllciflllS, actua lmen te se asignaron a un lluevo o diferente género. por ejemplo 

Thiobacilllls novel/liS ahora Slarkeya novel/a (Kelly el al., 2000). 
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Fig. 14 Descenso de pH por los di ferentes aislados en MS L A) Halothiobacilllls sp. UAM-J. , 
B) IMP, C) BMP_IT Y D) AR3. 

De acuerdo con lo anterior, se comprueba que Jos tres ai s lados son capaces de obtener energía 

para crecer a partir de la ox idación deltiosulfato y fijar bióx ido de carbono del bicarbonato de 

sodio, mediante e l ciclo de Benson-Calv in-Bassham. Por lo tanto, fu eron capaces de crecer 

quimiol itoautotróficamente soportando valores de pH bajos (2-4), condiciones opt imas para la 
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actividad de sus enzimas presentes en el periplasma (ve r sección 1.5. 1). AdemCis, son 
nucroorgamsmos sulfoxidantcs aerob ios quc podrían rormar parte de difcren tes géneros 
relacionados o 11 0 taxonómicamcntc. Por tanto, hasta este momento la informac ión no es 
sufic iente para poder clasificarlos, por lo que rue necesario el análisis de ácidos grasos. 

4. 1.6 Determinación del perfil de ácidos grasos en los (lisiados 
El análi sis de ácidos gnlsos mostró para Halofhiobacillus sp UAM-I como su principal ác ido 
graso C 18:2 (11. 87 %), para IMP fue C 16:2 (15 .04 %), para BM?_I T fue C 18:2 (17.89 %) Y 
por último AR3 e 18:2 ( 15.70 %). En la Tabla 8 se muestran s6lo los principales ácidos grasos 
obtenidos de cada ai slado. 

Tabla 8 Principales ácidos grasos de los diferentes aislados 

% Aislados 
C I8,O C18:2 C I6,O C 16 : 1 C16,2 C IS:2 C 14:0 C IO ,O 

Ual ot hi o ba c ;llll ~ ' 1.1 3 11 .87 5.65 5. 16 NO 2. 16 0.58 3.96 sp UAM-I 
1M? 2.45 6.8 1 6.94 4 . 12 15.04 2. 14 1.2 1 3.50 

BMP_I T 
2.50 17.89 6.46 4.9 1 NO 2.07 1.88 4.36 

A R3 1.64 15.70 9.92 6.70 NO 3.56 1.80 3.65 

NO - no determinado 

Basándonos en estos resultados, nosotros podemos relacionar a los aislados BMP_IT
, AR3 con 

la cepa de referencia sugiriendo su posible incorporación con e l género Hlllorhiobacillus sp., 
ya que ambos coinc iden con el ácido graso (C 18:2) así como, la predominancia de ácidos 
grasos insatu rados conteniendo 16 y 18 álamos de carbono, el ácido pahnitico saturado C IO:O. 
Sin embargo. el ácido hidroxidecano ico (hlD) inherente en todas las especies conocidas de 
Thiobacilllls, no esta presente. Por otro lado, el aislado LMP probablemente corresponda a otro 
género, contrario a lo sugerido por los resultados descritos previamente. 

, De acuerdo, con [o hasta ahora expuesto los lres aislados presentan característi cas simi lares 
tanto morfológica como fisiológica entre ellos y con el género Halothiobacillfls. Sin embargo, 
el aislado BMP_ IT fue capaz de fonnar esporas y fue cata lasa positiva, característi cas que lo 
separan del resto. Puesto que los análisis anteriores no son concluyentes para poder diferenciar 
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entre d ichas cepas se rec lIITió a herramientas molecul ares. para así conjuntar más información 

que nos permita difere nciarl as y establecer relaciones fiJ ogenélicas. 

4.2 Caracterización de aislados por métodos molecu lar"es 

Para la caracteri zac ión molecul ar de los ai slados LMP, BMP_IT
, Y AlU fue necesari a la 

extracc ión del DNA genómico. Posteriormente, se procedió a la amplificación del gen del 

rR NA 16S ya que di cho gen presenta regiones muy conservadas que perm ite eSlablecer 

relaciones filogéneticas entre los diferentes ai slados (Figura 9 ver sección 1.9.3). 

4.2.1 Tipificación de los aislados por PCR-REA del ge" del rRNA 16S 

Para la tipifi cació n de las cepas se realizó la a mpl ificación del gen rR NA 16S de cada una de 

los aislados y los productos fueron sometidos a la restricc ión enzimát ica, mediante enzi mas 

Mspl, Haelll y H/¡a J encontrándose un patrón de bandas para cada ai slado y que se muestra 

en la Figura 15 

Mspl HaeIlI Hhal 

M 1 2 3 4abcd567 8 . ' . • Halolhiobacillus sp . 

UAM-I e n carriles 1, a 

y 5. 
. 
'.' [MP en carriles 2. b Y 6 . 

.:. BMP_LT en carriles 3, e, 

y7 

.: . AR3 en carriles 4, d Y 8 

. :. M = marcador (1 5 17, 

1200, 100,900,800, 

500/5 17,400,300,200 

Y 100) 

Fig. 15 Tipificación de los aislados por PCR-REA del gen rR NA 16S 

La cepa de refere nc ia l1almhiobacil!1I5 sp. UAM- I y los aislados IMPI y BMP_IT presentan 

un patrón de bandas mu y semeja ntes, por lo que pertenecen a l grupo de restri cc ión 1. Mie ntras 

tanto, para la cepa AR3 no se de fini ó grupo de bido a que no se observaron bandas con las 

enz imas Mspl , y HaeJII posiblemente, por una baj a concentración de productos de PCR e n la 
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mezcla de reacción. Sin embargo, un pat rón de dos bandas se observó con la enzima Hlw J. 
Puesto que el perfil genómico de restricc ión es muy semcj<lllle no fue posible difere nciarlos. 
D<ldos tales resultados se decidió reali zar la tipi fi cación por RAPO, en donde se empleó el 
DNA gen6mico de cada uno de los aislados para lIna mayor sensib ilidad. 

4.2.2 Tipificllci6" por PCR-RAPD 
Dicha técni ca se basa en el uso de inic iadores cortos (i.l lrededor de 10 pb), que se unen en 
sitios inespecíficos en todo el genoma, permi ti endo la amplificación de fragmentos 
pol imórfi cos de DNA de diferentes tamaños, que posteriormen te son resueltos en geles de 
acrilamida, obteniéndose patrones característicos para cada aislado (R:mjard el al., 2000). La 
huella gen6mica obtenida de la técnica de RA PD permite identificar diferencias pequeñas 
entre geno mas complejos similares así como l:lmhién OllllaciQnes , las c.ua!es se desarrollaron 
duran te e l ti empo de vida del microorga nismos. Dichas diferencias se ven re nejadas, en 
di ferentes patrones de bandas (Kwong-K wok el aJ., 1996; Mark & Crawford el al.) 2000). 
Para apli c::lr esta técnica fue necesario encontrar las condiciones óptimas de temperatura de 
al ineación y los parámetros para la reacción de PCR (ver sección 3.4). Cabe señalar que se 
probaron varias tempera tu ras de alineación (35-39 OC), siendo la temperatura optima 38 oC, ya 
que a di chas condiciones se obtuvo un mayor número de bandas al se r resueltas, en un gel con 
30 % acri lamida. Este método fue usado con la fina lidad de distinguir los aislados a través de 
diferencias genómicas, lo cual se lradujo en patrones de bandas específicos para cada aislado, 
como se muestra en la Figura 16 y Tabla 9. 

En la Tabla 9 se mues LTan nueve fragmentos amplificados (a, b, c, d, e, f, g. h, i) fueron 
obtenidos con el iniciador PFJ 5" -ACG CGC CCT-3 ' para las cuatro cepas. Algunos 
fragmentos (b, e, f. h, i ) amplificaron para uno o dos ais lados, pe ro los demás amplificaron en 
tres o cuatro aislados. La banda e aparece en todos los aislados. De acuerdo, con los datos la 
huella genómica nos indica que los cuatro aislados son diferentes entre si. 
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Halothiobat:.ülus sp UItM·/ 

lMP M=Marcador 

Fíg. 16 Perfiles genómicos obtenidos por PCR-RAPD para cada aislado en gel de arcrilamida 

0130 %. 

Tabla 9 Segmentos amplificados de los aislados mediante PCR-RAPD 

Aislados Segmentos amplificados 
Huella 

scn6mica 

a b e d e r g h I 

Halothiobacillus + + + + A 
sp. UAM-I 
IMP + + + + + + B 

BMP_1T + + + + e 
AR3 + + + + + + + + D 

78 



4.2.3 TipifiCllció" por DGGE 

Esta técnica se basa en separar rragmentos de igual longitud pe ro con secuencias direrentes 
sobre geles de poliacrilamida en presencia de un gr;.¡d icnte desnatural izante como urea y 
ronnarnida (ver sección 3.4). Este método rue utili zado para ti pificar las cepas aisladas a 
través del amílis is de fragmentos (alrededor de 524 pb) correspondientes a la región V6 a V8 
del gen del rR NA 16S. En la Figura 17 se muestra que la cepa de referencia 
Nalolhiobacillus sp UAM-l, lMP y AR3 presentaron perfiles genóll1icos con l11:ís de una 
banda. El perfil genómico de la cepa de refe renc ia y el aislado AR3 es igun l (bandas a y b), 
mientras que para IMP y BMP_ IT fue diferente. La detecc ió n de varias bandas por DGGE para 
una sola especie no necesariamente sign ifica que se encuentren contami nadas. Actualmente, es 
muy conocido que algunas bacterias contienen copias heterogéneas de operones rONA, lo cual 
es considerado como un factor li mita nte de la técnica (Becker el al., 2000, Kisand &Wikner, 
2003). Pm1 iclllarlllen te, el aislado IMP presen ta un patrón de tres bandas (e, d y b) donde dos 
de ell as migran muy juntas (e y d), observaciones que también fueron descrita por Rosado el 
al. (1998) quienes observaron en varias especies, patrones de dos bandas que migraban mu y 
j untas en el DGGE 10 cual indicaba que había moléculas de DNA con ligeras diferenc ias en su 
comportamiento en el momento de la des naturali zac ión, posiblemente causado por una 
incompleta ex tens ión del mismo templado debido a las pinzas GC (Nübel el lI[., J996, Janse 
el al. , 2004). Por Olro lado, BMP_I T presentó una sola banda (b), la cual también estu vo 
presente en los demás aislados migrando a la misma posición, esto puede ind icar que los 
cuatro microorgan ismos poseen copias similares del gen del rRNA 16s (Rosado el al., 1998). 
Finalmente. la cepa de refe rencia y el aislados AR3 muestran semejanzas, mientras que BMP
I T e IMP presentan parrones de bandas diferentes en el DGGE. 

Con base en los resultados obtenidos podemos indicar que el aislado BMP- I T presentó 
características fenotípicas y genotípicas que lo diferencian de los demás, pero para poder 
lograr la identificación de todos los aislados fue necesaria la sccuenciac ión del gen del rRNA 
16S. 
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Fig. 17 Tipificación de aislados por DGGE 

4.2.4 Secuellciaci6n del gen rRNA del16S de los aislados 

Los productos de reacción PCR del gen rRNA 16S de los aislados fueron purificados para 

luego ser secuenciados. Posteriormente, las secuenc ias fueron analizadas usando el programa 

Chromas v. 3.1.1 Y fueron ali neadas manualmente. Finalmente, las secuencias fueron 

comparadas con la base de datos de l GeneBank obteniéndose los sigu ientes resultados para los 

diferentes aislados Ta bla 10. 
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Tabla 10 Análisis de secuencias de los a islados 

Aislados 

Halolhiobacillus sp. UAM-I 

IMP 

AR3 

Compa ración de secuencias con GenBank 

Halotltiobacillus sp. UAM-I rRNA 165 gene 
secue nc ia parcia1- (Revah & Ol1iz, 2004) 

I-Ialotlt iobacilllls lIeapolitanus DSM 58 1 
(.mles Thiobacilllls lIeapolirClllIIs DSM 581 ) 
gen rRNA 16S, secuencia parcial 

Longit ud= 1456 pb 
Idcn' ificoción=1202.!.!214 (98 %) 

Acilletobacter sp. ANT9054 gen rR NA 16S, 
secuencia parcial 

Longitud= 1486 pb 
Idenllfi cación=954/996 (95 %) 

I-Ialot/¡iobacilllls neapolitalllls DSM 58 1 
(a nles ThiobadlJu,) /leupu/iiw/I4') DSJ\.1 53 i ) 

ge n rRNA 16S, secuencia parcia l 
Longitud= 1456 pb 

Idemificoción=120511 2 11 (99 '11',:: . ... ) __ ---
Conjuntando los resultados anteriores así como las ev ide nc ias tanto morfológicas, fi s iológicas 
y secuenciación del gen de l rRNA 16S de los aislados LMP y AR3 se concluyó que ambos 
microorganismos quedan ide ntificados como Halothiohacilllls lleapOlilanlls con un 98 % Y 
99% de simili tud respectivamente. Sin embargo, el aislado BMP_IT mostró evidencias que lo 
separan de los otros tres m icroorganismos como fueron: la presencia de esporas, activ idad con 
catalasa, los patrones de bandas por RAPO y DOOE fue ron diferentes y la secuenciac ión del 
gen del rRNA l6S indicó tener un 95 % de similitud con Aci"etobacter sp. ANT905, este 
resultado despertó dudas dado a que la secuencia obtenida presentaba n señales encimadas en 
el electroferograma (Figura J8), causadas por subproduc tos indeseables duran te la reacción 
de ampl ificación de PCR que no se lograron eliminar e n el proceso de puri ficación 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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Fig. 18 Electroferograma de la secuenciación del Fig. 19 Las bandas a y b indican la 
gen del rRNA J 6S del aislado BMP-l T mostrando presencia de subproductos no deseados 
interferencias. provenientes de la reacción de PCR. 

