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RESUMEN

Cinco cepas denominadas USBA 3, USBA 43, USBA 46, USBA 53 y USBA 58 fueron
aisladas de un Manantial Termal en Paipa, Boyaca, estas se encontraron relacionadas
con el género Desulfacinum con una similaridad cercana al 93%. El analisis y
comparacion de la secuencia del 16S rRNA entre estas 5 cepas, el valor de la similitud
obtenido con relacion al género Desulfacinum y diferencias fenotipicas identificadas
previamente, permitieron concluir que este grupo podria constituirse en un nuevo género
microbiano. Para realizar la caracterizacion fenotipica en este estudio se seleccioné la
cepa USBA 53 como representativa del grupo. Las células de esta cepa son ovoides o
bacilos cortos (0,04 um de largo por 0,02 um de ancho), no moviles, no formadoras de
esporas y Gram positivas. Su crecimiento ocurre a una temperatura de 50 a 62T, y la
Optima es de 57<C. El rango de crecimiento a una co ncentracion de NaCl es entre 5y 30
g/L, con una concentracion optima de 25 g/L de NaCl. El rango de pH se encuentra entre
5.7 y 7.7 con un pH 6ptimo de 6.75. En presencia de sulfato, este organismo puede
utilizar formato, propionato, butirato, valerato, isovalerato, etanol, glicerol, piruvato,
lactato, serina y puede crecer autotréficamente en H,+CO,. Como aceptores de
electrones puede utilizar el sulfato y no puede utilizar nitrato.Todos estos analisis
fenotipicos y la comparacion con especies del género Desulfacinum, D. hydrothermale,
D. infernum y D. subterraneum permitieron establecer las caracteristicas fenotipicas de

este nuevo género.
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ABSTRACT

Five strains which were tagged as USBA 3, USBA 43, USBA 46, USBA 53 and USBA 58,
were isolated from a thermal hot spring located in Paipa, Boyaca. These strains were
found to be related to the genus Desulfacinum, with a similarity close to 93%. The
analysis and comparasion of the 16S rRNA sequence between these strains, the value of
the similarity obtained with Desulfacinum and the phenotypic differences identified
previously allowed the conclusion that this group could constitute a new microbial genus.
In order to carry out the phenotypic characterization in this study, the strain USBA 53 was
selected as representative of the group. The cells of these strains are oval or short rods
(0,04-0,06pum long by0,02um wide), non motile, non-spore forming and gram-positive.
Their growth occurs at a temperature between 50 and 62€C, with an optimum
temperature of 57C. The growth range occurs at a c oncentration of NaCl between 5 and
30g/L, with an optimum concentration of 25g/L of NaCl. The range of pH is between 5.7
and 7.7 with an optimum pH of 6.75. In the presence of sulphate, this organism can use
formate, propionate, butyrate, valerate, isovalerate, ethanol, glycerol, piruvate, lactate,
serine and can grow autotrophically in H,+CO,. As electron acceptors, it can use the
sulphate and can not use nitrate. The analysis and comparison of the 16S rRNA
sequence between these strains, the value of the similarity obtained with Desulfacinum
and the phenotypic differences identified previously allowed the conclusion that this group

could constitute a new microbial genus.
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1. INTRODUCCION

En Colombia existen diferentes habitats que pueden ser considerados ambientes
extremos que permiten la proliferacion de seres vivos adpatados a sus condiciones
extremas. Entre estos ambientes extremos se encuentran los manantiales termales (MT)
gue se defienden como manifestaciones de actividad geolégica. Estos manantiales
tienen diferentes propiedades fisico quimicas que dependen de las caracteristicas
geoldgicas de su ubicacion geografica y en donde las fuentes de calentamiento,

abastecimientos magmaticos y la actividad hidrotermal estan muy relacionados.

Los MT de Boyacéa localizados principalmente en los municipios de Paipa e Iza son
habitats con comunidades microbianas diversas debido probablemente a las condiciones
abioticas y presencia de formas oxidadas y reducidas del azufre y materia organica. Una
de las comunidades microbianas encontradas en estos habitats son las Bacterias Sulfato
Reductoras (BSR) termofilicas, consideradas anaerobios ecolégicamente importantes en
diversos procesos por su capacidad de degradar materia organica y de establecer
diferentes interacciones con los microorganismos metanogénicos y tiobacterias. Estos
organismos son capaces de reducir el sulfato a sulfuro en presencia de compuestos

organicos e inorganicos.

El interés por el estudio de las BSR ha ido incrementandose en los ultimos afios debido
a sus potenciales aplicaciones biotecnologicas como la formacion de precipitados
metalicos insolubles durante la biomineralizaciéon, asi como en la biodesulfurizacion de
gases, procesos biohidrometallrgicos y su impacto e importancia a nivel ambiental y

econémico.

Estudios previos de la diversidad microbiana en MT en los municipios de Paipa e lza
llevados a cabo en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental de la Pontificia
Universidad Javeriana mostraron que aproximadamente el 30% de los organismos
aislados eran BSR. El andlisis de la secuencia del gen 16S rRNA mostr6 ademas que 11
de los organismos aislados presentaban un porcentaje de similitud inferior al 95% con
organismos sulfato reductores. Sumado a los estudios fenotipicos, este analisis
molecular permitié establecer que estos organismos sulfato reductores se agrupaban en
2 grupos diferentes, el primero compuesto por 6 organismos sulfato reductores
termofilicos relacionados con el género Desulfomicrobium, y fueron clasificados

posteriormente como una nueva especie de este género denominada Desulfomicrobium
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thermophilum. El segundo grupo conformado por 5 organismos denominados USBA 3,
USBA 43, USBA 46, USBA 53 y USBA 58 se encontraron relacionados con el género
Desulfacinum con una similaridad del gen 16S rRNA cercana al 93%. El andlisis y
comparacion de la secuencia del 16S rRNA entre estos 5 organismos y comparaciones
fenotipicas hechas previamente, permitieron concluir que este segundo grupo podria
constituirse en un nuevo género microbiano sulfato reductor. Para la definicion
taxondémica de estos 5 organismos, se seleccion6 la cepa USBA 53 como representativa
del grupo para realizar su descripcién fenotipica siendo este el objetivo principal de este

estudio.
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2. MARCO TEORICO

2.1 AMBIENTES EXTREMOS

Los ambientes extremos son habitat donde los factores abidticos presentes no son
tolerados por la mayoria de las formas de vida. Dentro de estos factores se encuentran
pH, temperatura, altas concentraciones de sal, presencia de metales pesados,
condiciones bajas en nutrientes, bajo potencial redox o niveles de radiacion elevados.
Sin embargo, se conoce gran diversidad de microorganismos con capacidad de
sobrevivir y adn de reproduccion en estos ambientes (Rossi et al., 2003; Schlegel &
Jannasch., 2006).

La diversidad de ambientes extremos es amplia, entre estos se encuentran fuentes
termales submarinas, hielos del mar Antartico, suelos carbonatados, lagos alcalinos,
suelos y manantiales salinos, lagos naturales con una elevada salinidad y manantiales
termales (Rossi et al., 2003; Kjeldsen et al.,2007).

Algunos habitats antropogénicos pueden considerarse también como un tipo de
ambiente extremo, estos habitats incluyen pilas de compostaje de residuos domiciliarios,

calentadores de agua y efluentes termales de plantas eléctricas (Burgess et al., 2007).

Pentecost (2005) clasifico los MT en calientes, tibios y frios de acuerdo a su relacién
con la temperatura media anual del aire (TMAA). Los manantiales con temperatura
menor a la TMMA se denominan manantiales ambientales; manantiales con
temperaturas superiores a la TMMA pero sin exceder los 36.7C se denominan
manantiales superambientales; y finalmente, cuando la temperatura del agua se

aproxime a los 36.7<C y sobrepase este valor se con sideran manantiales termales.

De acuerdo a la temperatura del agua de los manantiales Marin, 1992 los clasificé en
hipertermales (temperaturas mayores a 50 ), mesot ermales (temperaturas entre 30°y
50 <), hipotermales (temperaturas de 20°a 30 C), prototermales (temperaturas de 15°
a 25C) y fuentes frias (temperaturas menores a 20 C). La temperatura, como un factor

ambiental, afecta a todos los microorganismos vivos que por el resultado de millones de
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afios de evolucion, se han adaptado para vivir en temperaturas extremas cuyo limite

superior se ha definido en 150C y como limite inf erior -20C (Burgess et al., 2007).

En los MT las fisuras y fallas que se presentan en la corteza terrestre permiten que el
agua (marina, subterranea o lluvia) se infiltre y descienda. Este fluido se mueve a través
de la corteza terrestre y alcanza la camara magmatica, el fluido se calienta y reacciona
con las rocas circundantes, adquiere algunos minerales y gases (hierro, manganeso,
diéxido de carbono, hidrégeno y sulfuro de hidrégeno) y remueve otros (como el sulfato
de magnesio en las aguas marinas). El fluido es finalmente forzado a volver a la
superficie como un fluido altamente caliente, y con propiedades quimicas similares a las
de la corteza terrestre (Reysenbach & Rising, 2001). En mezclas rapidas con agua fria
oxigenada y minerales rapidamente precipitados, el fluido toma una apariencia gaseosa
conocida como fumarola negra. Como los minerales anteriormente mencionados se han
precipitado, se crean poros de azufre mineral llamados chimeneas. En los manantiales
termales terrestres, el fluido puede ser expulsado forzosamente como géiseres 0

simplemente como burbujas dentro del termal (Reysenbach & Rising, 2001).