M= Marcador C= control 

Entonces para eliminar dichas interferencias y conseguir señales más limpias fue necesario 

realizar la clonación de los producto de PCR del gen del rRNA 16S de la cepa BMP.I T dentro 

del vector TOPO·TA pCR 2. 1 Y se emplearon como células competentes Escherichia coli 

TOPIOF'. Los plásmidos fueron secuenciados para ambas cadenas de ONA usando iniciadores 

universaJes e internos y mediante el programa Chromas v. 3.1. 1 una secuencia consensuada 

fue obtenida para el género Bacillus. En la Figura 20 se muestra el electroferograma de la 

secuencia del gen del rRNA 16S del aislado BMP- I T conteniendo señaJes muy claras y bien 

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

datos GenBank. Este último resultado, explica el porque el aislado BMP·! T presentó 

formación de esJX>ras y fue catalasa JX>sitivo, ya que tales características son distintivas del 

género Badil"" (Slepecky & Hemphill, 1992). 
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Fig. 20 Electroferograrna de la secuencia del 
rRNA 16S del ai slado BMP_IT 

4.3 Caracterización del aislado BMP-l T 

4.3.1 Posiciónfilogenética del aislado BMP_IT 

Flg_ 21 Secuencia del gen del rRNA 16S del 
ais lado BMP_I T depositada en GeneBank 
con el número de acceso 00371431 

La comparación de las secuencias de los rRNA 16S (o de los genes que lo codifican) permite 

establecer las relaciones filogcnéticas existentes entre los organismos procariontes. Este hecho 

ha proporcionado una enonne precisión a la taxonomía bacteriana.. dando lugar al sistema de 

clasificación vigente y pennitiendo la identificación rápida y precisa de las bacterias (Rodicio 

& Mendoza, 2004). De acuerdo con esto se procedió a ubicar la posición filogenética del 

aislado BMP_IT
, para lo cual se comparó su secuencia del gen del rRNA 16S con las 

secuencias de miembros del mismo grupo filogenético. 

Un maximum likelihood (ML) árbol (máxima probabilidad) de algunas especies del género 

Bacillus mostró un - In 7369.903. Este ML árbol colocó a BMP_IT en un ciado con algunas 

especies del género Bacillus, con un valor 62% de OOotstrap, como el grupo más ancestral del 
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ciado que contiene a 1ns especies Bacilllls jeo/gali, Bacilllls boroniphillls, Bclcillw; sp. MB5 y 

Bacillus sp. Pec ll (Figura 22). Por 10 que la cepa BMP_IT pertenece al género Baci/lus, 

compartiendo un 99.5 % de similitud en la secuenc ias con Bacilfus jeolgllli CCM 7 133T 

Bacilllls bOrollip¡'illIs DSM 17376T y 97 % con Bocillllsjirmlls DSM 12T
. Además mostró 98 

% de simililud con Bacillus sp. MB5 y 99.8 % con Badlllls sp. Pec l! , especies aun no 

descritas. El aho porcentaje de similitud del gen del rRNA 16S entre ambas cepas sugiere que 

todas ellas podrían pertenecer a la misma especie. Sin embargo, una alta similitud puede ser 

esperada en Bacilfus ya que la velocidad de evolución del gene del rRNA 165 es 

excepcionalmente lenta (Pa lys el al., 2000). Además, se han descrito cepas y especies con 

muy altos porcentajes de similitud pero que difieren marcadamente en sus valores de 

hibridación ONA-DNA, su morfo logía y carac terísticas bioquímicas, pruebas usadas con 

frecuencia para separar una especie de otra (Ma rtíncz-Murcia el al., 1992; Jaspers & 

Overmann, 2004). Por ello, en taxonomía, actualmente se recomienda la identificación 

polifásica, que utili za criterios fenotípicos, genó micas y filogenélicas (Stackebrandt el a l., 

2002). Por lo tanto, deb ido a que BMP- I T mostró un alto porcentaje de si militud con Bacillus 

jeorgali CCM 7 133 T, especie ya descrita, se decidió a la realización de diferentes pruebas que 

puedan diferenciar una especie de otra. 

4.3.2 Caracterísricas fr.siológicas del aislado BMP_/T vs Bacilllls j eolgali CCM 7/33 T 

T Dado a que la principal propiedad de BMP- I fue su habil idad para crecer 

quimjolítoautróficamente sobre tiosulfato y dicha propiedad no se ha sido reportado para 

Bacil/us jeolgali CCM 7 133 T. Se procedió a crecer ambos microorganismos en medio MSL 

durante 6 días. En la Figura 23 se observa que creció BMP_IT quimioütoaulrÓficamente en 

presencia de tiosulfato de O a 3 días, con un incremento en proteína cel ul ar de 143 mg )" 1, un 

decremento en pH 7.7 a 3 y dep6silOs de azufre e lemental aparecieron en clmedio. Mientras 

tanto, 8. jeolgali CCM 7 133 T no presentó crecimiento O a 4 días, su proteína celular fue de 54 

mg r 1 y el pH se mantuvo sin cambio ya que el tiosulfato no fue oxidndo a sulfato, y el azufre 

elemental no fue observado. Con estos resultados se demuestra que 8 . jeorgali CCM 7133 T no 

puede utjJj zar el tiosu lfato como ruente de energía y elect rones para crecer, mientras que para 

BMP_IT se confirma su habilidad para crecer quimjolítoautotróficamente sobre tiosulfato, lo 
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cual es un fenómeno inusual en el género lJacilllls. Actualmente, se conoce a 8acilllls 

schlegefi i como la primera evidencia de bacleria tcrmofílica formndora de esporas capaz de 

crecimiento autotrófico en presencia de tiosulfato y crecimiento helerolrófico en la presencia 

de hidrógeno y dióxido de cilrbono (I-Iudson el lll., 1988, Arango, J992 y BeITa el al ., 1993, 

1996). 

Árbol filogenético 22 
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Hueillus SI l . PEC 11 (A M 177061) 

62 Bacil/llS je Ofgaf¡ YKJ· 11 (AF22J062) 

8llcilluJ je olguli JCMI0885 T (AF221061) 

p. MB·5 (AF326363) ~ ~JaciIlUS S 

!J(lciIfU,f borolliphilus OSM 17376 T (ABJ98720) 

oe~"Oran s OSM 5391 T (0783 11) Bacilfus bellZ 

Bacilfll.f circll IOlls IAM 12462T(AB2 15100) 

Haloooci/lu 

Gracilibacill 

Virgibacifllls pantorhemi 

s hafophi/us NCIM B 9251 T (X62174) 

AmphihaeilluJ x)'lallu.f JCM736 [T (082065) 

liS halOlofemlls DSM [1805 T(AF036922) 

el/S IAM 11061 T (0 16275) 

Virgibacil fus safcxigen.f DSM 11483 T(Y I1603) 

Fig. 22 ~ Maximum·likehood ~ inferida a través de [as secuencias del gen 16S rRNA de las diferentes especIes. 
El numero de acceso al Gene8ank asta entre paréntesis. 
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Fig. 23 A) Comparación de crecimiento quimio lÍlolrófo en tiosulfato entre las especies BMP-
1 T ( _ ) Y Bacillu, jeotgalj CCM 7 133 T en MSL ( .. ) B) Cambios de pH por BMP-1 T (o) y 

Bacillus jeolgal; CCM 7 133 T ( e ). 

4.3.3 Características f elJ otípicas del aislado BMP_IT vs Bacillus j eotgali CCM 7133 T Y otras 
especiel' de Bacilllls 

Por otro lado BMP- I T creció en medio TSA formando colonias c ircul ares, con márgenes lisos, 

color beige, con un di ámetro de 0.8-1 mm. El aislado BMP_IT creció e n presencia de 5 % 

(p/v) de NaCI pero no en presencia de 10 % Y 15 % (p/v) de NaCl. Se observó crecimiento a 

30 oC, 35 oC y 45 oC pero no a 10 oC. La temperatura óptima de crecimiento en TSB fue de 30-

3S oC a pH 7.0. En las tiras API 20E Y API 20NE , BMP_IT fue positiva para catalasa, 

reducción de nitratos, hidróli sis de esculina y ligeramente pos itivo a ge lat ina, asimilación de 

glucosa, n-aceli l-glucosamina, maltosa, gluconato , ácido adípico. mahno y citrato pero 

negativo para la reacci6n de ox idasa, lisina descarboxilasa, argi nina di hidrolasa, ureasa, para-

nitrofenil-pO-galactopira nos idasa, omitina decarbox i lasa, o rto-nitro- feni l-pD-

galactopiranosido, · fe mlenlación de glucosa, sulfuro de hidr6geno, triplofano deaminasa, 

producción de indol , ace[oina, fermentación de manitol , inosi to l, sorbi lol, ramnosa, sacrosa, 

melibiosa, amigda lina, y arabinosa, asimi lación de manosa, ácido capróico y feni l-acetato. En 

la Tabla 11 se muestra la comparación de algunas caracterís ti cas fenotípicas de BMP- I T con 

Bacillus jeotgali CCM 7 133 T Y otras especies de Bacillus. 
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Tabla II Pr incipales características que diferencia n a l a islado BM P_I T de ol ras especies 
pertenecientes al género Bacilllls -

Característi cas 2 3 4 5 6 7 

Temperatura de 
crecimiento (OC) 

45 45 30 45 45 50 50 
Máximo 

30-35 30-35 27-30 30 40 40 44 
Óptimo 

Crecimiento en NaCl 
5% + + + + + + + 
10 % + + + 

pH óptimo 7.0 7.0-8.0 7.5-8.5 7.0 9.0 7.0 5.7-7.5 . 

Cmalasa + + + + + + + 

Oxidasa + + 

Reducción de nitratos + + + + 

Hidróli sis de: 
Esculina + + + + + 
Gelatina W + V + + 

Activ idad de arginina NO 
dihidrolasa 

Acti vidad de ureasa + + 

Asimilación de: 
Glucosa + + + + + + 

Arabinosa NO NO NO NO + 
Manni tol NO + + + 

N-aceti I-glucosamina + + NO + NO 
Mallosa + + + + + NO 

Gluconato + + NO + NO 
Citrato + NO NO + + 
Sacrosa + NO NO + 

DNA G+C contenido 
43.8 4 1 42.2 4 1.4 35 45 42 

(0101%) 
Especies: 1, especie BMP-I\ 2, B. Jeo/ga/; CCM 7133' (Yoon el al, 200 1), 3, B. Borofliphilus DMS 17376 T 

(Ahmed el al, 2007) 4, B. F;mms DSM 12T (Suresh el al., 2004; Abdelkali el al, 2005) 5, B. Colmi; D$M 
6307T (Tü ubeJ el al., 2003; Suresh el al., 2004) 6, B. MegQlerium MTCC 1684 (Taubel el al., 2003;Suresh el 
al., 2004) 7, B pumilus ATCC 706I T ( lvanova el al., 1999; Surcsh el al. , 2004). 
+, positivo: " negativo; W, ligeramenle positi vo; V, variable; NO, no determi nado 
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Como puede observarse, BMP_IT muestra característi cas fenotípicas similares a Bacilllls 

jeolgali CCM 7 133 T. Ambas especies fueron Gram-variab les, móviles, bacilos y bacterias 

formadoras de esporas. Por otro lado como ya se mencionó BMP_I T creció bien en TSA 

mientras 8acillus jeo/gali CCM 7133T creció pobremente. Cuando creció en TSA + ASW, 

BMP_IT género colonias beige con márgenes li sos, mientras que Bacillus jeolgali CCM 7 133 

T formó colonias amarill as-crema y las colonias de /Jacillus jeOlgali YKJ- Il fueron amarillo

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

4.3.4 Características qll;m;ota.x6IJom;cas 

BMP_IT y Bacillus jeotgali CCM 7133 T presentaron ácido m-diaminopímelico en el 

peptidoglucano de su pared celular. Sin embargo, el perfil de ácidos grasos de BMP_ IT fue 

muy diferente, siendo su pri ncipal áCIdO graso C I5:O rn.3 % ), mIentras para Bacil/lIs jeotgali 

CCM 7 133 T fue i so-C,,~ (49.3%)(Tabla 12). 