La composicion quimica general de los MT refleja la presencia de compuestos como
cloruros (CI'™"), sulfatos (SO4?), nitratos (NOs), nitritos (NO,-), amoniaco (NH3"), silice
(SiO,); y elementos como calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?), fltior (F5), entre otros. Lo cual
permite clasificarlas en aguas bicarbonatadas, cloruradas, sddicas, sulfuradas, calcicas,
clorosulfuradas, ferruginosas, arsenicales y radioactivas (Alfaro, 2002). Las aguas
radioactivas de un sistema hidrotermal presentan niveles de radioactividad natural que
puede ser 100 veces mayor a la de la superficie de la Tierra, por el incremento en la

ocurrencia de elementos como 210Pb, 210 222

Po y “““Rn (Burgess et al., 2007). Sin embargo,
la composicion quimica exacta de los MT depende de los componentes de las rocas por
donde pasa el agua y de la temperatura del agua del reservorio que contribuye a la

solubilizacién de dichos componentes (Avila & Sanchez, 2003).
2.2 AMBIENTES TERMALES EN PAIPA, BOYACA

Un sistema geotérmico se define a partir de sus caracteristicas como la fuente de calor,
reservorio, capa sello, zona de recarga, zona de descarga y temperatura del reservorio
(Alfaro, 2002).

Alfaro (2002) determiné que el sistema geotérmico de Paipa esta integrado por 22 MT
ubicados a lo largo de siete kilbmetros en linea recta hacia el sur del municipio, en la
region central de la cordillera oriental sobre el altiplano cundiboyacense. Las

temperaturas maximas son de 77T, tienen un rango de pH entre 3.6 y 7.4 y una
19



concentracion de NaCl entre 0.05 y 56 g/L presentando el mayor contenido en sales

entre los manantiales en Colombia, que se encuentran resumidos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales caracteristicas de manantiales termales y salinos en la region central de la Cordillera Oriental (Boyaca)

Manantial Manantial Manantial Manantial Manantial Manantial Manantial
P-1 p-2 P-3 P-4 P-5 P-6 IZA 03
Localizacion 5045'34.81"N 5045'35.20"N 5045'33.29"N 5°45'30.69"N 5043'47.69”"N 5043'37.29”"N .
Cuitiva, Vereda la
Vega
73°6'44.68"W 73°6'46.31"W 73°6'49.89"W 73°6'50.61"W 73°7'4.10"W 73°7'9.19"W
Altitud (m.s.n.m) 2495 2496 2500 2500 2510 2520 2540
pH 7.0 6.8-7.2 6.9 7.0-72 6.76 6.8 6.8 - 6.45
T (T) 54.0 44 — 53 64 — 68 64.0 74.2 55.0 56 -57
Conductividad 445 43.0 435 42,5 21.7 52.3 609 — 590 pS/cm
(mS/cm)
Sa"”'d(g;’L)(STD) 43.0 42.0 41.2 411 135 24.5 0.3
SO, (mg/L) 20187 19750 19250 19375 8250 8750 1.8
Clasificacion de
los manantiales de
acuerdo a sus Sulfatado Sulfatado Sulfatado Sulfatado Sulfatado Clorado- Sulfatado Bicarbonatado

principales
especies quimicas
acuosas

P-1: Pozo Azul
P-2: Pozo Inundado

P-3: Manantial Ojo del Diablo
P-4: Manantial Hotel Lanceros
P-6: Manantial Escuela La Playa

P-62:Manantial La Playa

P-8: Manantial El Hervidero

I1ZA 03: Manantial El Batan
Fuente: (Alfaro, 2002)
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2.3 DIVERSIDAD MICROBIANA DE LOS MANANTIALES TERMAL ES
2.3.1 Microorganismos termdfilos e hiperteméfilos

Los organismos termdfilos se encuentran en todos los dominios de la vida, y abarcan
desde fotosintetizadores oxigénicos y anoxigénicos, quimiolitoautétrofos, heterotrofos,

alcaldfilos, neutrdfilos hasta aciddéfilos (Reysenbach et al., 2002).

En los dominios Bacteria y Archaea estos organismos son clasificados de acuerdo a sus
temperaturas optimas (T o) de crecimiento, asi: meséfilos (T o entre 20 y 45C),
termdfilos (T op entre 45 y 80C) e hipertermofilicos (T op mayores a 80C). Bajo este
esquema de clasificacion, usando las temperaturas maximas y minimas de crecimiento,
los termdfilos estan ademas divididos en termotolerantes, que crecen a temperaturas
Optimas mesofilicas pero tienen temperaturas maximas de crecimiento mayores a 50C
(T optentre 50°y 70C), y termofilos extremos (T o mayores a 70C). Los procariotas con
T opt Mayores a 65C y con un maximo de 75T, son conside rados termofilos extremos

tolerantes de temperatura (Burgess et al., 2007).

Dentro de las comunidades microbianas de los sistemas geotérmicos se encuentran los
microorganismos termdfilos particularmente quimiolitétrofos, estos pueden ser terméfilos
e hipertermdfilos. Se han descrito algunos hipertermdfilos con una temperatura 6ptima
de crecimiento de 105 °C y que no pueden crecer por debajo de los 85 °C (Atlas &
Bartha, 2002).

Las altas temperaturas y las caracteristicas inusuales de los manantiales termales
marinos y terrestres, crean nichos ecolégicos que son aprovechados por los organismos
termdfilos presentes en los dominios Bacteria y Archaea (Reysenbach & Rising, 2001).

Los microorganismos pertenecientes al dominio Archaea encontrados en MT se agrupan
en tres reinos a saber: Crenarchaeota dentro del que se destacan los géneros
Aeropyrum, Acidilobus, Pyrobaculum, Pyrodictium, Pyrolobus, y Sulfolobus, en el reino
Euriarchaeota se destacan los géneros Archaeoglobus, Picrophilus, Pyrococcus,
Thermococcus, y Thermoplasma, y por Ultimo el reino Nanoarchaeota (Egorova &
Antranikian, 2005; Huber et al., 2002). Los miembros de los géneros Archeaoglobus,
Caldivirga y Thermocladium son las Unicas BSR representativas incluidas dentro del
dominio Archaea (Castro et al., 2000; Fauque & Ollivier, 2004; Itoh et al., 1998, 1999).
Estudios recientes de cultivo e independientes de cultivo han sugerido una amplia

diversidad de BSR existentes en ecosistemas termales (Thevenieau et al., 2007b).
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Los microorganismos pertenecientes al dominio Bacteria que han sido aislados a partir
de sistemas geotermales en su mayoria pertenecen al orden Thermotogales, dentro de
este se encuentra el género Thermotoga al que pertenecen las especies T. maritima
(Huber et al., 1986), T. neapolitana (Jannasch et al., 1989), aisladas a partir de
sistemas geotermales y T. thermarum aislada en un manantial termal africano
(Windberger et al. 1992). Dentro de este orden Thermotogales también se encuentran
los géneros Fervidobacterium, Marinitoga y Thermosipho. Dentro del género
Fervidobacterium se encuentran las especies F. gondwanense (Andrews & Patel,

1996) aislada de aguas geotermales australianas, F. islandicum (Huber et al., 1990); F.
changbaicum (Cai et al., 2007) aislada de aguas geotermales en China; F. nodosum
(Patel et al., 1985); y F. pennivorans (Friedrich & Antranikian, 1999). Al género
Marinitoga pertenecen las especies M. camini (Wery et al., 2001a), M. okinawensis
(Nuroura et al., 2006) y M. piezophila (Alain et al., 2002a) aisladas a partir de
hidrotemales marinos; y M. hydrogenitolerans aislada de una fumarola negra del océano
Atlantico (Postec et al., 2005). Dentro del género Thermosipho se encuentran las
especies aisladas de fuentes hidrotermales Thermosipho atlanticus (Urios et al., 2004),
T. japonicus (Takal & Horikoshi, 2000) , T. melanesiensis (Antoine et al., 1997), T.
africanus (Huber et al., 1989) y T. geolei (L'Haridon et al., 2001).

Dentro del dominio Bacteria los géneros de microorganismos termofilicos predominantes
en ambientes termofilicos son: Thermoanaerobacter, Caloramator, Anoxybacillus,
Caloranaerobacter, Hydrogenophilus, Geotoga, Thermoanaerobacterium (Baena, 2005).
Por ejemplo, dentro del género Thermoanaerobacter se han reportado las especies
termofilicas T. brockii (Lee et al., 1993), T. ethanolicus (Lee et al., 1993), T. italicus
(Kozianowski et al., 1997), T. mathranii (Larsen et al., 1998), T. yonseiensis (Fardeau
et al., 2004), T. wiegelii (Cook et al., 1996), T. sulfurigignens (Lee et al., 2007), T.
subterraneus (Fardeau et al., 2000) y T. siderophilus (Slobodkin et al., 1999). Sin
embargo, no se ha observado un Unico patron ambiental o geoquimico que determine la
presencia de grupos unicos o exclusivos de microorganismos, no obstante es claro que
la presencia de aceptores finales de electrones como sulfato, tiosulfato, ion férrico y
nitrato es importante para el crecimiento de los microorganismos. Las comunidades
microbianas encontradas en los MT estan conformadas por poblaciones termofilicas de
organismos sulfato reductores, tiosulfato reductores no sulfato reductores, organismos
reductores de ion férrico, organismos reductores de nitratos y principalmente organismos

fermentativos (Baena, 2005).

Dentro del orden Clostridiales se han aislado bacterias termofilicas del género

Clostridium como Clostridium cellulosi y Clostridium thermosaccharolyticum (Huber &
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Hannig., 2006; Rainey et al., 1993); del género Thermohalobacter, T. berrensis (Cayol
et al.,, 2000) aislada de un manantial salino; del género Caminicella, C. sporogenes
aislada de un hidrotermal marino (Alain et al., 2002b); también Caloranaerobacter
azorensis aislada de un hidrotermal marino (Wery et al., 2001b). El género Caloramator
también ha sido reportado en MT con especies C. fervidus (Patel et al., 1987; Collins et
al., 1994), C.indicus (Chrisostomos et al., 1996) y C.viterbiensis (Seyfried et al.,
2002).

Dentro del orden Bacillales, los organismos del género Anoxybacillus también se han
aislado organismos de MT como Anoxybacillus amylolyticus aislada del Monte Rittman
en la Antartica (Poli et al., 2006), A. ayderensis encontrada en un manantial termal en
Turquia (Dulger et al., 2004); A. flavithermus (Pikuta et al., 2000b); A. gonensis (Belduz
et al., 2003); A. kamchatkensis (Kevrin et al., 2006); A. kestanbolensis (Dulger et al.,
2004), A.rupiensis (Derekova et al., 2007) y A.voinovskiensis (Yumoto et al., 2004).

Dentro del orden Thermales, se han reportado organismos aislados de MT
pertenecientes al género Thermus (Huber & Hannig., 2006) como Thermus igniterraek
y T. antrakianii (Chung et al., 2000) aisladas en Islandia; T. aquaticus y T. brockianus
asiladas a partir de MT del National Yellowstone Park (Williams el al., 1995), Thermus
silvanus y Thermus chliarophilus aisladas en un MT de Portugal (Tenreiro et al., 1995),
Thermus oshimai (Williams et al., 1996) y T. thermophilus (Manaia et al., 1994). A este
orden también pertenede el género Meiothermus (Da Costa et al., 2006) del que se han
reportado organismos aislados de MT como Meiothermus taiwanensis (Chen et al.,
2002).

Por dltimo, dentro del orden Thermoanaerobacteriales organismos del género
Thermoanaerobacterium (Rainey et al., 1993) han sido reportados como aislados a
partir de MT, por ejemplo, Thermoanaerobacterium aciditolerans (Kublanov et al., 2007),

T. aotearoense (Liu et al,. 1996), T. zeae (Cann et al., 2001), entre otras.

Kaksonen et al., 2006a han reportado la presencia de BSR termofilicas aisladas en su
mayoria de habitats geotermales, incluyendo aguas de yacimientos de petroleo, MT y
aguas subterraneas geotermales. Dentro de las BSR aisladas de MT se han reportado
miembros de los géneros Desulfotomaculum (Blank et al., 2002), Thermodesulfovibrio
(Fauque & Ollivier, 2004), Thermodesulfobacterium (Ferris et al.,, 2003),
Thermodesulfobium, (Fishbain et al., 2003), Desulfomicrobium (Thevenieau et al.,
2007b) y Desulfacinum (Stefan et al., 2000; Rozanova et al., 2001; Rees et al., 1995).

24



Algunos de los organismos sulfato reductores aislados de habitats geotermales y que
pertenecen al género Desulfotomaculum son las especies D. geothermicum que tiene
una T,p de 54T y un pH 6ptimo entre 7.3y 7.5 (Daumas et al., 1990), D. luciae (Liu et
al.,, 1997), D. thermosapovorans que tiene una T,y de 50T y aislada en un hébitat
termal (Fardeau et al., 1995) y por ultimo aislada de una mina subterranea localizada en
un area geotermalmente activa con una Toy entre 61 y 66C, un pH Optimo de

crecimiento de 7.2 a 7.4 la especie D. thermosubterraneum (Kaksonen et al., 2006b).

Dentro del género Thermodesulfovibrio se han aislado las especies T. islandicus a partir
de un manantial termal con pH éptimo de 7.0 y Top: de 65T (Sonne-Hansen & Ahring,

1999) y T. yellowstonii aislada de un termal y su T,y de crecimiento es de 65T (Henry
et al., 1994). Con respecto al género Thermodesulfobacterium se han aislado a partir de
habitats geotermales T. commune (Henry et al.,, 1994 & Triper, 2003), T.
hveragerdense su T, esta entre 70 y 74C y un pH 7.0 (Sonne-Hansen & Ahring,

1999), T. hydrogeniphilum cuya T,y €S de 75C y su pH éptimo es 6.5 (Jeanthon et al.,
2002), y T.thermophilum (Triper, 2003). En el género Thermodesulfobium esta la

especie T. narugense que fue aislada de manantial termal (Mori et al., 2003).

La deteccion de nuevos linajes filogenéticamente relacionados de BSR (Desulfobacula-
like y DesulfomicrobiumK-like) de manantiales geograficamente distantes, sugieren que
estos microorganismos son propios de los manantiales termales y que juegan un papel
prominente en el ciclo del azufre dentro de estos ecosistemas (Thevenieau et al.,
2007b).

Por dltimo las especies pertenecientes al género Desulfacinum aisladas de habitats
geotermales son D. hydrothermale aislada de un sistema hidrotermal marino, tiene una
Topt de crecimiento de 60C y un pH 6ptimo de 7.0 (Sievert & Kuever, 2000), D.
infernum aislada de un agua de un reservorio de petréleo en el Mar del Norte, que tiene
una Top de crecimiento de 60T y un pH 6ptimo entre 7.1y 7.5 (Rees et al., 1995) y D.
subterraneum que se aisl6 de un reservorio de petréleo en Vietnam y mostré una T, de

crecimiento de 60C y un pH 6ptimo entre 7.2y 7.4 (Rozanova et al., 2001).

De los MT de Paipa se han aislado microorganismos sulfato reductores relacionados con
el género Desulfomicrobium que fueron identificados como una nueva especie termofilica
Desulfomicrobium thermophilum aislada del MT Escuela La Playa ubicado en la Region
Andina colombiana, D. thermophilum tiene una T, de crecimiento de 55T y su pH

Optimo es 6.6 (Thevenieau et al., 2007b).
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De 5 organismos sulfato reductores aislados de los MT no fue posible su identificacion
taxondémica basada en el andlisis de la secuencia parcial del gen 16S rRNA debido a la

calidad de estas secuencias.

Finalmente, 5 organismos sulfato reductores USBA 3, USBA 43, USBA 46, USBA 53 y
USBA 58 se encontraron cerfcanos al género Desulfacinum con una similitud de la

secuencia parcial del gen 16S rRNA del 93%.

2.3.2 Ecologia de las Bacterias Sulfato Reductoras

La reduccion del sulfato ha sido estudiada extensivamente y los efectos de una variedad
de parametros como el pH, temperatura, disponibilidad y el tipo de donador de
electrones, concentraciones de sulfato, los efectos inhibitorios de iones metalicos y el

sulfuro sobre las cinéticas de reaccion de las BSR (Baskaran & Nemati, 2006).

Las BSR son consideradas anaerobios ecolégicamente importantes que tienen en
comun su habilidad para reducir desasimilatoriamente el SO,. Dos motivos pueden
discernirse para este interés ecolégico. Un motivo involucra los procesos de
mineralizacion microbianos en donde la materia organica es descompuesta para
simplificar moléculas inorganicas; y el segundo es concerniente al rol contaminante de
las BSR (Devereux & Stahl, 1993).

Ademas de su importancia obvia en el ciclo del azufre, las BSR son importantes
reguladores de una variedad de procesos en los suelos himedos, la degradacion de
materia organica, la biodegradacion de contaminantes aromaticos clorados y la
metilacion del mercurio (Castro et al., 2000). Las BSR también juegan un importante rol
contaminante debido a la produccion H,S, un compuesto toxico para los organismos
vivos (Barton, 1995). Estas caracteristicas distintas determinan su presencia en diversos
ecosistemas, incluyendo ambientes extremos como manantiales salinos, alcalinos y
habitat termales (Grant & Long, 1989). La productividad primaria alta y las altas
concentraciones de sulfato son caracteristicas de muchos sistemas hipersalinos
acuaéticos, favoreciendo la actividad de las BSR en zonas anoxicas (Kjeldsen et al.,
2007).

Dentro del domino Bacteria hay aproximadamente cuarenta y cuatro géneros de BSR,
implicados en la reduccion desasimilatoria de sulfato entre estos: Desulfovibrio,
Desulfarculus, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfobulbus, Desulfococcus,
Desulfohalobium, Desulfomicrobium, Desulfomonile, Desulfonema, Desulfosarcina,

Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium (Fauque, 1995; Hartzell & Reed, 2006),
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Desulfacinum (Sievert & Kuever, 2000; Rees et al., 1995; Rozanova et al., 2001),
Desulfarculus (Kuever et al., 2006), Desulfatibacillum (Cravo-Laureuau et al., 2004),
Desulfatiferula (Cravo-Laureuau et al., 2007), Desulfatirhabdium (Balk et al., 2008),
Desulfobacca (Oude-Elferink et al., 1999), Desulfobacula (Rabus et al., 2000),
Desulfocapsa (Janssen et al., 1997), Desulfocella (Brandt et al., 1999), Desulfofaba,
Desulfofrigus (Knoblauch et al., 1999), Desulfofustis (Friedrich et al., 1996),
Desulfoglaeba (Davidova et al., 2006), Desulfomusa (Finster et al., 2001),
Desulfonatronovibrio (Zhilina et al., 1997), Desulfonatronum (Pikuta et al., 1998),
Desulfonauticus (Audiffrin et al., 2003), Desulfonispora (Denger et al., 1999),
Desulfopila (Suzuki et al., 2007), Desulforegula (Rees & Patel, 2001), Desulforhabdus
(Oude-Elferink et al., 1997), Desulforhopalus (Isaksen & Teske, 1999), Desulfospira
(Finster et al., 1997), Desulfosporosinus (Stackebrandt et al., 2003), Desulfovermiculus
(Belyakova et al., 2007), Desulfovirga (Tanaka et al., 2000), Desulfovirgula (Kaksonen
et al.,, 2007a), Desulfurella (Bonch-Osmolovskaya et al. 1990), Desulfurispora
(Kaksonen et al.,, 2007b), Desulfurobacterium (L'Haridon et al., 2006) vy
Desulfurococcus (Zillig & Stetter, 1982). Dentro de Archaea se conocen los géneros:
Archaeoglobus, Thermocladium y Caldivirga (Castro et al., 2000; Fauque & Ollivier,

2004; Itoh et al., 1998, 1999; Hartzell & Reed, 2006).