Por otro lado, BMP_1T resuhó similar también con BaciJlus borolliphillls DSM 17376T
. Sin 

embargo, el perfi l de ácidos grasos de Bacillus boroflip/¡i/us DSM 1 7376T fu e muy diferente, 

siendo sus principales ácidos el i SO·CI ~: O (44.8 %) Y ai-C I5:0 (12.5 %) (Tabla 12). 

4.3.5 Características gellotípicas 

En cuan to, al contenido de DNA G+C de la especie BM P- l T presentó 43.8 mol %, mientras 

para Bacillus jeOlgali CCM 7 133 T fue de 4 1 mol % (Tabla 11), de acuerdo con los valores 

que se han reportado para e l género Bacil/us (32-69 mol%). 

En cuanto, al contenido de DNA G+C para 8. boroniphilus DSM 17376T fue de 42.2 mol% 

(Tabla 11). Además, Ahmed el al., (2007) describieron a 8 acillus boroniphilus DSM 17376T 

como una especie que requiere de boro para poder crecer así como su tolerancia altas 

concentraciones del mismo. Mientras que BMP_IT puede crecer sin boro. Entonces, de 

acuerdo con lo señalado ambas especies resultaron ser di ferentes. 
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Tabla 12 Perfil de ácidos grasos de las espcdes llMP-1 T, IJacillus j eolgll/; CCM 7133 T Y 
BaciLlus borotliphi/us DSM 17376'1' -, 

Composición de ácidos grasos (%) 

- -
Es~¡f'S ¡·C",. C,n ¡·c,u aj ·C",. C IS,' i·C,u C,.,. C .. "liJ1r C,." I·C" .. al·e" .. ;-C">I ClIl'llcterístlC' 

a lcohul mllc m'" as 4' -
BadlllU l., J.3 49.3 .. 23 3.2 .., ' .0 '.1 3.7 " 6.6 
j~lgali eeM 
7l3JT • 
BacilluJ 
lX,"1I/iphil/U 0.7 0.64 44.8 ILS 1.6 15 LS 3.' '.0 ' .3 6.9 6.' 
OSI\! 11J16T • 

c,.,. e",. e,u C,.;. C1U C,." e'''1 C",-
BMI'_tT 0.04 0.19 0.41 2.63 17.30 S.26 9.08 '.09 
'CalliCterbticas rcpresell!D lI'upos de dos o tres ácidos grasos los cuales no pueden se separados por GLC con el $is tcma MIOI. Características 4 
conl icnc uno o nms de los sigu iente!; :leidos grnsos: iso-C" , I Y lo nnlciso·CI1' B. isómero ds 
.. Dat05 oblenidos de Yoon ,1 ul, 2001 
• DatOS obtenidOll de Ahmcd n al .• 2007 

4.3_6I1ibrit/aci61l DNA-DNA 

Los valores de hibridación entre BMP_I1' y Bac:illus jeolga/j CCM 7 1331' fue 44 %, Y 45 % 

para la hi bridación de reversa. Estos porcentajes bajos de hi bridación claramente demuestran 

que el aislado BMP- l T Y Bacillus jeotgali CCM 7 1331' representan dos diferentes especies. De 

acuerdo con el cri lerio señalado por Stackebrandt & Goebel, (1994) quienes indicaron que 

existen cepas que comparten una similitud inferior al 50% en experimentos de reasociación, y 

son por tanto clasificadas en especies diferen tes, aunque presenten una identidad del 99- l 00 % 

a nive l de rRNA 165. Por tal mOl ivo, como ya se mencionó se recomienda real izar una 

laxonomía polifásica. 

Finalmente, basándonos en las importantes diferencias en el perfil de ácidos grasos, 

característi cas fenotípicas, así como la incapacidad de Bacillus jeolgllli CCM 7 1331' para 

crecer quimiolílotrofi camente sobre tiosulfato y los bajo porcentajes de hi bridación, sugirió 

que el aislado BMP- I T Y Baci/lus jeolgllli CCM 7 1331' represenlan dos especies diferenres y 

que la especie BMP- I l' representa una nueva especie del género Badllus, para lo cual, 

propusimos el nombre BaciUus thioparus (lhi .o·par.us.Gk. n. thias azufre; L. v. paro 

productor; M.L. adj. 71liopams produclor de azufre) (Pércz-lbarra el al., 2007). Dicho 

nombre fu e sugerido por el Dr. DP Kelly quien hi zó valiosas aportaciones al artículo producto 

del presente Irabajo. Posteriormente, el nombre fue corregido de acuerdo a la regla 6 1 del 

89 

-



Bacleriological Code (1990 Revisión). La eti mología es la siguiente: Gr. n. ,Ilion azufre; L. 

parto adj . parmls productor; N. L. part o adj. Ihiopara" s productor de azufre para ser incorpor<ldo 

a la lista de va lidación no. 117/111. J. SYSI. Evo/. Microbio /. (2007) 57: 1933- 1934. 

4.3.7 Descripci6 11 de Bacil/lIs thioPllrllS sp . nov. 

Bacillus thioparus (thi. I opar.us.Gk. n. thios 'lZUrre; L. v. paro producir; M.L. adj. 
thioparus productor de azufre) corrección Bacilllls thioparalls (Gr. n. thioll azufre; L. 
part. adj. paralls productor; N.L. 1'3rt. adj. thioparans productor de azufre). 
En cultivos de 48 h en medio TSB, las célu las son Gram-variables, aerobias, móviles, bacilos 

cortos (0.5-0 .7 por 1.0- 1.7 J.un) agrupados en pares. cadenas cortas. En medio Sub lelle 

(MLS) el tiosulfato es uti li zado como fuente de energía, permitiendo un crec imiento 

qu imiolitotró fico, tinción de Gram de estos cuhivos a pH 5.8 mostró la presencia de 

endosporas en posición centraL Durante la incubación, d icho medio ll ega a presentar turbidez 

debido al azufre . En medio MSGG fo rma colonias pequeñas amari ll as, circulares con 

márgenes lisos. Se observó crec imiento en presenci a de 5 % (plv) NaCl , pero no de 10-- 15% 

(p/v) de NaC! . La temperat ura ópti ma de c rec imien to en medio TS B fue de 30-35 oC a pH 7.0. 

En ¡as tiras API 20E Y API 20NE , BMP_ IT fu e posit iva para cmalasa, reducción de nitratos, 

hidrólisis de esculina y ligeramente positi vo a gelatina, asimilación de glucosa, n-acetil

glucosami na, maltosa. gluconato, ác ido adípico, malato y citrato pero negat ivo para la 

reacción de oxidasa, lisina descarboxilasa. argini na dihidrolasa, ureasa, p a ra- l1ilJ 'o f en il -~D-

gal aClopi ranos idas a, ornitina decarboxilasa, orto-nitro-f en i 1- ~ D-ga I act opi fa nosido, 

fermentación de glucosa, sulfuro de hidrógeno, triplofano deaminasa, producción de indol, 

acetoina, fermentación de manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, meli biosa, 

amigdalina , y arabinosa, asimilación de manosa, ácido capróico y fenil-acetato. Sus 

principales ác idos grasos fueron C15:0 (77.30%) y C 16: 1 (9.08%). El contenido de G+C en el 

ONA fue de 43.8 mol% (método Tm). La pared celular contiene m-diaminopimelico en el 

peptidoglicano. La espec ie tipo BMP_IT fue depositada en dos ceparios reconocidos 

in ternacionalmente como BM-B-436T y CECT 7196'1'. La secuencia del gen rRN A 16S fue 

depositada en la base de datos GenBank con el número D037143 1. El aislado provino de un 

consorcio bacteri ano, presente en un sistema de culti vo 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 
clue: 

En cuanto al aisl:mIÍento y c:lracterización de a islados 

• De acuerdo a las característi cas morfológicas y bioquímicas de la cepa BMP ~ J T fue 

asignada al género Bacillus, estos resultados fueron confirmados con el análi sis 

molecular del gen del rR NA 16S. 

• El aná li sis de la secuencia del gen del rRNA 16S de cada uno de los aislados, así como 

su comparac ión con la base de datos Gene Bank indicó que: 

Las cepas LMP y AR3 cOITCSponden a un mismo microorganismo Halotlliobacillus 

neapolitanus DSM 58/ (98% Y 99% de similitud respectivamente). 

• Debido a importantes diferencias en e l perfi l de ácidos grasos, así como la incapacidad 

de Bacillus jeotgali CCM 7 133'1' a crecer qu imiolítolroficamente sobre tiosulfalo y los 

bajos porcentajes de hibridación, sugirió que el aislado BMP- I T Y Bacilllls jeotgali 

CCM 7 133 T representan dos espec ies diferentes. 

• La cepa BMP- I T representa una nueva especie del género Bacillus, para la cual , se 

denomino BaciUIIs thioparus, nombre que posteriormente fue cambiado por 

Bacilllls thioparalls. 

6. IMPORTANCIA DEL PRESENTE TRABAJO 

• Debido a que el estudio de los mecanismos de ox idación de compuestos red ucidos de 

azufre por procarionles , aun no han sido aclarados, resulta interesante para la 

comunidad dedicada al estudio de microorganismos químiolitot.rófi cos sulfoxidanles. 

el reporte de una nueva especie del género Bacillus. 

• El reporte de la nueva especie Bacillus lhioparans permitirá abrir nuevas líneas de 

investigación relacionados a la habilidad para crecer qu imiolítoautotróficamenle sobre 

compuestos reducidos de azufre, lo cual es un fenómeno inusual en el género Bacillus. 

• El presente estud io apol1 J información sobre un microorgan ismo seleccionado y 

adaptado a degradar compuestos reducidos de azufre, el cual puede ser implemen tado 
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en los procesos de biofiltrac ión para la e li minación de compuestos volátiles 

inorgánicos conten idos en corri entes de aire residual. 

• El ai slamiento y caracteri zación de Bacil/us rhioparam como bac teria sulfox idante 

permiti rá el surgimiento de nuevos proyectos encaminados a e fi cicntar procesos para la 

eliminación de contaminantes, ya que se tienen reportes de mejores resultados con 

bacteri as puras, que con poblaciones mixtas. Así mismo, puede ser aplicada en 

procesos de desulfurizaci6n biológica del pe tróleo para mejorar su calidad y evitar la 

emisión de contaminantes. 

• Así mismo, Badl/lls rhioparcms podría ser aplicada en la industria mlllera en los 

procesos lixiviación que permiten la recuperación de metales con la ox idación y la 

solubilidad de los minerales de calidad inferior. 

• Bacill fls Ihioparalls podría ser empleada en la eliminac ión de contaminantes presente 

en las aguas ácidas del drenaje de minas. 
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Mientras tallto, la Ofelia terrellalltlJlere eu los brazos de Mercedes y totlo indicio de 
su exis teucia eu este mundo f ue bo"ado, eDil excepción de los peque;íos detalles 
visibles solo para aquellos que sabe" eu d61lde ", irar. 

-Ellaberill to del f armo

Guillen/lO de Toro 
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Apéndice A 

Tabla 1 Descripción general de un biofiltro 

Características 

Biomasa inmovilizada 
Fase acuosa inmóvil 
Reactor unitario 

Área de aplicación 

- Ventajas 

Área de conineto gas/ líquido nlta 
Fácil arranque y operación 
Bajos costos de o eraei6n 

Desventajas 

- C-=-o-n-ce- '-1l-r,-,c-:¡-:6-n- d"7"e c~ nt a minant es < -¡g¡ r ~;r 

Coeficiente de Henry < 10 
Poco contro l de condi ciones de reacción 
Lento proceso de adaptación al Oocular 

___________________ R:.,quiere de grandes áreas 

Tabla 2 Descripción general de un biolavador 

Características Ventajas 

Biomasa suspendida en su mayoría 
Fase acuosa móvil 
Dos reaclores 

Buen control de las condiciones de reacción 
Posibi lidades de evitar la acumulación de 
productos 
Equipo compacto 

-----r --;--;:--:.,------ Baja carda de presión 
Área de aplicación Desventajas 

Concentración de contaminantes < 5 g/m3 Baja superficie para la transferencia de 
Coeficiente de Henry < 0.10 masa. 