Estas bacterias crecen sobre un amplio rango de sustratos entre los que se encuentran
acidos organicos, alcoholes, aminoacidos y compuestos xenobi6ticos. Este grupo de
bacterias participan activamente en la transformacién y ciclaje de materia organica en
ambientes anaerobios, entre los que se encuentran procesos de compostaje y
biodegradacién de contaminantes policlorados (Castro et al., 2000; Thevenieau et al.,
2007a).

La degradacion anaerobia de la materia organica es un proceso complejo que requiere la
interaccion de diferentes grupos de microorganismos. Cada grupo microbiano funciona
en la cadena alimenticia donde el producto metabdlico final de un grupo es el sustrato de
otro hasta que la oxidacién sea completa. En los habitats anoxicos el primer grupo de
organismos que intervienen son los fermentativos que hidrolizan los polimeros de alto
peso molecular (proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos nucléicos) y la fermentacién de
su respectivo monémero (aminodacidos, azlcares, acidos grasos, nucleétidos) a H,, CO,,
acetato, 4cidos organicos, y alcoholes. El acetato, H, y CO, son reutilizados
directamente por las metanoarchaeas. El segundo grupo son las bacterias acetogénicas
gue clivan los &cidos organicos y alcoholes en acetato, H, y CO,. El tercer grupo de
microorganismos esta formado por metanoarchaeas que utilizan los productos finales de

todos los procesos previos (H,, CO,, acetato, formato) para producir metano. El cuarto
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grupo consiste en las BSR quienes compiten con los metandgenos y acetégenos por la
disponibilidad de sustratos. La metanogénesis y la reduccion desasimilatoria de sulfato
son dos procesos terminales de la mineralizacién anaerobia, y la predominancia de uno
de estos procesos depende principalmente de la disponibilidad del sulfato (Barton, 1995;
Reysenbach et al., 2002).

Respecto a la biodegradaciéon de contaminantes aromaticos clorados, las BSR son
capaces de utilizar diferentes fuentes de nitrégeno. Diferentes organismos pueden fijar
nitrégeno y ademas usar el nitrogeno de los aminoacidos. Las principales fuentes
naturales de compuestos aromaticos son aminoacidos aromaticos y lignina, sus
precursores y compuestos de degradaciéon. La degradacion de compuestos aromaticos
por las BSR se lleva a cabo por su capacidad de romper la estructura aromatica del
anillo en varios compuestos. Algunas especies de Desulfotomaculum convierten el
trimetoxibenzoato a trihidroxibenzoato, al igual que algunas especies de Desulfovibrio
oxidan ciertos sustitutos de benzaldehidos a sus respectivos acidos benzdicos. La
deshalogenacién reductiva del 3- clorobenzoato y otros halobenzoatos a benzoato por
Desulfomonile tiedjei y la oxidacion del 3- fenilpropionato a benzoato por Desulfococcus
niacini son algunos ejemplos de la utilizacibn de compuestos aromaticos sin la

destruccion de la estructura del anillo (Hansen, 1993b).

El proceso de metilacion del mercurio es un proceso que involucra el cambio del
mercurio en forma inorganica (Hg?") a las formas metiladas metilmercurio (CHsHg") y
dimetilmercurio (CHs),Hg y puede llevarse a cabo por una ruta bioquimica anaerobia
involucrando el uso de la metilcobalamina. Este proceso se realiza principalmente en los
sedimentos de las aguas ocednicas y cuerpos de aguas continentales (Verbel &
Restrepo, 2002). Se ha demostrado que D. desulfuricans transforma el mercurio a
metilmercurio, y esta metilacion es mediada por la metilcobalamina (B;,) (Barton, 1995).
La metilcobalamina (CH3CoB;,) transfiere un metilcarbanion (CH3z) al ién mercurico
(Hg®") para generar (CHs),Hg. Esta especie es insoluble en agua y es ademas altamente
volatil, por lo que se difunde en forma rapida a la atmésfera. Una vez en la atmésfera, el
dimetilmercurio es fotolizado por la luz ultravioleta para dar Hgo y radicales de metilo. Los
radicales de metilo pueden unirse a un hidrégeno para producir moléculas de metano o
acoplarse dos de ellos para formar una molécula de etano. Una vez el metilmercurio es
liberado por los microorganismos entra en contacto con la biota acuatica a través de una
rapida difusion, facilitando la bioacumulacion y biomagnificaciéon por las especies de la
cadena alimenticia aumentando los niveles de acumulacion y toxicidad en los
organismos vivos por lo cual causan un dafio ecoldgico en los ecosistemas (Verbel &
Restrepo, 2002).
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La produccion de sulfuro de hidrégeno esta asociada a la degradacién de compuestos
organicos en ambientes anaerobios que procede a través del consumo de aceptores de
electrones como el O, NO; y 8042' con la formacion de H,O, N,, H,S y CHy,
respectivamente (Devereux & Stahl, 1993). Las concentraciones de sulfato en los
ecosistemas influyen directamente sobre la actividad metabdlica de las BSR y la
produccioén del H,S. Cuando la concentracion de sulfato es alta, productos complejos de
fermentacion son oxidados a CO; y agua. En condiciones de concentraciones bajas de
sulfato, las BSR oxidan lactato usando protones como aceptores de electrones y
generan H,. Las consecuencias ambientales del crecimiento de las BSR pueden ser
devastadoras. Ellas son las responsables de las muertes masivas de peces, de
trabajadores de las alcantarillas por intoxicacion con sulfuro de hidrogeno, de la
generacion de “nieblas téxicas del amanecer”, y la muerte de los cultivos de arroz por el

agotamiento del oxigeno en los arrozales (Devereux & Stahl, 1993).

Las BSR tienen un impacto en la salud humano en el desarrollo de enfermedades
gastrointestinales ya que por ejemplo Desulfovibrio desulfuricans se ha detectado en
rimen de oveja y en el intestino humano causando inflamacién del colon. Gracias al
desarrollo de técnicas de cultivo anaerobias, recientes estudios han reportado que cerca
del 50% de la totalidad de los abscesos de higado piogénicos son causados por

bacterias anaerobias sulfato reductoras (Tee et al., 1996).

Los metales son importantes como cofactores para varias enzimas de las BSR y algunos
metales deben estar presentes para su crecimiento. El niquel y el selenio se requieren
para la actividad de hidrogenasa. El hierro es un elemento esencial para la produccion
de citocromos e hidrogenasa (Barton, 1995). La interrelacion entre las BSR y los
metales pesados presentes en las alcantarillas, lagos, y riachuelos estan solo
parcialmente siendo resueltos, pero lo que si es aparente, es que las sulfato reductoras
juegan un papel importante en la movilizacién y toxicidad de contaminantes industriales
generando dafios como la corrosion de los metales y el deterioro de las estructuras de
concreto, entre otros. En este tipo de dafios se ha demostrado que la reduccion del
sulfato a sulfuro esta presente tanto en los materiales metalicos como en las aguas que
reciben. Dos procesos pueden explicar esta relacion: un proceso quimico, en donde el
sulfato fue reducido por metano o el petréleo mismo; y otro por un proceso microbiano en
el que se sostiene que las BSR estuvieron presentes en la formacién del petréleo
(Devereux & Stahl, 1993).

La corrosion es un fendmeno electroquimico en donde una corriente de electrones se

establece cuando existe una diferencia de potenciales entre dos areas adyacentes de
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una superficie metdlica en un medio conductor 6 electrolito, lo cual genera un area
anddica desde la cual migran los electrones y otra catddica, que es el area que recibe
los electrones. El oxigeno es el aceptor de electrones catédico clasico, con la
combinaciéon de productos de las reacciones anddicas y catddicas que dan paso a
hidréxidos metalicos y 6xidos caracteristicos de la oxidacién. Las BSR que inducen la
biocorrosion estan involucradas en un evento electroquimico, cuya propiedad crucial es
la produccion de sulfuro el cual reacciona con los iones metalicos para producir un rango
de sulfuros de hierro, que determinan la naturaleza quimica y la forma fisica de los
sulfuros producto de la corrosion. La naturaleza quimica y fisica de estos sulfuros esta
criticamente influenciada por parametros ambientales (Barton, 1995). Las BSR juegan
un importante rol en la formacion de sulfuros férricos (FeS y FeS,) dentro de los
sedimentos marinos aerdbios y anaerobios. Sin embargo, es poco lo que se conoce
sobre la formacién de sulfuros debido a la accién de las BSR en ambientes hidrotermales

calientes (Nakagawa et al., 2002).

2.3.3 Habitats de las Bacterias Sulfato Reductoras.

Las BSR estan ampliamente distribuidas en ambientes terrestres y acuaticos. La alta
actividad metabdlica de estos microorganismos es facilmente reconocida por el
oscurecimiento del agua y del sedimento, debido a la precipitacién del sulfuro de hierro y
por el olor del sulfuro de hidrégeno. Los habitat de mayor permanencia y significancia de
las BSR en la naturaleza son sedimentos marinos, estuarios y pantanos salados, asi
como lagos hipersalinos y termales, debido a su alto contenido de sulfato. Estas también
han sido reportadas en habitat no-salinos como suelos y sedimentos de agua dulce
contaminada. Las BSR han sido detectadas en ambientes contaminados como plantas
anaerobias de tratamiento, residuos de alimentos y plantas de drenaje o alcantarillados.
También han sido aisladas de campos de arroz, contenidos de rimen, digestores acidos,

heces de animales y humanos (Barton, 1995).

Las minas subterrdneas también han sido reportadas como habitats de las BSR. Estas
minas se encuentran a grandes profundidades de 80 a 600 metros bajo tierra
(Nakagawa et al., 2002). A grandes profundidades, donde la temperatura es alta, las
bacterias termofilicas residen, pero sus propiedades y actividades han sido poco
estudiadas (Rozanova et al., 2001). Estas minas generalmente se encuentran en sitios
con sistemas geotermales activos en donde las paredes de roca mantienen las altas
temperaturas. Minerales como calcopirita, galena, esfalerita y pirita se obtienen como la
mayoria de los minerales de cobre (Cu), plomo (Pb) y zinc (Zn) de las venas de sulfuro y

gue se precipitan a una temperatura entre 250 y 300 durante la mineralizacion muy
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temprana en las minas. Las venas de sulfuro contienen algunos poros llenos de agua
hidrotermal andxica sugiriendo que las venas permiten la formacién de fluidos minerales
y que el agua hidrotermal anodxica es un remanente de fluidos formados por minerales.
Ademas, los densos tapetes microbianos se atribuyen a la presencia de una pared que
permite la acumulacion bajo el flujo de un agua geotermal y la formacion de pirita se lleva
a cabo por actividad microbiolégica en el area de descarga del fluido hidrotermal.

Similarmente, el agotamiento del 34

S de los sulfuros (FeS y FeS,) dentro de los tapetes
microbianos es estimulado a través de la reduccion desasimilatoria del sulfato por sulfato
reductores. Esto es esencial para la deteccion de procariotas sulfato reductores dentro
de efluentes hidrotermales subterraneos y tapetes microbianos en la subsuperficie de

ambientes termofilicos (Nakagawa et al., 2002).

En los reservorios de petréleo se ha estudiado la microbiologia de habitats
subsuperficiales compuesta principalmente por BSR. En estos reservorios la explotacion
del petroleo se lleva a cabo a través de inundacion con agua marina para mantener la
presion dentro de ellos, lo cual resulta en la recolecta de una larga fraccion de los
remanentes de crudo, 6 de crudo absorbido por las rocas; también resultando en la
disminucion de la temperatura alcanzando entre los 50 y 100C en zonas cercanas al
fondo del pozo de inyeccion. Desde la perspectiva microbioldgica el peligro de esta
practica es que las emulsiones de petréleo-agua crean las condiciones favorables para el
crecimiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos, las cuales generan sustratos
para otras bacterias, entre ellas las sulfato reductoras (Devereux & Stahl, 1993). Asi, el
estrato del reservorio exhibe condiciones apropiadas para el desarrollo de
microorganismos termofilicos. La formacion de gas contiene bajas cantidades de sulfuro
de hidrégeno. Las BSR son los principales representantes de la microflora termofilica
(Rozanova et al., 2001).

Las BSR pueden utilizarse en biorremediacion por su capacidad de degradar
compuestos como los alcanos. Los alcanos son los mayores componentes de los
combustibles de petréleo, el ataque inicial de las cadenas alifaticas es generalmente
mediada por monooxigenasas bajo condiciones aerobias. Por el contrario, la
biodegradacién de alcanos bajo condiciones anodxicas es poco conocida. Se ha
reportado que cepas de Desulfovibrio bajo condiciones de sulfato reduccion degradan
alcanos, junto con otras cepas aisladas de BSR que bajo condiciones rigurosas,
muestran la capacidad de degradar y de crecer sobre alcanos bajo condiciones
estrictamente andxicas. Un nuevo tipo de bacteria termofilica sulfato reductora aislada de
un sedimento de la cuenca de Guaymas en el Golfo de California, México fue reportado,

y se demostrd su capacidad de desarrollar la degradacién anaerobia de alcanos (Ming
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So & Young, 1999). EIl crecimiento bacteriano es restringido por la temperatura y la
presion. Cuando estos efectos se combinan, el crecimiento envuelto por temperatura y
presion puede definirse. Este proceso para la sulfato reduccion en pozos muy profundos
puede llevarse a cabo en una presion superior a las 640 atm y a 45C (Devereux &
Stahl, 1993).

La supervivencia de estas BSR en estos ambientes depende de las capacidades de
adaptacion a factores biolégicos y fisico-quimicos que son decisivas para el crecimiento
y la actividad de un microorganismo, estos factores incluyen la temperatura, pH y
salinidad (Barton, 1995).

2.3.4 Efectos del pH, temperatura y salinidad sobre el crecimiento de las

Bacterias Sulfato Reductoras

Las aguas termales se mueven a través de rocas de sedimentos de diferente
composicion, lo cual le confiere caracteristicas geoquimicas al fluido. El grado de mezcla
subterranea puede llegar a diluir y cambiar el mend geoquimico de las comunidades
residentes en un ambiente termal. Consecuentemente, el pH del agua puede variar de 1
a 10. Los metales, nutrientes y concentraciones de gases como CO,, CH, y H, pueden
diferir del mismo modo considerablemente, y compuestos inusuales como hidrocarburos
pueden estar presentes en habitats como los manantiales termales. El pH obviamente
puede afectar las solubilidades de diferentes minerales, la influencia mineral en la
radioactividad y precipitacion, y por lo tanto, la biodisponibilidad de estos minerales
(Reysenbach et al., 2002).

Las BSR crecen mejor sobre condiciones poco alcalinas. El pH es restringido (pH 7.0 —
7.8) y la tolerancia de los valores oscila entre 5.5 a 9.0. Sin embargo, la reduccion
desasimilatoria de sulfato ha sido observada en ambientes altamente &acidos, como

drenajes mineros y en humedales (Barton, 1995).

Con respecto a la temperatura las BSR mesofilicas crecen mejor entre 28 y 38C y
tienen un limite maximo de temperatura de 45C. La temperatura éptima para las BSR
termofilicas tiene un rango de 56 a 85T, aproximad amente. La mayoria de estas
bacterias termofilicas han sido aisladas de habitat geotérmicos y aguas de campos de
petréleo (Barton, 1995). Las BSR son las mas representativas de la microflora
termofilica de las subsuperficies. A grandes profundidades, donde la temperatura es alta,
residen las BSR termofilicas, pero sus propiedades y actividades han sido poco

estudiadas (Rozanova et al., 2001).
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Las concentraciones de sal son otro factor determinante para las BSR termofilicas, la
mayoria de estas han sido aisladas de ambientes marinos con una concentracion
promedio de 1 a 4% de NaCl, sin embargo, estas bacterias también han sido aisladas de
manantiales termales con una concentracion de 0.05 a 56 g/L (Barton, 1995;
Thevenieau et al., 2007b). La mayoria de las BSR que han sido caracterizadas han
mostrado una adaptacién pobre en condiciones extremas hipersalinas, el reporte mas
alto in vivo de crecimiento Optimo para especies conocidas es de 10% de salinidad
(Kjeldsen et al., 2007).

2.4 METABOLISMO DEL CARBONO EN BACTERIAS SULFATO R EDUCTORAS

La mayor parte de los compuestos utilizados como fuentes de energia por las BSR se
presentan resumidos en la Tabla 2. Algunos de estos compuestos son usados por
muchos microorganismos, mientras que otros han sido identificados como fuentes de
energia convenientes para un solo organismo. El crecimiento con polimeros, tal como
polisacaridos no ha sido observado en estas bacterias. Entre esta variedad de
compuestos organicos que son utilizados se encuentran los de bajo peso molecular que
incluyen acidos mono y di- carboxilicos, compuestos aromaticos e incluso hidrocarburos.
La oxidacion de estos compuestos puede ser completa e incompleta (Rabus et al.,
2006).
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Tabla 2. Compuestos que pueden ser usados como sustratos para la reduccion

desasimilatoria del sulfato

TIPO DE COMPUESTO COMPUESTO UTILIZADO
Inorganicos Hidrégeno (Hz), monéxido de carbono (CO)
Hidrocarburos Alcanos (Ci2 a Cy)
Acidos Monocarboxilicos (alifaticos) Formato, acetato, propionato, butirato, acidos grasos de

cadena larga, isobutirato , 2-metilbutirato, 3-metilbutirato, 3-
metilvalerato, piruvato, lactato

Acidos Dicarboxilicos Succinato, fumarato, malato, oxalato

Alcoholes Metanol, etanol, propanol-1, butanol-1, pentanol-1,
isobutanol, propanol-2, butanol-2, etilen glicol (mono, di, triy
tetra), 1,2-propanodiol

Aminoacidos Glicina, serina, alanina, cisteina, cistina, treonina, valina,
leucina, isoleucina, aspartato, glutamato, fenilalanina

AzUcares Fructosa, glucosa, manosa, xilosa, ramnosa

Compuestos Aromaticos Benzoato, 2,3-y4-hidroxibenzoato, fenol, p-cresol, catecol,
hidroquinonas, 2,4-dihidroxibenzoato, 3,4-dihidroxibenzoato,
2-aminobenzoato, 4-aminobenzoato, aminobenzeno,
hipurato, acido nicotinico, fenilacetato, 4-hidroxifenilacetato,
3-fenilpropionato, timetoxibenzoato, vainillina

Otros Colina, beina, acetona, dihidroxiacetona, furfural,
ciclohexanona, ciclohexanol, ciclohexanocarboxilato

Modificado a partir de Hansen, 1993a.