Lavado de microorganismos de lento 
crecimiento 
Alta generación de lodos 
Sistema de arranque complicado 
Requerimiento extra de aire para 
concenlTacioncs mayores de contaminante 
Costos de inversión, operac i6n y 
manten imiento elevados 
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Tabla 3 Descripción general d e un biolavador de lecho escurrido 

Ca racteríst icas Vent~ lja s 

Biomasa inmovili zada Comparables a los fi ltros de escurrimiento 
Fase acuosa in móvil Mejor retención de mic roorgan ismos de 

Reactor unitario lento creci miento 
ReaClor un itario 

Árca dc ap licación Dcs\'cntajas 

Concentración de contaminantes < 0.5 g/m3 Baja superfic ie para la transferencia de 
Coeficiente de Henry < I masa. 

Generación alta de lodos 
Complicado sistema de arranque 
COSIOS de operación elevados 

T abla 4 Descripción genera l d e un reactor UASB 

C~ lractcrí s li cas Ventajas 

Biomasa que rorma gránulos pellets un 
diámetro 0.5-2 mm 
Fase acuosa ascendente 
Reactor uni tario 

Área de aplic;'lción 

Concentración de contaminantes < 3.5 glmJ 

Comparables a los filt ros de escurri miento 
No requiere mecani smo de agitación 
Retención de microorganismos de lento 
crecimiento 
Rápida velocidad de sedimentación 
Sistema sencillo 
No costoso 

Desventajas 
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Apéndice 8 

1) Medio milleral S ublelle líquillo (MSL) modificado se compone de: 

Tabla 1 Composición del medio minenll 

-
Componentes 

Na, HPO, 
KH, PO, 

MgSO,.7H, O 
NH, CI 
CaCl, 

MnS04 
NaHCO, 

FeCl, 

-

Na2S20 4 --.-;.;,;=:...---

Concentración (gil) 

1.2 
1.8 
0.4 
0.5 
0.03 
0.02 
1.0 

0.02 
20 --

2) Medio Sub/elle sólido (MSGG) contiene la misma ronnu lac ión que el MSL de: sales 

inorgánicas, elementos traza, tiosulfato como fuente de energía y como fuente de carbono 

bicarbonato. Sin embargo, al medio sólido se Ic adiciona I % de Goma Gcllana Gelrite 

(S igma) (MSGG) biopolímero sustitulO de agar (Shungu el. A l. , 1983). En la Tabla I se 

describe la composición delmcdio mineral dc Sublettc. 

Para ambos medios se ajusta el pH a 7.0 y se este rili zan a 12 1 oC y a 15 lb de presión por 20 

mino Después el bicarbonato es esteri li zado por filtración y adicionado a los matraces para 

evitar su descomposición. Para el caso del medio sólido, una vez a temperatura ambiente 

colocar en cajas petri. Este medio fue empleado para estudiar morfología celular y 

característi cas colo niales de los aislados. El tiosulfato de sodio se utili zó como modelo de 

estudio dado a que permite su manipulación sin ri esgos asoc iados a toxicidad (Sublette & 

Sylvestre, 1987, SIerres el al. , 1996 y Kclly el al. , 1997). 

3) Caldo de soya tripticasei"a (TSB) 

El medio se compone de caldo de soya tripticaseina. 

Se preparó 5 gil de ca ldo de soya tripticaseina (SBL) se aj usto pH a 7.5 y se colocó 100 mi de 

medio en cada malraz para luego esterili zar a 12 1 oC por 15 min a 151b. 
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4) Agar de soya lripticilSei" a (TSA ) 

El medio se compone de caldo de soya tript icascina y agar 

Se preparó 5 gil de agar tripticasei na a pH 7.5 se esterili zo a 12 1 °C por 15 mill n 151b y se 

di slribuyo en cajas pelri. 

5) Agar de soya lripticase;"a (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 MgS04 , 7 H,O, 5.3 g MgCl,. 6 H, O, 0.7 g KCI Y 0.1 g 

CaCb (ASW) pH 7.5 se esterili zó a 12 1 °C por 15 min a 15 lb Y se di stri buyó en cajas pctri. 
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Apéndice e 
Técnica de microscopia electrónica de barrido (scann ing electron microscope SEM) descrito 

por Bozzola & Russe" (1992) 

l . Se parle de células crec idas en fase exponencial en medio TSB con 24 h de incubación. 

El cultivo se centrifuga a 4.000 rpm y a la biomasa adicionar 3 mi de ghnaraldehido, 

después refrigerar por 24 h. 

2. Las células son lavadas con buffer de fosfatos de sodio al 0.1 M, 3 veces o más hasta 

eliminar lodo el glutaraldelüdo. 

3. Una vez lavadas las cé lul as se elimina por centrifugación (4,000 rpm) el buffer de 

fosfatos. A la biomasn obtenida se adic iona 14 gotas de OS04 y se incuba por 2 h en 

refrigeración. 

4. Deshidratación celular: 

En esta etapa se elimina poco a poco el agua presente en el interior de las células, 

mediante su exposición por 20 min, con cada concentración de acetona (30%, 40 %, 50 

%,60 %, 70 %, 80 %, 90 %, Y 100 %) Y así evi tar que se destm yan. 

5. Para el tratamiento con acetona al 100 %, la mues tra es colocada sobre papel filtro 

Watman con un poro de 0.1 ~ y a su vez se coloca en el interior de un porta muestras, 

e l cual se sumerge en acetona al 100 % Y se conserva a temperatura ambiente por 24 h. 

6. Después la muestra es colocada en desecador a punto crítico (Tousimis Sandra 780S). 

7. El pellet obtenido del paso an terior se di sgrega y monta sobre plata coloidal para 

posterionnente cubrir la muestra con oro y carbono. 

Tinción de Gram 

l . Colocar una gota de agua destilada sobre un portaobjetos, y junto colocar una asada de 

microorganismos (froti s). 

2. Extender la muestra en la parte media del portaobjeto y fijar la mediante la flama de un 

mechero a sequedad. 

3. Cubrir la muestra seca cristal violeta. Mantener por 20 segundos. 

4 . Lavar con agua destilada por 2 segundos. 

5. Cubrir el frotis con solución de yodo. Mantener por I minuto. 
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6. Eliminar el yodo con un disolvente (alcohol-acetona) por 20 segundos. 

7. Lavar con agua dest ilada y cubrir con safranina por 20 segundos. 

8. Lavar con agU<1 destilada po r 2 segundos y dejar secar para su posterior observación al 

microscopio. 

Tinción d e espora por el método Schaeffer-Fullon. 

l . Prepara frotis con la muestra y cubrir con verde de malaqu ita. 

2. Exponer el frotis a vapores de agua, provenientes de un vaso de precipitados 

conteniendo agua hirviendo, por 5 minutos. 

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

4. Cubri r el frot is con safran ina por 20 segundos. 

5. Lavar con agua destilada para remover la safranina. 

6. Dejar secar y dejar secar para su posteri or observación al microscopio. 

Determinación de movilidad en medio semi-sólido 

1. Prepara previamente, tubos con medio semi-sólido (Agar nutriti vo SIM). 

2. Tomar dos tubos uno corresponde al control (sin inocular) yel airo se inocula con el 

microorganismos por picadura a 2 o 3 de su profundidad. 

3. Después incubar a 37 oC por 48 h. 

Determinación de peso seco 

El peso seco (contenido de sólidos) de las cé lulas bacterianas que se encuentran en suspensión 

se obtiene por el secado de un volumen en un o horno a 105 oC hasta peso constante. 

La desventaja de este método es que componentes volátil es de la cé lula pueden perderse por el 

secado y puede existir alguna degradación. También la mueslra seca puede recobrar humedad 

durante el pesado, princ ipalmente si el ambiente ti ene una humedad re lativa alta. 

Detenninación de cata lasa y oxidasa 

La actividad de la cata lasa fue detenninada por la fomlación de burbujas cuando colonias de 

los diferentes ai slados por separado se colocaron sobre portaobjetos y se les ad iciono una gota 
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de t-h02 al 3 % (v/v). La rápida aparición y producción sostenida de burbujas de gas o 

efe rvescencia ind ica una reacción posit iva. 

La act ividad de la ox idasa fu e determinada por la ox idación de 1% (v/v) de IClramctil -p-fenil 

cncl iamina di hidrocloro según la técnica ele Benson (1990). 

ldentific.,cióll microbiológica por el sistema manual API (bioMérieux) 

Galerías API 20E sistema de identificación para enterobactenaceae y otros bacilos Gram 
negativos no exigentes: 

1. Seleccionar una colonia bien ai slada y preparar una suspensión del microorganismo 

(desconocido) con solución salina estéril. Mezclar con la ayuda de un Vortex. 

2. Colocar 5 mI dc agua destil ada en la charola y sobre ella colocar la lira AP I. 20E 

3. Con ayuda de una pipela Paslcur, ad icionar dentro de la cúpu la la suspensión de 

microorgan ismos tratando de no llenarlas tota lmente ADH, LDC, ODC, H2S y URE. 

Llenar completamente sólo las cúpu las CIT, VP y GEL. 

4. Para crear condiciones de anacrobios is. colocar en la parle superior de las cámaras de 

AOH, LOC. OOC. H2S y URE aceite mineral estéril. Después colocar la tapa 

5. Llevar a incubar a 36 oC durante 18-24 h. 

6. Interpretar resultados. 

Galeria API 20 NE sistema de identificación para bacilos Gram negativos no 
enterobacteriaceae y no fastidiosos: 

1. Seleccionar una colon ia bien aislada y preparar una suspensión de l microorganismo 

(desconocido) con solución sali na estéril. Mezclar con la ayuda de un Vortex. 

2. Colocar 5 mi de agua destilada en la charola y sobre ella colocar la tira API 20 NE 

3. Con ayuda de una pipeta Pasteur, rellenar las cúpulas desde el NO] al PNPG con la 

suspensión de microorganismos. 

4. Abrir una ampolleta de medio API AUX y transferir a ella 200 111 de la suspensión 

precedente. Homogeneizar 

5. Rellenar las cúpulas de los ensayos desde GLU al PACo 

6. Rellenar con aceite mineral estéril las cúpulas de los tres ensayos subrayados (GLU, 

ADH, URE) formando un menisco convexo. 
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7. Cerrar la cámara y llevar a incubar a 29 OC duran te 24 h. 

8. Interpretar resultados. 

Ext racción de DNA y purificación por método de Marmur (1961 ) 

Dicho método util iza cloroformo para el iminar las prote ínas de los lisados celulares. 
En la e;\tracci6n del DNA se han utili zado los siguienles reacti vos: 
• Tampón EOTA salino: NaCl 0.15 M EOTA Na 2 0.0 1 M pH 8.0 
• sos: Oodeeil sulfato sódico al 20 % (p/v) 

• Perclorato de sodio: NaCl04 5 M 

• Clorofonno-isopentanol: 24: 1 (v/v) 

• SSC: NaCl 0.15 M C itrato trisód ico 0.015 M pH 7.0 

L1S soluciones que se utilizaron son una dilución l/ lO (SSC x 0 .1) y otra 20 veces concentrada 
(SSC x 20): 

• SSC x 0, 1: NaCl 0.0 15 M Citrato tri sódico 0.00 15 M pH 7.0 

• SSC x 20: NaCl 3M Citrato trisódieo 0.3 M pH 7.0 

• Ribonucleasa: RNasa bovina I mglml, en NaCI 0. 15 M pH 5.0 

Previamente, se prepara una suspensión bacteriana en so lución sa lina 0.84% con el 
crec imiento bacteriano de un tubo de TSA de 48 h de incubación a 30 oC para 
posterionnente, tomar 5 mI de la suspensión e inocular 250 mI de medio TS B. Las bacterias se 
incuban a 30 oC en agitación (180 rpm), durante 48 h. 

El culti vo líquido se centrifuga a 6,000 rpm 15 min a 10 oC. Las células se lavan dos veces con 
50 mI de tampón EOTA sal ino. El sedimento rcsuILante, de 2 a 5 g de célu las en peso húmedo, 
se resuspende en 50 mi de solución EDTA salino. Se añade entonces SDS al 20 % hasta una 
concentración final del 1, %. L1 suspensión bacteriana se cal ienta entonces a 60 oC hasta que se 
produzca la lisis ce lular, la cual se detecta por un aumento de la viscosidad y por un cambio en 
el aspecto de la suspensión que pasa de turbia a opalescente. 

En el caso de bacterias que no son sensibles a la li sis por SOS, como ocurre por ejemplo con la 
mayoría de las baclerias Gram positivas, debe de rea lizarse un tratamiento previo al SOS con 
lisozima (en nuestro caso, la cepa a caraclerizar fue sensible a la li sis por SDS). 
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Los lisados celulares viscosos se enfrían para añadir la solución de perclorato hasta una 

concentración fin al I M. A partir de aquí se procede a la ex tracc ión de proteínas con medio 

volumen de c1oroformo-isopentanol, agitando los li sados durante 30 min . La agilación debe 

ser justa la necesari a para crear una emulsión. Una agitación muy vigorosa no es conveniente. 