2.4.1 Reduccién desasimilatoria del sulfato

La reduccion desasimilatoria del sulfato en BSR es enzimoldgicamente distinta de la
reduccion asimilatoria del sulfato que ocurre en plantas verdes, algas, y otros grupos de
procariotas. La reduccion desasimilatoria del sulfato en especies de Desulfovibrio esta
ligada al transporte de electrones junto con la fosforilacion oxidativa porque la
fosforilacion a nivel de sustrato es inadecuada para su crecimiento. Las BSR
correspondientes al género Desulfovibrio poseen un nimero de caracteristicas Unicas
fisiolégicas y bioguimicas como el requerimiento de ATP para reducir el sulfato
inorganico, la localizacion citoplasmatica de las enzimas (APS reductasas y bisulfito
reductasas) involucradas en la via de la reduccién respiratoria del sulfato, la localizacion
periplasmatica de algunas hidrogenasas, y la abundancia de citocromos multihémicos de
tipo-c (Fauque & Ollivier, 2004).
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2.4.1.1 Mecanismos bioenergéticos de la reduccion d  esasimilatoria del sulfato

Los mecanismos bioenergéticos de la reduccion desasimilatoria del sulfato son tres: la
activacion del sulfato y su reduccién a bisulfito, la reduccién del bisulfito a sulfuro y el
metabolismo del hidrégeno. En la activacion del sulfato y su reduccion a bisulfito, el
sulfato necesita primero ser activado por el consumo de ATP mediante la intervencién de
enzimas como la ATP sulfurilasa que forma APS (adenilil sulfato) y PP; (pirofosfato) a
partir del sulfato y el ATP, debido a la desfavorabilidad termodindmica de esta reaccion
se necesita de la intervencion de una segunda enzima, una pirofosfatasa inorganica, la
pirofosfatasa fosfohidrolasa, la cual hidroliza el PP; dando lugar a la formacion de 2 Pi. La
reduccion de APS a AMP vy bisulfito, es catalizada por la APS reductasa presente, en su
mayoria, en cepas de Desulfovibrio y en Archaeas hipertermofilicas sulfato reductoras
(Fauque & Ollivier, 2004).

El proceso de reduccion del bisulfito a sulfuro puede llevarse a cabo por dos
mecanismos propuestos. El primero involucra la reduccién de seis electrones del bisulfito
a H,S en un paso catalizado por la bisulfito reductasa, sin la formacién de intermediarios.
En el segundo paso, también conocido como la via del tritionato, el bisulfito es reducido a
sulfuro en tres pasos con la formacion de intermediarios libres entre el tritionato y el
tiosulfato. Este proceso es mediado por los dos tipos de bisulfito reductasas que se han
encontrado en BSR, también por la presencia de desulfoviridina y desulforubidina
encontradas principalmente en los géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium,
desulfofuscidina del género termofilico Thermodesulfobacterium, y P-582 del género

esporo formador Desulfotomaculum (Fauque & Ollivier, 2004).

Por ultimo, el metabolismo del hidrogeno es un proceso clave debido a la intermediacion
metabdlica del hidrégeno en varios microorganismos. Ademas, el hidrégeno juega un rol
central en la energia del metabolismo de las BSR, su intervencién esta dada a través de
las hidrogenasas, constituidas por proteinas redox muy diversas en su estructura y
composicion; ellas catalizan la oxidacién reversible del dihidrdgeno molecular a protones
y electrones, generando potenciales de membrana y gradientes transmembranales de
pH con el bombeo de protones a través de la membrana celular (Fauque & Ollivier,
2004).
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2.4.2 Degradacion de compuestos organicos en presen  cia de sulfato

2.4.2.1 Oxidacion completa o incompleta

Las capacidades metabdlicas de las BSR se dividen en dos amplias categorias, aquellos
organismos capaces de oxidar completamente compuestos organicos a CO, y aquellos
organismos incapaces de realizar la oxidacion completa. Algunas BSR no pueden oxidar
sustratos completamente a CO,, esta limitacion metabdlica por lo general refleja la
ausencia de la via para la oxidacion del acetil - CoA a CO, (Hansen, 1993a; Rabus et
al., 2006).

Las BSR que realizan la oxidacion completa, no siempre oxidan sustratos directamente a
CO,. La utilizacién de compuestos organicos facilmente degradables como butirato,
lactato o etanol conduce a una producciéon de acetato y la oxidacion a partir de éste
puede darse muy lentamente. Esto implica que algunas veces sea necesario que la
evaluacién de los sustratos producidos durante la oxidacion se realice en un periodo de

tiempo amplio (Hansen, 1993a).

La oxidacion completa del grupo acetil CoA a CO,, por las BSR puede realizarse por
medio de dos vias, la via del ciclo del acido citrico y por la via de la monoxido carbono
deshidrogenasa. La via del ciclo del acido citrico es diferente a la encontrada en la
mayoria de los aerobios, debido a la presencia de una deshidrogenasa a-cetoglutarato
gque es ferredoxina contraria a una NAD-dependiente, al enlace de membrana
independiente de NAD en la malato deshidrogenasa y por una ATP citrato liasa en lugar
de una citrato sintasa. La activacion del acetato procede a través de la via de
transferencia del grupo CoA del succinil-CoA. La ATP citrato liasa disponible en el
organismo permite obtener ATP por fosforilacion a nivel de sustrato por la oxidacion del
acetato a dos CO, Esto puede deberse a una necesidad bioenergética porque se
requiere de dos ATP para la activacion del sulfato y porque el rendimiento de ATP por
transporte de electrones asociados a la oxidacién muy probablemente no excede dos
moléculas de ATP. El NAPH generado por la isocitrato deshidrogenasa es reoxidada por
una deshidrogenasa- NADPH asociada a la membrana, y la ferredoxina reducida es
reoxidada por el NAD(P)+ (Hansen, 1993a).

La via de la mondxido carbono deshidrogenasa no es ciclica pero involucra el clivaje de
dos unidades de carbono del grupo metil y del monéxido de carbono y cada una de estas

es oxidada por vias independientes (Hansen, 1993a).

36



Ambos mecanismos de oxidacién proveen la energia requerida para los procesos
metabdlicos, a partir de sustratos energéticos como alcoholes, aminoacidos, compuestos

aromaticos, acidos dicarboxilicos y lactato, entre otros (Hansen, 1993a).

2.4.2.2 Oxidacion del lactato

El lactato es uno de los sustratos mas usados para cultivar BSR en estudios
bioquimicos. Sin embargo, diferentes organismos descritos en los Ultimos 15 afios son
incapaces de crecer sobre este sustrato. Entre estos se encuentran algunas especies de
los géneros Desulfotomaculum, Desulfobacter, Desulfonema y Desulfobacterium que
realizan oxidacion completa. Este sustrato clasico es utilizado por la mayoria de las
diferentes especies de BSR y puede ser oxidado completa e incompletamente (Hansen,
1993a; Rabus et al., 2006).

La oxidacion del L- y D-lactato a piruvato es mediado por la lactato deshidrogenasa
independiente de NAD(P)+ y ocurre principalmente en la membrana celular. En la
oxidacion incompleta de sustratos organicos, el acetil Co-A producido a partir del
piruvato es convertido a acetato principalmente por la fosfotransacetilasa y la acetato
quinasa. Algunos célculos energéticos revelan que en Desulfovibrio spp el ATP neto
obtenido por la fosforilacion a nivel de sustrato en el crecimiento sobre lactato y sulfato
puede ser de cero. Dos moléculas de lactato oxidado por molécula de sulfato pueden
presentar un rendimiento de dos moléculas de ATP durante la liberacién de acetato via
acetato quinasa. Estas dos moléculas de ATP son consumidas por la activacion del
sulfato, es decir una por la reaccion de ATP sulfurilasa y otra para la regeneracion de
ADP a AMP (Rabus et al., 2006).

2.4.2.3 Oxidacion de alcoholes primarios, alcoholes secundarios, dioles, y glicerol

El etanol es usado como fuente de energia por muchos microorganismos entre estos
miembros del género Desulfovibrio y varios representantes de otros géneros como
Desulfobulbus, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfobacterium, Desulfotomaculum y
también por algunas cepas de Desulfobacter. El etanol es donador de electrones y
fuente de carbono para las BSR por oxidacion completa e incompleta. Asi, los alcoholes
primarios, metanol, glicerol y dioles también son utilizados para ésta funcion (Hansen,
1993a).

Los alcoholes primarios como el 1-propanol y el 1- butanol pueden también actuar como
donadores de H, para las BSR. La oxidacién por especies de Desulfovibrio es incompleta

asi como en algunas especies de Desulfobulbus que oxidan incompletamente el 1-
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propanol a acetato. Por Ultimo, especies de otros géneros pueden oxidar estos alcoholes
(1-propanol y 1-butanol) completamente. Lo méas probable es que estos alcoholes sean
utilizados debido a la poca especificidad de la etanol y la acetaldehido deshidrogenasa
(Hansen, 1993a; Rabus et al., 2006). La utilizacion de los alcoholes primarios puede
llevarse a cabo usualmente, cuando esta presente en el medio otra fuente de carbono
(acetato+CO,). La alcohol deshidrogenasa ha sido activada al 100% con etanol, en un
72% con propanol y un 36% con butanol, pero no ha sido activada en presencia de

isopropanol (Hansen, 1993a).

A diferencia del etanol y de alcoholes primarios, el metanol es un donador de electrones
menos comun para las BSR y asi el crecimiento sobre este es usualmente lento. Sin
embargo, el mecanismo de oxidacién del metanol es desconocido en la actualidad
(Rabus et al., 2006). Solo pocas BSR como Desulfococcus multivorans y D. salexigens
pueden utilizar alcoholes secundarios como el 2-butanol y el 2-propanol (Hansen,
1993a). La presencia de sulfato no ejerce efectos considerables sobre la conversion del
metanol bajo condiciones mesofilicas. En contraste, la presencia de sulfato afecta
grandemente la conversién del metanol bajo condiciones termofilicas (Valero et al.,
2003).