Para eliminar la proteína se centrifuga el li sado a 12.000 rpm a 4- 10 oC durante lO mi n. 

Quedan dos fases, la superior acuosa que cont iene el DNA y la inferior clorofórmi ca. Entre las 

dos fases queda una interfase de proteína. La fase acuosa se extrae con mucho cuidado, con la 

ayuda de una pi peta despuntada o bien con una pipeta Pasteur con el extremo curvado, 

evitando así arrastrar la interfase de proteínas. 

El proceso de eX Lracción con clorofonno-isopentano l se va repitiendo hasta que quede muy 

poca proteína en la interfase. momento en el que se procede a precipitar e l ONA con ~ ta n o l del 

96 % frío. Para e llo se utilizan aprox imadamente dos volúmenes de etanol por cada uno de 

fase acuosa. El ONA 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 ONA no se enrolle bien y queden hebras de DNA suehas, se recogen 

centri fu gando 10 min a 6.1X)() rpm a 10 oc. 
El ONA se di suelve en 10 mi de SSC x 0. 1. El volumen de SSC x 0.1 utilizado dependerá 

también de la cantidad de DNA recogido. Una vez di suelto el ONA se ajusta la co ncentración 

a SSC x. 1 añadiendo 0.5 mI de SSC x 20 por cada 10 mI de SSC x 0,1. Posterionnente la , 
solución de ONA se somete a la acción de la RNasa, añadiéndose ésta a una concentración 

fin al de 50 ~I g/ ml e incubando durante 30 min a 37 oC. Una vez fin alizado el tratamiento con la 

RNasa se procede a repetir ex.tracciones con c1 oroformo- isopentanol durante 15 min hasta que 

quede muy poca proteína en la interfase. Una vez finalizada la purificación del DNA, éste se 

precipita con etanol frío y se di suelve en SSC igual como se ha indicado más arriba. Este 

proceso de precipitac ión y disolución se repite varias veces a fin de eliminar los restos de 

RNA que pudieran quedar. El DNA así preparado se guarda congelado a -20 oC o en 

refrigeración con unas gotas de c1orofonno. 

La pureza del ONA bacteriano extraído se determino por el cálculo 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 es tá libre de proteína y otros materiales contami nantes, las relaciones 
anteri ores tienen un valor entre 1.8 y 2 para (A 260 nm : A 280 nm) y entre 2,0 y 2,2 para (A 
260 nm : A 230 nm). 

Dete rminación del conlenido en G + e 
El contenido G+C de l DNA bacteriano se determinó a part ir de la temperatura media de fusión 
del DNA (Tm), obtenida al reali zar el perfil de desnaturali zac ión del DNA (Marmur y Doty, 
1962). 

En primer lugar, las muestras de DNA conservadas en SSC se precipi tan en etanol tal y como 
se ha indicado en el apartado anterior y luego el ONA se disuelve en SSC x 0. 1. 
Posteri ormente se procede a diali zar durante 48 h en SSC x 0 .1 a 4 oC, reali z:mdo 8 cambios 
de la solución de diáli sis. Este proceso permite eliminar contaminantes como caüones 
di valentes o restos de cloroformo. Para obtener el perfil de desnaturalizac ión ténnico, la 
solución de ONA se dilu ye en SSC x 0.1 hasta una absorbancia de DA a 260 nm. 
El con tenido de G+C fue calcul ado usando la ecuación descrita por Owcn & HiII (1979) que 
corresponde a: 

%G+C; (Tm -Tm E. col!) 2.08+ 50.9 

El Tm del DNA de referencia de E.coli NCTC 900 I es igual a 74.6 oC en SSC x 0.1 (Owen y 
Pitcher , 1985). 

Extn,ce¡ón de DNA gcnómico por kit Wizard (Promega) 

Aislam.iento de materi al gen6mico a partir de bacterias Gram positivas y Gram negativas 
Biomasa celular 

I mi de un cultivo celular de una noche se centrifugó por 2 minutos a 13,000· 16,000 x g*. 
El iminar el sobrenadante. 

A) Para bacterias Gram negati vas 

Suspender las células en 480 ~I de EDTA 50 mM . 

Lisis celular 

1. Adicionar 600 111 de solución (ll amada Nuclc i Lysis). Pipetear 
cuidadosamente, para mezclar 
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2. Incubar por 5 min a 80°C, entonces enfriar a temperatura ambiente. 

3. Ad icionar 3 J..tl de la solución RNasa. Mezclar, incubar a 37 oC por 15-

60 min , entonces enfriar a tcmperntura nmbien te. 

Precil)itación de proteínas 

4. Adicionnr 200 mi de soluc ión para precipitar proteínas. Agitar con 

vortex. 

5. lncubar en hielo por 5 min 

6. Cenlrifugar de 13,OOO- 16,OOOxg* por 3 min. 

Precipitación de DNA y rehidrlltación 

7. T ra nsferir e l sobrenadante a un tubo conten iendo 600 Jll de 

isopropanol a temperatura ambiente. Mezcbr. 

8. Cenlrifugar como en el paso 1 y decantar e l sobrenadante. 

9. Adicionar 600 mI de alcohol al 70 % a temperatura ambiente. 

Mezclar 

10. Centrifugar po r 2 min a 13,000- 16,000 xg*. 

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

12. Rehidr:nar el DNA con 100 mI de la solución rehidralante por 1 ha 65 

oC o por toda la noche a 4 oc. 

• Máxima velocidad en una microccntriruga 
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Determinación de proteína celular método descrito por Lowry el al., 195 1 

Preparación de soluciones 

Solució" A carbonato de sodio 

N,,(OH) (0.1 N) 

Na,CO, (2 % ) 

Agua destil ad •• 

Solució" B Ttlrlralo de No y K al 2 % 

Tartrato de Na y K 

Agua destiluda 

Solució" e Sulfato de cobre al J % 

Sulfa to de cobre 

AgU'l destil.ula 

Preparación de Reactivos 

Reactivo 1 

Mezclar: 

4 g 

20g 

1 litro 

2g 

100011 

I g 

100 mi 

Solución A (Carbonato de sodio) 

Solución B (Tartrato de Na y K) 

Solución e (Sulfato de cobre) 

50 mi 

0.5 mi 

0.5 mi 

Reactivo 11 

Reactivo de Folio cicalleau 1:2 en 

agua destilada 

Agregar 0.3 mi a cada tubo 
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Curva tipo para la determinación de proteínas 

l . De una sol uc ión estánda r de BSA 1 mglml hacer una dilución 1: 10 (0.3 mi de BSA + 

2.7 mi de agua destilada) y proceder a preparar la curva ti po de ac uerdo con el 

siguiente protocolo. 

Reactivo Reactivo 
Tubo USA (mI) n,o (mI) (Ilglml) 

I(ml) lI (ml) 

1 0.000 1.000 0.00 3.0 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 1.000 0.000 100.0 3.0 0.3 

2. Preparar 1.0 mi de las diluc iones adecuadas de la muestra problema 

3. Adicionar el reactivo I tanto a los tubos de la curva, como a los de las dil uciones de la 

muestra problema. 

4 . Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 

5. Adicionar el reactivo 1I tanto a los tubos de la curva, como a los de las diluciones de la 

muesrra problema. 

6. lncubar a temperatura ambiente 30 minulOs. 

7. Leer en el espectrofotómclro a 590 nm. 
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Determinad!)n por electrororesis capilar de iones (S0 4-2 y 520 j -
2
) (M illilJOre CIA 4000) 

El contenidote suUatos, nitratos, ni tritos, fosfa tos y carbonatos se obtiene del extracto en agua. 

Dependiendo de cua l sea e l ión que se qu ie re determinar, se ut ilizan dos e leclrOlitos de trabajo: 

una solución de crornato (para la determinación de los 5 iones) o bien, una solución ele sulfato 

de sodio (para la determinación de nitraros y ni tritos). 

Materia l 

• Tubos Eppendor de 0.5 mI de capacidad 

• Micropipctadc 1000 mI 

• Puntas para micropipeta 

• Pipeta de 10 mI 

• Vasos de precip itado de 50 mI 

• Filt ro en forma de pe ri nola 

• Jeri nga de 10 mI 

• Filtro de ni trocelulosa de 0.45 mm 

• Electrolito OFM waters 

• Solución de cromato o de fosfatos 

• Agua destilada y des ionizada 

Procedimiento 

l . Preparar las curvas estándar por medio de dilución de cada ión a partir de una solución 

de 4000 ppm hasta 5 ppm (Apéndice 1). Poste riormente, con la micropipeta toma 0.5 

mi de cada punto de la curva y colocarlas en tubos eppendorf. Marcar cada tubo par 

identifi carlas al momento de inlroducirlas en el carntsel. 

2. Con la micropipeta tomar 0.5 mI de la muestra obtenida de la ex tracc ión en agua y 

colocarl a en el tu bo eppendor. Marcar el tu bo para identifi carlo al momento de 

introducirlo al carrusel. 

3. Encender el equipo Walers Capi llary Ion Analyzer j unto con la computadora. 

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

muestras. 
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5. Presionar e l bolón open door para .-tbrir la pucl1a. Levantar y girar hacia la izquierda 

para retirar e l carrusel uti lizando la pe rilla blanca. 

6. Filtrar 36 mi del e1eclrol ito de trabajo, considerando que 18 mi son para el aná li sis de 

cada 5 muestras a anal izar en el carruse l; mientras que en el resto se coloca en el 

segundo frasco vacío del segundo carrusel. 

7. Colocar los tubos eppendor destapados y con las tapas secas en e l carrusel (se sugiere 

introducir primero la curva estándar y posteriormente las muestras). 

8. Regresar el carrusel a su posición original (posic ión E3 del carrusel al frente) y girar el 

capilar a su posición original. 

9. Colocar el frasco vac ió del segundo carrusel en la posic ión uno. 

10. Cerrar la puerta y pres ionar las teclas purgue, auto y mnnual para purgar el capilar 

durante 20 minutos. 

11. En la computadora , se real iza la siguiente secuencia: locali zar el botón inicio, 

programas, Millenium 32. Esperamos a que cargue el programa. Localizar Login, run 

simples y ve rifi car que esté seleccionado CIA. Aceptamos. En este momento aparece 

una ventnnn en donde a In izquierda se escribe el nombre de la Illuestra y a In derecha 

se observa el espacio para ve r el cromatograma. 

12. Cuando haya terminado el programa de purga de l analizador, se abre la puerta (door 

open) y colocar el frasco con elec trolito de trabajo (18 mi filtrados) en la posición uno 

el vació en la posición cinco. 

13. Presionar star y automáticamente debe apagarse faull. Esto indica que el equipo está 

li sIo para comenzar a programar el aná lisis. 

14. El programa consta de las siguientes teclas: 

• Simple: Es el número de la muestra que se anali za 

• Repetición: las veces que se van a repet ir la inyección, se presiona el número 2 

y posteriormente entero 

• Run lime: tiempo que dura la con'ida (4 min) 

• Éste programa se repite basta que se termine con el número de muestras 

presentes en el carrusel. 
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15. Concluida la programación, se presiona la tec la star en el anali zador y e l botón inyec l 

de la computadora. 

16. El orden en que aparecen los iones son: sulfatos, nitri to, ni trato, fosfato y carbonato. 

17. La computadora au tomáticamente guarda el c romatograma obten ido. Para visuali zarlo, 

en la pan tal la se busca la opc ión review data. channels y se acepta. Se abre una ventana 

en donde se observan columnas en las cua les se presentan los datos de la muestra, 

como su nombre , fecha y hora de análi sis. Para observar el cromatograma, se 

se lecciona la fi la que ti ene la opción de satin_cia. Se abre otra ven tana en donde se 

observan los picos obtenidos; en la pane de debajo de la pan talla, se observa el tiempo 

de retención y el área. Para c<'lda pico obtenido, ambos valores se registran en la 

bitácora . Este procedimiento se puede hacer mientras se anll li ntn las muestras. 

18. Cuando se ha terminado el análi sis, se abre la pUCJ1a, se ret ira el carrusel con las 

muestras y el frasco con el eleclroliro de trabajo del segundo carrusel. Se qui tan los 

tubos eppendor y e l electroli to de trabajo del primer carruse l. 

19. En donde había e lectrolito de trabajo, se co loca agua destil ada ambos en la posición 

uno de su respecti vo carrusel. 

20. Cerrar la puerta y poner a purgar por 20 minu tos para dejar el equipo li mpio. Al 

término. se apaga el anal izador y la computadora, cerrando todas las ventanas abiertas 

y utili zando la opc ión de apagar el sistema. 

21. los datos obtenidos se anali zan uti lizando una hoja de cálculo. A los datos provenientes 

de las curvas estándar, se rea li zan una regresión lineal para obtener una ecuación con 

un coe ficiente de correlación de 0.99. 

22. la ecuac ión obtenida permitirá obtener la concentración de las muestras problema en 

unidades de ppm . Posteriormente, se hace la conversión en mg del iónlkg material 

filtrante seco. 
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Apéndice 1 

En la Tabla 1 se presentan los iones que se utili zan para reali za r las curvas estándar. 

Tabla 1 Aniones utilizados para realiJ .. ar las curvas estándar 

Anion Concentración (ppm) Peso del reacti vo 

SO, . 4000 0.592 g Na,SO, 

NO,' 4000 0.600 g NaNO, 

NO, ' 4000 0.548 g NaNO, 

HPO, ,. 4000 0.598 g K, HPO, 

HCO,' 4000 0.707 g Na,CO, 

Electrolilo conccntr:ldo (cromato): en un matraz volumétri co de 1 li tro colocar 

aprox imadamente 300 mi ele agua destilada y des ionizada (18 megOhm); ad icionar 23.4 1 g de 

cromato de sodio tetrah idratado (Na2Cr04 * 4H20), {pH entre 7 y 12); agregar 68 mi de 

ácido sulfúrico 10 111M Y por último aforar el matraz hasta la marca con el agua desionizada. 

Ácido sulrúrico 10 mM: Adicionar 560 ~I de ácido sulfúrico en un matraz de un litro y 

posteriormente llene con agua destilada hasta la marca. 

Electrolito de trabajo: colocar 3 mI de solución BT-anión OFM (Waters C IA-Pak) en un 

matraz volumétrico de 100 mi adicione 20 mi de agua destilada y desionizada (18 megOhm); 

adicione 4 mi de electrolito concentrado (cromato); aforar el matraz con el agua. 

Electrolito de tra bajo (solución de sulfato de sodio): preparar una solución de sulfato de 

sodio 0.1 M. En un matraz aforado de 100 mi poner 10 mi de la solución de sulfato de sodio 

junto con 3 mi de la solución BT-anión OFM (Waters CIA-Pak) y aforar con agua desti lada y 

des ionizada sin agitar. 
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Editor' J. MUfTeU 

Ke)'WOrds 
B«JJI,IS, thoosullale-OJud'l!09 b,¡¡(tt'ua ; 

chfmohthoautotroph lC, 

A novd bacterium, strain BMP-I T, was isolated from a continuous wastewater 
treatment cullure syslem operating with a bacterial consortium. Ct-tts oflhe i$Olale 
were Gram-variable, aerobic, moderatdy halotolerant, mOlile and endospore
fo rming rods. Slrain BMP_IT grew chemolilhoautotrophically by oridation of 
thiosulfate 10 sulfate wilh a growth yield o( 1.07 g protein mol- I o( thiosulfale 
consumed. DNA G+C contenl was 43.8 mol%. hs ceJl wall had pePlidoglycan 
based on m-diaminopimdic acid, and the major componen! of fatt y acid was 
CI ~: O. The 16S rRNA gene analysis showed Ihat slrain belongs to Ihe genus 
Baúl/us, sharing a 995% of sequence similarity with Bueillul jeorga/i CCM 7133 T. 

DNA-DNA hybridizalion between the isolaleof lhis sludy and this strain was 44%. 
Thus, Ihe inc!usion of strain BMP- I T in Ihe genus BucilluJ is suggesled as a novel 
species and Ihe name Bnril/uf thioptlTUS sp. nov. (Typc slrain BMP_IT = BM-
8 -436 T = CECT 7196 T) is proposed. The scquencc of Ihe 16S rRNA gene has been 
deposite<! in GenBa nk wilh acccssion number DQ371431. 

Introduction 

Kelly (1989) described Ihe microbial melabolic ability of 
Ihe thiobaciIJi group, which indudes many sp«ies, 10 grow 
on reduced sulfur compounds using them as sources of 
energy and e1eclrons. However, with advanced systemalic 
analysis based on molecular phylogeny with 16S rRNA 
gene sequenee similarity data, Ihe genus Thiobncil/us 

has bun recently reorganized (Kelly el n/., 2000; Deb 
el n/., 2004; Kalayama I'!t al. , 20(6). Rdativdy fcw thermo
philic sulfur·oxidizing Buril/us species have becn ¡soJate<! 
and described. 8aeilluI sch/t:gt:Iii constituted Ihe firsl 
evidenee of Ihcrmophilic, spore-forming baclerium able 
10 aulolrophic groWlh on Ihiosulfalc and helerotrophic 
growlh in Ihe presence of hydrogen and carbon dioxide 
(Hudson I'!t al .. 1988; Ar"agno, 1992; Bcffa el al., 1993, 
1996). 

To date, fcw paptrs have been pubJished aboul chemo
litholrophic oxidize Ihiosulfate to sulfale by 8acillus, cap· 
abilily thal ¡s an unusual phenomenon (O.P. Kelly, pers. 
commun.). Hence, Ihis study ahoul Ihe Slrain BM P-I T, 

capable of aUlotrophic groWlh using thiosulfate, should be 
of grea! imeresl. 

r[MS Mouob>oIleu 211 (2001) 289-296 

Materials and methods 

Sample co lle ction 

A 15 mL sample was coUected from the bacterial consortium 
uscd in a continuous cullure syslem fo r wii1$tewater treal
menl operating in a double-waJled culture vesscl. The 
system was fed with a mineral medium at pH 7.5 and 
20gL- 1of sodium sulfide, while Ihe tempcralUre of Ihe 
culture was regulaled at 30 oC via a doscd thermOSlalic 
circulating syslem. The sample was cenlrifuged at 9000 g for 
20mi n at 5 "C and the pellct was used for enrich ment and 
subsequent bacterial ¡salalion. 

En ric.hment and isola t io n 

The pellel oblained from Ihe culture system was enriched by 
inoculaling ji into Sublette's medium (SLM) with slighl 
modifications (Sublelte & Sylvester, 1987). lts composilion 
was (all gL- 1

) 1.2 Na I HP0 4, 1.8 KH l P04, 0.4 
MgSO. ·7HzO, 0.5 NH.CI, 0.03 CaCh, 0.02 MnSO., 0.02 
FeO), 20 Naz.$IO) (anhydrous) and 1.0 NaHCO, thal was 
sterilized, separatcd by filtralion, adjusting (he pH 10 7.0. 
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rhe strain BMP· ] T was isolatw from Ihe tnrichment culture 

using a ~rial dilutions plating technique on Suhletle's 
medium wilh 1% (w/v) of Gd rite Gum (SMGG; Sigma) 

fo llowed by incubation al 30 oC fo r 5 days. 

Bacterial strains and culture condition 

Sua;n BMP_1T was maintained in 40% (vfv) glycerol al 

- 70 °e. Thi$ Slra;n was grown on SLM al 30 0e with rolary 
shaking al 180 T.p.m. for 84 h 10 test ¡IS ability 10 produce 

acid from thiosulfate. Growth rate was calculated by prolci n 
rneasurements using Lowry's method. SO¡l and 5l 0 i 1 were 

determined by capillary d CCITophoresis (Millipore CIA 

4000) according 10 Ihe Operator's Manual (method 
N-60la) and decreaSf: in pH was measurw with a pH meter 

(Corning 125). A control wilhout added (tlls was proccssed 
10 determine abio lic oxidalion of th iosulfate. AIl reporled 

results were average values of atleasl three delerminations. 

Bacillus jeolgali CCM 7133 T reference strain was used for 
phenolypic characleriz.alion and DNA-DNA hybridiz.ation 

sl udies. It was grown on a t ryp t icase soy broth (TSB) 
medium supplemented (ASW ) as described by Yoon el al. 

(2001). 

Growth experiments 

Comparison of chemoli thoautotrophical growth among 

BMP_IT and B. jeolgali CCM 7 133T was carried out on SLM 
at 30 ~ C with rotary shaking al 180 r.p.m. during 6 days. 

Previous!y, cells o f B. jrotgali CCM 7133T and BM P-I T were 

adapted 10 SLM mediu m at 30 "C for 4 days. Afterwards, 
samples were centri fuged al 9000 g fo r 20 min at 5 oC and the 

pellets were washed twice with 0.85% (w/v) NaO. A total of 

I mL of cells with an oplica! density 00460 nm of 0 .5-0.8, as 
measurro wilh a spect ropho tomeler (UV-120! Uv-Yis Shi

madzu), was lakm and inoculaled on SLM. Subsequently, 

cell-p rotein concentration and decrtase in pH were 

measured, as described aboye. 

Phenotypic characteriution 

Slrain BMP_I T was cullured al 30 "C on trypticase soy agar 

(TSA) medium, TSB and on SMGG lo observe ceU mor· 

phology by optical microscopy and scanning electron mi 
croscopy (SEM). Cclls from exponentiaJly growing culture 
were prepared using the method described by 8oz:zob & 
Russell (1992) and observed wilh a SEM microscope (jEOL 

model ISM·59OQLV). Extracellula r deposi tion of elemental 
sulfu r produced from stra in BMP_IT growth in SLM was 

observed using a phase-contrast microscope (Olympus 

model BX5 1). Morphological characteris tics o f colonies of 
strain BMP. ¡T cultured at 30 "C on TSA, TSA+ASW and on 

SMGG medium were observed. Moti li ty, calalase and oxi· 

dase test were performed by routine techniqucs. Spore and 

c: 2007 fede<allCtlol E ", OpI!~ MicfClbiolooial ~11t'S 
l'ubliII'Ifd by aa.d< ...... JIutIIMing Ud Al rights ri!'\otMd 

B.M. !'érez·lt),alla el al. 

Gram stains were performed as described by Benson ( 1990). 

Tolerance 10 5%, 10% and 15% (w/v) NaCl, as well as 

growlh ~ I different lempentures (10,30,35 and 45 oC) were 

tested in flasks containing 100 mL ofTSB. Physiologic.al tests 
were performed wilh AI'I 20 E and API 20 NE kits 

(hioMerieux) using rhe melhodology of Benson ( 1990) and 

Logan & Berkdey (1984). 

Chemotaxonomic: cha racterization 

The isomer type of d iaminopimdic acid within peptidogly. 

can was determined in the cell mass as described by Staneck 

& Roberts ( 1974). 
Cclls were incubated for 48 hin TSB, and later harvested 

by centrifugat ion fo r quantilative analysis of eellular fany 

acid eomposi tion: then washed with saline solution to 

remoye medium and Iyophilized overnight. Lyophilized eells 
(e. 100 mg d ry weight) were saponified and fauy acid methyl 

eslen were prepared following microbial identification 

(MID!) system instructions. GC analysis offatty acid methyl 

esters was carried out wilh a Perkin·Elmer gas chromato
graph (AutoSystem 90(0) and with a flame ionization 

detector on a fused siliea capillary column Supelco SP 2560 

( 100 m x 0.25 mm )( 0.2 mlJ. film Ihickness) aeeording 10 

Badings & De Jong (1983). 

DNA extraction and purification 

BMP_IT and B. jeotgali CCM 7133T slrains cdls were 
ha rvested, washed, suspended in 0.15 M NaCI-O.1 M EDTA 

buffer (pH 8.0) (5g wet weight in 50 mL ofbuffer) and Iysed 

wilh Iysozyme (lOmg) at 37 °C and wilh sodium dodecyl 
sulfate (2% final conccntration) al 60 oC. DNA was extracted 

and purified by the Marmur (1961) method. 

DNA base composition 

ONA G+C content was determined by the Marmur & Doty 
(1962) method and G+C content was calculated using the 

equation described by Qwen & HiII (1979). 

Preparation of JH-Iabelled DNA and DNA-DNA 
hybrldization experiments 

DNA was rad ioactively labelled with a commercia! kit mull i
prime syslem, using (i ',2',5. J H) dCTP (Amersham). The 

average specific activity obla ined with this proadure was 
8.8)( lO'c.p.m. l.Ig DNA- I

. ONA-ONA hybrid ita tion was 

carried out by the competition procedure descr ibed in detail 
in Arahal el al. (1999). Hybridiulion experiments were 

carried out under optimal conditions with temperalures 
ranging between 48.4 and 48.5 "C, described as Ihe valid 

limits of the filt er method (De Ley & Tijtgat, 1970) and Ihe 
percenlage of hybridization was caJculated as described by 

HMS MocrobooIltn n1 (2001) 289-M6 



Jo hn~n (1994). R~por l ~ d DNA rda l ~d n~ ss valu~s wer~ Ih ~ 

mnn oflwo independ~nl del~rminalion s. 