Con respecto a los dioles, el metabolismo de especies de Desulfovibrio envuelve
generalmente dos procesos, la oxidaciéon inicial del grupo alcohol primario o la
deshidratacién del diol a un aldehido (Rabus et al., 2006).

Por otro lado, el glicerol es oxidado por especies de Desulfovibrio a acetato y CO, via
glicerol- 3- fosfato, como por ejemplo, Desulfovibrio fructosovorans (Ollivier et al., 1988).
Mientras que Desulfovibrio carbinolicus oxida el glicerol a 3-hidroxipropionato indicando
gue el glicerol puede ser oxidado completa e incompletamente (Rabus et al., 2006). En
la via metabdlica del glicerol actida la glicerol quinasa, una glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa y enzimas de la ruta glicolitica a piruvato. La glicerol quinasa también
usa dihidroxiacetona como sustrato generando un buen crecimiento de las cepas que
utilizan el glicerol como sustrato. La mayor parte de la de la oxidacion del glicerol a 3-
hidroxipropionato es iniciado por una deshidratacion a 3-hidroxipropanal (Hansen,
1993a).

2.4.2.4 Oxidacion de formato, propionato y azlcares

El formato puede ser oxidado por casi todas las especies de Desulfovibrio, por algunas

especies de Desulfotomaculum, Desulfococcus, Desulfobacterium, y Desulfonema. En
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las especies de Desulfovibrio la reaccion es catalizada por la formato deshidrogenasa y

como aceptor de electrones puede utilizar el citocromo Cssz (Hansen, 1993a).

El propionato a diferencia del formato, es un sustrato caracteristico para Desulfobulbus y
este es oxidado a acetato y CO,. Varias de las BSR que realizan oxidacion completa
también utilizan propionato pero lentamente. Desulfobulbus oxida propionato mediante
una via que implica una trascarboxilacion de propionil - CoA a metilmalonil-CoA con

oxalacetato como donador de electrones (Hansen, 1993a).

Solo pocas especies representantes del género Desulfovibrio muestran la capacidad de
utilizar aztcares, sin embargo, el uso de fructosa en ausencia o presencia de sulfato se
ha observado en D. fructosovorans, asi como se ha reportado la utilizacion de glucosa
en Desulfotomaculum nigrificans y D. salexigens. De igual forma, se reporta que la

utilizacién de fructosa es mayor que la de glucosa en las BSR (Rabus et al., 2006).

2.4.2.5 Oxidacion de compuestos aromaticos

El rango de compuestos aromaticos que pueden ser degradados por las BSR es amplio.
Los mecanismos de degradacion de estos compuestos son dos, uno de ellos no implica
la destruccién del anillo aromatico y el otro incluye la destruccion del anillo aromatico
para realizar su degradacion. Las fuentes naturales de compuestos aromaticos son
aminoacidos aromaticos y lignina; otras fuentes pueden ser los compuestos
xenobiodticos, como la anilina (Hansen, 1993a). La degradacion de compuestos
aromaticos bajo condiciones anaerdbias ha sido estudiada en sedimentos y cultivos
enriquecidos de bacterias denitrificantes, metanoarchaeas y BSR, las cuales son

capaces de degradar hicrocarburos aromaticos como el tolueno (Rabus et al., 2006).

La via de degradacion anaerobia de compuestos aromaticos que mas se conoce es la
degradacion del tolueno. El bencilsuccinato, ha sido el primer metabolito identificado en
el metabolismo del tolueno en cepas de Desulfobacula toluoica, y mostré una
dependencia sobre la formaciéon del fumarato debido a la presencia de la enzima
bencilsuccinato sintasa, una enzima con un radical bencil que ataca el grupo metilo del
tolueno en combinacién con el fumarato. Ademas, la degradacién del bencilsuccinato se
cree que procede a través de una via de reacciones analogas a la B-oxidacion de la
ramificacion metil de los acidos grasos, produciendo benzoil-CoA como un intermediario
central. De acuerdo con esta utilizacién del tolueno por parte de las BSR, estas pueden
crecer en benzoato, naftaleno y del 2-naftoato utilizando la carboxilacibn como un

mecanismo de activacion inicial del hidrocarburo aromatico biciclico (Rabus et al., 2006).
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2.4.2.6 Oxidacion de malato, succinato y otros acid os dicarboxilicos

Los acidos dicarboxilicos son sustratos comunes de completa e incompleta oxidacién por
las BSR. El crecimiento de estos microorganismos es generalmente mas rapido en
fumarato y malato que en succinato. Algunas especies utilizan uno o mas de estos
compuestos, estas diferencias se deben a la falta del sistema de transporte o a la
ausencia de las enzimas implicadas en la degradacién de los compuestos. Los
rendimientos de crecimiento sobre succinato, son mas bajos que sobre malato, es de
suponer debido a que su crecimiento es menor en succinato. La via de degradacion del
malato en especies de Desulfovibrio involucra la enzima malato dependiente de NADPH,

como la enzima clave en la conversion de malato a piruvato (Rabus et al., 2006).
2.4.2.7 Oxidacion de aminoéacidos

La utilizacion de aminoacidos se reporta principaimente en microorganismos marinos
gue incluyen algunas especies de Desulfovibrio, también se han aislado BSR mesofilicas
gue utilizan principalmente aminoacidos como D. aminophilus (Baena et al., 1998). Uno
de los aminoacidos utilizados més frecuentemente es la alanina, que sirve como donador
de electrones en varias especies como Desulfotomaculum ruminis y Desulfovibrio
salexigens. La oxidacién de L-alanina en cepas de Desulfovibrio y en Desulfotomaculum
ruminis, requiere la accion de la alanina dehidrogenasa dependiente de NAD" (Rabus et
al., 2006).

Otros aminoacidos como la serina, glicina y cisteina también son reportados como
donadores de electrones en dos especies de Desulfovibrio, mientras el glutamato es

usado por algunas cepas de Desulfobacterium (Rabus et al., 2006).

Las BSR ademas de presentar la capacidad de oxidar los sustratos anteriormente
mencionados como donadores de electrones, pueden tomar estos compuestos en la
ausencia del sulfato como aceptor final de electrones, llevando a cado entonces un

proceso de fermentacion.
2.4.3 Fermentacién de sustratos

Las BSR pueden utilizar procesos de conservacion de la energia diferentes de la
reduccion desasimilatoria del sulfato; ellas pueden utilizar aceptores de electrones
diferentes al sulfato, sulfito 6 tiosulfato y son capaces de crecer fermentativamente por
dismutacién o disproporcionaciéon de compuestos organicos e inorganicos (Fauque &

Olliver, 2004). La dismutacion es una reaccion en la que dos moléculas de un sustrato
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idénticas tienen destinos diferentes. Particularmente, una reaccion en la que una de las

moléculas sustrato se oxida y la otra se reduce (Mathews et al., 2003).

2.4.3.1 Fermentacion de sustratos organicos

La capacidad fermentativa de las BSR incluye diferentes sustratos como piruvato,
peptona, glicina, serina, treonina, cisteina, malato, lactato, fumarato y casaminoacidos
teniendo como productos principales el acetato, diéxido de carbono, hidrégeno y etanol
(Fauque & Olliver, 2004).

Asi algunas especies de Desulfovibrio fermentan malato y fumarato con formacion de
succinato, acetato y dioxido de carbono. En la ausencia de sulfato algunas especies
pertenecientes a los géneros Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfococcus,
Desulfotomaculum, y Desulfobulbus, fermentan piruvato produciendo acetato, diéxido de

carbono e hidrégeno (Fauque & Olliver, 2004).

Los sulfato reductores del género Desulfovibrio que no pueden crecer por fermentacion
de lactato, etanol o colina puede crecer con estos sustratos en la ausencia de sulfato en

cocultivos sintréficos con las Archaeas metanogénicas (Fauque & Olliver, 2004).

2.4.3.2 Fermentaciéon de compuestos inorganicos del azufre

Con el mecanismo de fermentacién de compuestos inorganicos del azufre, las BSR son
capaces de conservar la energia para el crecimiento bajo condiciones estrictamente
anaerobias por dismutacion del sulfito o tiosulfato a sulfato y sulfuro. Las enzimas
requeridas para estas dismutaciones son parecidas a las de la sulfato reduccion. Se ha
demostrado que durante la fermentacion de compuestos inorganicos del azufre, la
formacion del sulfato se da a través de la APS reductasa y de la ATP sulfurilasa, pero no
por la sulfito oxidoreductasa. El transporte reverso de electrones es necesario para
alcanzar la reduccion del sulfito o del tiosulfato con los electrones derivados de la APS
reductasa (Fauque & Olliver, 2004).

2.4.4 Reduccion de Azufre elemental, Nitrato y Oxig  eno

2.4.4.1 Reduccion del azufre elemental

Varios géneros del dominio Archaea y Bacteria pueden obtener energia para su
crecimiento por medio de la reduccion desasimilatoria del azufre elemental a sulfuro de
hidrégeno en un tipo de metabolismo respiratorio. Las bacterias facultativas reductoras

del azufre como las BSR, utilizan el azufre elemental como un sustrato respiratorio en
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ausencia de otros posibles aceptores de electrones como el nitrato, sulfato, sulfito o
tiosulfato. Algunas cepas del género Desulfovibrio y Desulfomicrobium usan el azufre
elemental como un aceptor de electrones alternativo debido a la presencia del citocromo

c3, que posee la actividad azufre reductasa (Fauque & Olliver, 2004).