165 rRNA gene sequencing an d phylogenetic 
analysis 

The 16S rRNA gene (-1500bp) of strnin nMP_1T was 
almos! fuUy amplified using primees S' -AGACTrT 
GATCMTGGCTCAG-3' and 5'-TACGGYTACCITGTIAC 
GACIT-3' (Sigma Genosys). PCR reactions (25 IJL) con
Slsted of 1.5IJL of each primer ( IOpmolmL- 1

). 2.5IJL of 
10 x buffer. 2.51JL of 25 mM MgCh. 0.51Jl of each dNTP 
(10 mM ). S ¡.¡L of 5 x Q-Solution. I IJL of genomic DNA. 
10.3 1JL of steriliud diUilled water and O.2 IJL of Taq DNA 
polymerase (2.5 U IJL -1) (Qiagen). PCR cyd ing parameters 
included an initial denaturalion al 94 oC for 5 min followed 
by 34 cycles of 94 oC fo r 30 s. annealing al 53 oC for 30 s. 
extension al 72 oC for I min 30 s and a postamplifi.calion 
incubalion al 72 oC for 7 mino PCR products were visualiud 
in 1% agarose gel; cloned inlo TOPO-TA pCR 2.1 veclor 
(Invilrogen) and used to transform Escha-ichia coli TOPIOF 
(lnvitrogen).competent cells. Plasmids were sequenced for 
both DNA Slnnds using plasmid universal and inlernal 

primers. Sequencing reactions were performed using ASI 
SigDye (PE Applied Siosyslems) terminator sequencing 
chemistry, and reaClion producls were separale<! and de
tected using an AnI 310 capillary DNA scquencer. Conligs 
were assemb1ed; base-caIling differences resolved using the 
CHROMAS program v. 3.1. 1 (Gene Codes, Ann Arbor, MI ) and 
a consensus sequence oblained. 

Phylogenetic analys is 

16S rRNA gene sequence of slrain BMP- I T generated in Ihis 
work was aligned with Ihe 16S rRNA gene sequences ofolher 
Bacillul oblained from Ihe EMSUGenSank dala sel. The 
alignmenl of Ihe sequences was carried out usi ng CWSTAl w 
software (Thompson tr al .• 1994 ) and adjusled manually. 
Alignment contained 1354 nucleotides from 28 species of 
Bacillul genus and five species from other genera Ihat were 
used as oulgroup. To determine which modeJ of sequence 
evolut ion best fitted Ihe dala set of Ihis 5lUdy. a nesled 
likd ihood rat io lesl was performed using MOOElTfSf v. 3.04 

(Posada & Crandall. 1998). Phylogenelic rdalionships were 
inferred using the maximum-likelihood (ML) method. Ten 
random laxon addil ion heuristic searches wilh Ihe Iree 

Table 1. Ma lll diffefenlial char.)(tefislicsof str~ BMP-" and otOO relaled ~iM belonglng 10 lhe genus BaciHus 

Char~er isl ic 2 , , 5 6 7 

Temptfalure 01 growth ( ·C) 
M,mmum " 

., 30 ., 
" 50 50 

Opllmum 3G-35 3G-35 27-30 30 40 " " Growth ... Na( I 

'" • • • • • • • , ... • + • 
pHophmum 7.0 7.0-8.0 1.5-8.5 7.0 ' .0 70 5.7- 1.5 

Ca1~se • • • • • • + 
o .... ~ • • 
RedUClIOO of nitrate • • • + 
Hydrolysis 01 

Msc:uli/lt • • + • • 
Ge-Ia\ll"l w • V + • 

Asgln./It dlhydrolase acllVlly NO 
Ulease actlVity • • 
AulmilallOl"l 01 

G"'~ • • • • • • 
A"""", NO NO NO NO • 
Ma/WIIloj NO + • • 
N-Kelyl-qlucOSilITllIIt • • NO • NO 
M;o,~ • + • • • NO 
Gluconale • • NO • NO 
Citrate • NO NO • • 
SucrOS! • NO NO • 

ONA G+C eOOltol (moI %-) 43.B " 42.2 41 .4 35 ., 42 

SIJalflS. 1. Slralll BMP-!'; 2. 8. ;eotgaliCCM 7\33' Yoon el aJo (2001); 3. 8. borOfliphilus OMS 17376' Ahmed el al. (20071: 4. 8. firmus D5M 12' Suresh 
el al. (2004). Abde-Ikaf, el al. (2005); S, 8. cohniOSM 6307 ' TáiJbeI el al. (20031. Suresh el al. (20041. 6. 8. megalerium MTCC 1684 T~bet el al. (2003). 
Surr91 el.a/ (2004). 7,8 pumiM; ATCC 7061' tvanovur al. (1999l. Suresh el al (20041 

+. po\ItJVt. - . negalNe. w. weakly pos¡tivt; V. vanable: ND. nol delerm.ned 
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bistetion TtcOnntClion (TBR ) branch swapping optíon werc 
conducted using PAUp · 4.0b1Q software (Swofford, 2002) . 

Gentli, distances among species were est imat«l by thc 
Kimura method (Kimura, 1980). Robustntss orlhe ML Irtt 
was evaluated usi ng bootstrap of 100 replicalC$ (Fdsenstein , 
1981). The trte was drawn using Rf;TJIEf. and DRAWGRAM from 
PHVLlP (FelsenSlti n, 1999). 

Results and discussion 

Phenotypic chara cterization 

Thc slrain BM P· I T wa.s a mcsophilic, acrobie, Gram-variablt 
motile bactnium that formed groups of 2-4 ,di chains. 
Cdls wcre rod-shaped mcasu ring O.5-0.7~m wide and 
1.0-1.7J..Lm long in 48h TSB cult ure al 30 °C. Growth in 
SLM mcdium produad cxogenou$ sulfuT from thiosuUatc 
oxidarion, whilc pH {el! from 7.0 10 2.5. Gram -stain oí Ihis 
culture al pH 5.8 showed endospore rormation at ¡he central 
posi tion. Colonies grown on SMGG afier 3-5 days incuba
tion were small, circular with smooth rnargins and bright 
yelJow in color due 10 elemental sulfur. Ability to deposit 
extracelJular sulrur was also observed in sorne Slrains of Ihe 
genera ThiobacillllS, Thiomicrospiro, Sttlrkeya, A.ádithioba

cilllls, Htllothiobtlálllls and rllermithiobacilllls (Kuenen 
tl al., 1992; Kel ty & Wood, 2000; Kelly t t tl l., 2000). 
Furthermore. colonies grown overnighl on TSA al 30 oC 
were circular. with smooth margins, cream-white in color 
and 0.8-1 mm in diamtler. Slrain BMP_IT grew in 5% (w/v) 

NaCI but did not grow in the presence of 10% and 15% (wl 
v) NaCt. Growlh was observed al 30, 3S and 45 oC bUI not at 
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10 °e. Optimal growth temperalure on TSB was 30-35 oC al 
pH 7.0. Airo, slrain BMP- ¡ T was posilive forcatala se, nitrate 

reduclion, hydrolysis of aesculine and weakly positive 10 

gelatin, assim ilation of glucose. PI -acetyl-glucosarnine, 
mallose, gluconale, adipic acid, malatt and ci trale bul 
ntgative for oxidase reaclion, Iysi nt dtc~rbo:ry l ase , arginint 
dihydrolase, \lrease activity, para-nit rophenyl-p'D-galacto
pyranosidase, ornithine decarboxylase, ortho-nit ro-phenyl
(l-o-galactopyranosidt, fermentation of glucose, hydrogen 
$ulfide, tryptophane deaminase, production of indole, acet
oin, fermentalion of mannitol, inosilol, rorbitol, rhamnose, 
sucrose, meJibiose, amygdalin, and arabinose, assimilation 
of mannose, capric acid and phenyl-acetate. Table 1 show$ 
other features of strain BMP_¡T compared with closely 

related specics of genus Bacillus. As can be observed, BMP
l T showed phenotypic features similar 10 B. jtorgali CCM 
7 133T. Both mains were Gram-variable, motile, rod-shaped 
and endospore forming bacterium. On the other hand, 
BMP_I T grew adequalely in TSA while B. jtotgtlli CCM 
7J33T grew poorly. When grown on TSA+ASW, BMP. ¡T 
generated circular cream-while colonies with smooth mar· 
gins, while colonies of 8. jtorgnli CCM 7133T slrain were 
cream-yellow in color and colo nies of B. jtorgtlli YKJ·II 
str¡ain was lighl orange-yellow in color. ¡according 10 Yoon 
t. t tll. (200 1). 

Growth and thiosulfate oxidation 

Figure 1 shows Ihe ¡autol rophic growlh ofBM P. IT in SLM 
with sodium Ihiosulfale u the $Ole energy sou rce. Oose 
coupling of cell-protein incre¡ase wilh thiosulfatt. disappcar
ance, as weU as a slower subsequenl ¡ncrease, is probably 

(b) " 'S 
14 

" , • 12 O 

"' I 10 o , 
¡ 8 
~ 
< • 6 '. 'l. 4 "' ~ 

* 2 , 
• ~ • w O 

O 12 24 ,. 48 60 72 84 96 

TIme(h) 

FIg. 1. Strain aMP-1' thlOSUltate-oooizing capacity in SlM (a)coocomitant bacteflalgrowth 01 strain ( .Á): pH decfefSe(. ): (b) time-<:oursesof Q)l.id~tion 
01 thiosul l ~ t e (_ ): ptoduclion 01 sulfate (0). 
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Fig. 2. ML 11" on lhe !>aS/s 01 16S rRNA gene sequences, The Ir" is in lerre<! ¡rom a dau sel formed by 28 species of 8a<iIJus wíth 1354 nucleolide!; . The - ~ ~~elihood is al 7369.903. Branch lengths are proponionlll 10 lile infeffed amoonl of nocleotde substitulioos. NumbefS beIow intemal nodes show MI. booUlrilIp dade I~ncies . GenB.lnk KCession r'lUmber lar lhe 16S rRNA gene sequenc;es of n rain BMP-" is 0037 1431. 

dut lO slow oxidation of accumulattd sulfu r. Calculating 
thtse data, Iht amount of sulfatt formtd would se~m lO 
only account for aoout 57% of Ihe addtd thiosulfalt. 
Tht rtst remaintd as an dtmental sulfur precipitate. 
Thus, IhiO$ulfatt was nOI <ompltldy oxidiud. Wilh an 
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initial thiosulfal t concenlrarion of 127 mM, and an 
incr~a.sc in cdl-prottin of 136mgL- 1 from timt O lo 
48h, the growth yidd was 1.07g proltin rnol- I of con
sumed thio$ulfatt or 1.64gdry weightmol- I of consurntd 
thiO$ulfate, 
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fig. 3. (a) ComparliOll of abil'ly 10 9'QW cht'!moIllhoaulouoplllcally on IhlO!.Ulfale between Slra,n BMP- 1 l (. ¡ and BiKiI1usjeorgali (CM 1133' in SlM 

( Á ): (b) Charoges of pH by BMP-! ' (0 ) ilnd B. jeorgaliCCM 71]3' (. 1. 

Phylogenetic position of the isolate 

Suain BMP_1 T was assigned 10 Ihe genus Bacil/u5 bascd on 

biochemical and morphological criteria. To confirm these 
rt$ults, Ihe 165 rRNA gene sequence was obtained and 
phylogenetic ¡naly!is was carried out. Maximum likdihood 
Irte with sorne spccics of Ihe genus Baci/lus yidded a seon: 
of - In 7369.903. This ML Irte placcd Bacillus BMP-l T 

nesled in a clade with sorne spccies of Ihe genus Bacillus, 
with a 62% boolstrap value, as Ihe oldes! group orlhe clade 
Ihill contained bolh slrains of 8. jeotgali. Baci/lw boroniphi
IUl, Baci/lus sp. MB5 and 80cillus sp. Pecll (Fig. 2). Slrain 
BMP_IT showtd 99.5% 165 rRNA gene similarilY wilh 
B. jwtgllli CCM 7133T

, B. boroniphillLS DSM 17376T and 
97% wilh Bocillus fir"lUJ D5M 12T

. h also showtd 98% 
,imilarity with BaállW.l sp. MBS and 99.8% similarity wilh 
80cillus 'p. Pecll, a specics nOI yct va1idly dcscribcd. High 
dcgrcc of similarity among strains of thel 65 rRNA gene 
suggests that aU of them may helo ng lo the same spccics. 
NeverthdeS5, there are examples of slrains and species w;th 
vcry high 165 rRNA gene sequences identi ty that diRá 
markedly in their DNA-DNA hybridization values as well 
as in their morphological and biochemical characteristi, 
Ihat are frequently uled 10 separate one spteies from Ihe 
other (Mardnez-Murcia el 01 ., 1992; Jaspers & Overmann, 
20(4). High sequen<:e identity could be expeettd in Bocillus 
as Ihe elole of evolulion of !he ¡65 rRNA gene is cxceplionaJly 
low due a bottle neck in its evalution (Palys el 1l1., 2(00). As 
the key propcrty of BMP_I T is its ability to grow chemo
lithoaulolrophically on Ihiosulfale, for comparison, B. jWI
gali CCM 7133T was Ic:sted for this (eature growing on SLM 
during 6 days; results are shown in Fig. 3. The strain 
describcd in this study grows chemolithoautotrophically on 
Ihiosulfate in 0-3 days, has an increase in ceU-protein of 
14 3 mg L- \ a decrease in pH 7.7-3 and sulfur deposits 

~ 2007 fO,llOl al EuropNn ~ Soóeties 
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Table 2. l evels 01 DNA-ONA rÑledness,¡¡mong!he stroilins BMP- , , and 

8«iltusjeotg,¡¡IiCCM 7133' 

UnI.1belled DNA 110m 

BMP- I' 
8IKiIIlJS~IiCCM 7133' 

HomoIogy (%1 with J H-Ia ~ 
DNA fmm strains 

aMPo"~ 

. 00 
44 

B.KilltLS jt!olgali 
(CM 7133' 

4S 

'00 

appcar in Ihe medium. Bacillu$ jealgoli CCM 7133T did nOI 
grow from O to 4 days. cdl-protein was 54mgL- 1 and pH 
remaintd Ihe same, as thiosulfate was not oxidized 10 
sulfate, and sulfur was not observed. This resull confirms 
Ihat B. j~lgali CCM 7133 T cannot grow aUlotrophicaUy. 

DNA-DNA hybridization 

The ONA hybridizalion values helween strain BMP- ¡ T and 
B. jeolgali CCM 7133T were 44%, and 45% for Ihe reversc 
hybridization. Thesc low hybridizalion percenlages c1early 
demonstrate that isolale BMP- l T and B. jtOlgnli CCM 7133 T 
represent two different spteies (Table 2). 

Chemotaxonomic characteristic and ONA base 
composition 

BMP_IT
, B. jeotgali CCM 7133T and B. boroniphilus DSM 

1 7376T contained in the peplidoglycan of their cell wall m· 
diaminopimelic acid as diamino acid. However, Ihe cellular 
fally acid profiles oí BMP-I T were very different due 10 Ih ~ 

faet that it had C.,:o as the major fatty acid (77.3%), while 
for B. jWIgali CCM 7133T and 8. boroniphilus DSM 17376T 

Ihe values for iso-C.5 : 0 were (-49.3%) and (44.8%), respce
livdy (Table 3). DNA G+C conlent of strain BMP_IT was 
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b.oI.Juon an<! (har Ktenzalion o , 8«illus rhioparus sp m 

Til ble l . Tota' (e!'u\a, lalty ac:id proli!es 01 sttains BMp·, '. 8«ml.lsjf!olgiJlr eeM 7 \33' and 8aciJlus boronipl'rIM DSM 17376' 

huy acid (omposIllOn ('Mo) 

e'6 ,w7c e'6 , i-e n e Summed 
Suarns ¡·e , .. e e, .. e ¡.e,~ o ~,·e,~ o e,~ o ,·e'6 o e'6 o akohof wl1( ¡·e n o ai.(n e w"" fealLlre <l" 

8.KIIIvs¡eotgiJh " 13 '" 88 " " ' .5 50 " ' .7 7.5 6.6 
(CM 7\33" 

8KrMus botrxHpMus 07 064 '" 12.5 1.6 1.5 1.5 " 5.0 ,., 69 6.8 
DSM 17376" 
BMP.I' e,o o (" o C" oo C, .. ·o e,s o e,s , ( ' 6 , (17 o 

0.04 '" O" '" 77.30 5.26 ' .08 5.09 

"$ummed fealule leprMeflU groups al lWO or Ihltt> lal1y ac.as whoch (ould 001 be stpalaled by Gt( Wlth lhe MI O! syslem. Suml'Tlf!d leall.lre <1 

(anta,ne<! one 01 more 01 Ihe follow'nglal1y ac.as: TSQ.(" . , I ancVOf anteiso-C 17 , B. Sutl,. C ,ndic~tes ci! isomer. 
'Data from Voon el al. (2001). 

IDal. hom Ahmed el al (2001) 

<1 3.8 mol,*" whilt for B. jeotga¡; CCM 7 133 T and B. OOroni· 
phi/Uf DSM 17376T it was <1 1 and <l2.2 mol%, respeclively 
(Table 1) in agrtemenl wilh Olher Bacillus genus reports 
(32-69 mol%). Therefore, based on important differenees in 
fa uy acid profiles, ine.llpacity of B. jwtga/i CCM 71 33T to 
grow chemolithoaulolrophically on th iosulfatt and low 
hybridization percentages, it is suggtsted that isolatt 
BMP· 1T and B. jeotgafi CCM 7133T represent two differcnt 
species, and Ihat tht BMP_IT strain represent.s a ntw spccits 
of the genus Bacillu5, fo r which the ntw name 8acil/us 
thioparu$ is proposed. 

Description of B. thioparus sp. nov. 

Bacillu$ thioparu$ (thi.ópar.us.Gk. n. thio$ sulfur; L. v. paro 
produce; M.L. adj. thioparus sulfuT-producing). 

In 48 h TSB culture, crlls aTt Gram.vuiable, atrobie, 
motile rods occurring in p ~ i rs or short e h ~í n s, measuring 
0.5-{).7 by 1.0-1.7 ).1m. In Sublctte's medium (5LM) 
thiosulfilte C.II n be uscd as an energy SOUTa". thus ~ nabl 

íng chemolithtrophie growth. Gram·stain of Ihis 
culture .lit pH 5.8 showcd endospore formation at tht 
central position. Tht mcd.ium bteomes turbid and sulfur 
prtcipitales during incubation. Colonies are bright y~ U ow 

in color, smaU, circular with smooth margins on 
5MGG. Growth oceurs at 5% (w/v) NaCl but nOI at 
10-15% (w/v). Optimal growth I ~mpe ra t ur e was 30-35 oC 
wilh a pH 7.0 in TSB. Calalasc-posilive ilnd oxidase
ntgative. In Ihe M I 20E and API 20NE strips. nitrale 
was rcduccd and Wtakly positivc lo grlatin, hydrolysis of 
atsculine, assimilation o( glucose, n-acetyl·glucosami ne, 
mallOse, gluconate, malate and citrate were posil ive 
bul reactions (or ONPG, arginine dihydrolase, hydrogen 
sulfide, urease aetivi ty, tryptophilne deaminasc, produetion 
of indolt, acetoin, para-nitrophtnyl-l1-o-galactopyranosi. 
dase, fermentation of glucose, mannitol, sucrose, amygdalin 
and arabinose, assimilalion o f mannose. capric acid, and 
ph~nyl-ilce t ale were ncgal ive. Major fa tty acids aTe CIS;Q 

HMS M1CJcboIltU 211 (2001) 2119-296 

(77.30%) and C 16 : I (9.08%). DNA G+C conttnl is 
43.8 mol% (Tm mt thod ). Cell wall contains peptidoglycan 
of m-diaminopimelic acid Iype. Type strain BMP. IT 

(BM -B-<l36T = CECT7196T ). The scquenceof lhe 165 rRNA 
gene was deposittd in GenBank with the numbtr DQ371<131 
and isolated (rom a eonlinuous culture system for wasle
waltr trealmenl operating wüh a bacterial consort ium. 
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List of new names and new combinations previously 
effectively, but not validly, published 

The purpose 01 Ihis announeement is to elleet the valid publication 01 the lollowing effeclively 

published new names and new eombinations under the procedure deseribed in the 
Baeterio/ogica/ Gode (19.90 Revision). Authors and other individuals wishing lo have new names 

and/or eombinalions ¡neluded in future lists should send three copies 01 the pertinent reprint or 
photocopies thereol, or en electronic copy of the published paper, to the IJSEM Editorial 

Office lor confirmation thal all 01 the other requiremenls for valid publication have been mel. It is 

also a requirement 01 IJSEM and the ICSP Ihal authors 01 new species, new subspecies and 

new combinations provide evidence thal types are deposited in Iwo recognized culture 

collect ions in two different countries (i.e. doeuments certifying deposition and availability 01 

type sttains). Il should be noted thal the dale 01 valid publiealion 01 these new names and 

eombinalions is lhe date 01 publieation 01 this list, nol the dale of Ihe original publication 01 the 

names and eombinations. The authors 01 the new names and combinations are as given below, 

and these aulhors' names will be included in the author index of Ihe present issue and in the 
volume author indexo Inelusion 01 a name on !hese lisis validales the publieation 01 the name and 

thereby makes il available in bacleriological nomenclature. The ¡nclusion 01 a name on this lisl is 

nol lo be eonstrued as taxonomie aeceplance 01 the l axon to whieh the name is applied. Indeed, 

sorne 01 these names mayo in time, be shown lO be synonyms, or Ihe organisms may be Iranslerred 

to anolher genus, thus necessilating Ihe ereation 01 a new eombination. 

Propos.cd u ; Nomcndalun.1 type- Priorityt Rcfcrence 

BAcillUJ IhioP'!ram corríg. Perct-lbarra tI al. sp. nov. Strain BMP-I ( - UBM-UNAM BM-B-4J6- CECT • 
2007 (Bacillus thiAparul (Jiem 7196) 

Clonridium AJfHlrtlgiforme Mohan tt Al. 2007 sp. nov. Slrain N6 (-DSM IS981-CCUG 48471) 6 3 
HA/omonas AI/uI/iphi/A Romano t I al. 2007 sp. nov. Slrain 18bAG ( "' DSM 163S4 = ATCC BAA-9S3) 3 , 
Ltgiontl/A implttiw/i Kuroki t t Al. 2007 sp. nov. Strain OA I- I ( - JCM 13919- DSM 18493)S • 2 
kgionel/a y¡¡buuehiat Kuroki tt Al. 2007 sp. nov. Slrain OAI-2 {- ICM 14148- DSM 18492)11 • 2 
TtrriglobuJ Eichorsl tt Al. 2007 gen. nov. TerriglobuJ TOstUJ Echorsl ti Al. 2007 , 
Tffriglobus roscos E¡chonl el al. 2007 sp. nov. Slraín KBS 63 ( - NRRL B-41 598- DSM 18391) , 
ThiohAIAphiluJ Sorokin t I Al. 20071 gen. nov. n.iohalophilus thiocy¡¡natoxydAns corríg. Sorokin 2 6 

tt al. 2007* 
ThiohAlophilus th iocyanaloxydans eorríg. sp. nov. Slrain HRhD 2 ("" DSM 16326"' UNIQEM U231) 2 6 

Sorokin tt AL 2007 (Thiohawphi/os 
thiOCYilnOridAns (Iie))" 

ror rtruences 10 Validalion LisIS 1-71, s« lnl J SyJt BACleriol49 {I999} 1325. lisis 72-116 were published in Int J SyJ t E>'QI Microbiol SO (2000) 3, 

423,949,1415, 1699,1953: and SI (200 1) 1, 263,793. 1229, 1619,1945: and 52 (2002) 3,685, 1075. 1437, 19 15, and 53 (2003) 1,373,627,935. 

1219, 1701 ; and 54 (2004) 1. 307. 631, 1005, 1425,1909; and ss (2OOS) 1, 547,983, 1395, 1743.2235; and 56 (2006) 1. 499, 925, 1459, 2025, 2507; 
and 57 (2007) 1.433,893, 1371. 

• Ab br~ i alions 01 cullure collections ciled in Ihis list can be found 1I http://ijs.sgmjoumaJs.orglmisc/collcctions.d tl 
tPriority number assigned aecording to Ihe da le the documenlalion and requcsl for validalion are received. 

tlbe specific t pithel hu becn eorrecled on vaJidalion according 10 Rule 61. lbe ctymology is Ihe fotlowing: Gr. n. thion sulfur; L. parto adj. PIl'AnJ 
producing; N.L parl. adj. thiofHIrans sulfur-producing. 

SIn Ihe dTeclivc publication. the l)'pe slrain DSM 18493 is ci led as DSMZ 18493. 
IlIn Ihe efTeclive publicalion, Ihe Iype slrain DSM 18492 is cited as DSMZ 18492. 

65495 (C) 2007 IUMS Printed in Great Btitain 1933 



VahdattOfl lis! 

' Accordmg 10 Rule 65(2 ), Ihe genus Ilallle Thiohll/ophilws mUSI be in Ihc muculinc gendn, nOI in Ihc ncuter gcnder u cita! in Ihe effcclivc 

pubhanion. Thc dymology is the following: Gr. n. thiol! 5ulfur; Gr. n. halJ h%J sal!; Gr. adj. philos loving; N.L. maJ("o n. Thiohawphi/w$ Julfur and 

sah loving. 
IfThe nomcncblun.lty¡>C has been providcd on validation. 

" Thc spcdfi c cpithel has 11«-n corr«t«l on validalion ¡ccordíng 10 Rule 6 1. The dyrl1010gy is ¡he following: N.L. n. thiocyallaJ .alfs th ioeyanate; 

N.L parto Idj. axydall$ oridizing: N.L parto Idj. thiocyanaroxydans thioqanate·o~ id i :ting. 
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