2.4.4.2 Reduccién desasimilatoria del nitrato

La reduccion desasimilatoria del nitrato o nitrito a amoniaco (proceso también conocido
como amonificacién) puede funcionar como Unico proceso de conservacion de energia
en algunas BSR. El nitrato es reducido a amoniaco (con nitrito como intermediario) por la
intervencion de la enzima nitrato reductasa que es inducible por nitrito o nitrato, mientras
gue la nitrito reductasa no. La nitratoreductasa es una enzima periplasmatica
monomeérica con una masa molecular de 74kDa, que contiene un atomo de molibdeno y
un centro (4Fe 4S) por molécula, y su estructura es cristalina. La nitritoreductasa es un
heterooligbmero del citocromo ¢ que contiene dos tipos de subunidades de 62 y 19kDa y

solo cataliza la reduccion de sulfito a sulfuro (Fauque & Olliver, 2004).

2.4.4.3 Reduccion del oxigeno

Las BSR han sido consideradas estrictamente anaerobias, pero se ha demostrado que
algunas de ellas pueden tolerar la presencia de trazas de oxigeno molécular. Sin
embargo, usualmente las BSR no crecen con el dioxigeno como un aceptor de
electrones. Las BSR obviamente contienen oxidasas terminales diferentes a las
presentes en  microorganismos aerobios. Las sulfato reductoras usan
superdxidoreductasas como un componente de un proceso oxidativo de proteccion al
estrés que cataliza la reduccién en lugar de la dismutacion de superoxido a peroxido de
hidrégeno. Dos clases de superperéxido reductasas existen en las BSR y contienen uno
(neelaredoxina) o dos (rubredoxina oxidorreductasa o desulfoferredoxina) centros de
hierro (Fauque & Olliver, 2004).

2.4.5 Reduccién de metales por Bacterias Sulfato R eductoras Desasimilatorias

Ademas de su habilidad para usar compuestos del azufre como aceptores de electrones
terminales, las BSR han demostrado su capacidad de reducir un amplio rango de
metales pesados como cromo (Cr), molibdeno (Mo), selenio (Se), hierro (Fe), tecnecio
(Tc), manganeso (Mn), arsénico (As), paladio (Pd) y uranio (U). Por estas habilidades
pueden considerarse varias BSR como biorremediadoras de ambientes contaminados
por metales pesados. La reduccion del metal puede obtenerse no solo por reduccion

directa cuando el sulfato es sustituido en el medio de cultivo, favoreciendo asi la
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concominante produccion de sulfuro y la precipitacion del metal (Fauque & Olliver.,
2004).

El uso de metales pesados en lugar de sulfato como un aceptor de electrones por las
BSR no esta generalmente relacionado con el crecimiento. La reduccion directa de
metales pesados por las BSR mediada por actividad enzimética ha sido poco estudiada,
sin embargo, se ha encontrado en algunas cepas la presencia de enzimas metal
hidrogenasas y también se ha detectado la intervencion del citocromo c3 alterado que
por mutagénesis de sitio directo inidica que el potencial negativo redox es crucial para la
actividad de las metal hidrogenasas. Asi se sugiere que los citocromos y las hidrogensas
de las BSR juegan un papel importante en la reduccién de los metales (Fauque &
Olliver, 2004).

2.5 FILOGENIA DE LAS BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS

Las BSR son un grupo bacteriano complejo fisiol6gicamente, varias propiedades
utilizadas para la clasificacion general de todos los microorganismos han sido usadas en
su clasificacion tradicional. Las mas importantes de esas propiedades son: morfologia de
la célula (forma, tamafio movilidad, estructuras visibles externas e internas, formacion de
agregados, diferenciacion celular, ultraestructura general), morfologia de la colonia
(apariencia de células en suspension y apariencia de las colonias), composicién celular
(coloracién de Gram, contenido de G-C del DNA, materiales de reserva), fisiologia
(temperatura, pH, metabolismo energético, relaciones con el oxigeno, aceptores
electrones, fuentes de carbono, fuentes de nitrdgeno y fuentes de azufre) y ecologia
(habitat natural) (Schleifer & Truper, 2006). Ademas de la determinacion de la
presencia de desulfoviridina y citocromos y la oxidacién completa e incompleta del
acetato (Castro et al., 2000) que son caracteristicas propias para la clasificacion de las
BSR.

Desde hace 25 afios, las técnicas que involucran el andlisis del rRNA 6 de los genes que
codifican para el rRNA (rDNA) han revolucionado la taxonomia procariota. Las
conclusiones de los estudios han permitido ver que los genes del rRNA son altamente
conservados debido a su importante rol ribosomal en la sintesis de proteinas. Las
moléculas de rRNA reflejan la filogenia de los microorganismos, al asumir que su tasa de
mutacion es muy baja, ya que se encuentran bajo una fuerte presidon conservadora.
Ademas, debido a sus moléculas largas el rRNA contiene informacion genética
considerable que ha sido utilizada como base molecular de las reconstrucciones

flogenéticas procariotas. Dos argumentos adicionales son la base para validar esta

43



afirmacion a saber: la transferencia lateral de genes “no ocurre” entre genes rRNA, y la
cantidad de evolucién o de disimilitud entre secuencias rRNA de un par de organismos
es representativo para la variacion mostrada por los correspondientes genomas. Si esto
es verdad, entonces las variaciones en la cantidad de estructuras primarias rRNA en
procariotas, se veria reflejado en la cantidad de organismos distantes. Las secuencias de
16S rRNA vy los analisis de comparacion han demostrado tener un alto poder de
resolucion para la medida del grado de relacién entre organismos por encima del nivel de

especie evolutivamente (Burgess et al., 2007; Rossell6-Mora & Amann, 2001).

Los analisis de las secuencias de rRNA han permitido la organizacion de las BSR dentro
de cuatro grupos filogenéticos, entre los que se encuentran: BSR mesofilicas
Gramnegativas; BSR esporoformadoras Grampositivas; bacterias termofilicas sulfato
reductoras; y las arqueas termofilicas sulfato reductoras. Todos estos grupos se
caracterizan por utilizar el sulfato como aceptor terminal de electrones durante la
respiracion anaerobia. La asignacion de especies individuales dentro de grupos
apropiados con base en los andlisis rRNA es en general, un acuerdo al que se ha
llegado por taxonomia tradicional, aunque existen algunas excepciones (Castro et al.,
2000; Fauque & Ollivier, 2004; Thevenieau et al., 2007a).

Las BSR mesofilicas Gramnegativas se encuentran dentro de la subclase de las &-
Proteobacterias. Desde el punto de vista en su historia evolutiva, la clase & diverge de
otras Proteobacteria en el ancestro comun fotétrofo, y los miembros de la subclase delta
perdieron probablemente su habilidad fotosintética y se convirtieron en heterotréficas
(Castro et al., 2000).

La subclase 0&-Proteobacteria incluye las familias Desulfovibrionaceae vy
Desulfobacteriaceae. La familia Desulfovibrionaceae incluye los géneros Desulfovibrio y
Desulfomicrobium. Y la familia Desulfobacteriaceae incluye los géneros Desulfobulbus,
Desulfobacter; Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfomonile,
Desulfonema, Desulfotulus y Desulfarculus. Dentro de esta familia podrian también
incluirse con base en los andlisis de rRNA los géneros Desulfobacula, Desulfospira,
Desulfocella, Desulfocapsa, Desulforhopalus, entre otros. La mayoria de los miembros
de esta familia son mesofilicos; sin embargo existen cinco excepciones, Desulfacinum
infernum, D. hydrotermale, D. subterraneum, Desulfomicrobium thermophilum vy
Thermodesulforhabdus norvegicus que registran temperaturas Optimas de crecimiento
alrededor de los 60°C (Castro et al., 2000; Devereux & Stahl, 1993; Mori et al., 2003;
Thevenieau et al., 2007b).
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Dentro de la subclase &-Proteobacteria se encuentran tanto bacterias no sulfato
reductoras como bacterias azufre reductoras, y a su vez se divide en cuatro subgrupos:
myxobacteria, bdellovibrios, las BSR desasimilatorias y bacterias sintréficas. Cinco
ramas estan incluidas dentro de esta subclase Desulfovibrio, Desulfuromonas,
Desulfobacter, Synthrophobacter y Desulfurella. Adicionalmente las bacterias sintroficas
comprenden los géneros Syntrophobacter, Desulforhabdus, Desulfovirga, Desulfacinum
y Thermodesulforhabdus. Las relaciones filogenéticas entre las BSR y otros miembros
de la subclase delta no se ha resuelto, aunque se ha sugerido que Myxobacteria y
bdellovibrios pueden representar adaptaciones aerébicas de un ancestro anaerdbico de

fenotipo azufremetabolizador (Kersters et al., 2006; Castro et al., 2000).

La relacién existente entre los géneros Desulfacinum, Desulfomicrobium vy
Thermodesulforhabdus con los organismos sulfato reductores del grupo al que pertenece
la cepa USBA 53, permite ubicarlos dentro de la subclase d-Proteobacteria. Algunas de
las caracteristicas del género Desulfacinum son los sitios de aislamiento son habitats
geotermales marinos y yacimientos de petréleo cuyas temperaturas son termofilicas,
valores de pH que se acercan a la neutralidad y un rango de altas concetraciones de
NaCl (0-50 g/L); las especies de este género han sido clasificadas como no esporo
formadoras. EI género Desulfomicrobium incluye especies mesofilicas y una especie ha
sido reportada como termofilica, Desulfomicrobium thermophilum que presenta
crecimiento a 55T (37-60C), pH 6.6 (5.8-8.8) y co ncentraciones de NaCl 0.5% (0-4.5%)
(Rozanova et al., 2001; Sievert & Kuever, 2000; Rees et al., 1995; Thevenieau et al.,
2007b).

Las BSR esporoformadoras Grampositivas estan dentro de las bacterias Gram positivas
con bajo contenido de Guanina-Citosina (GC) que son generalmente mesofilicos o
moderamente termofilicos con la capacidad de formar esporas como Bacillus y
Clostridium. A este grupo pertenecen los géneros Desulfotomaculum, Desulfosporosinus

y Thermoacetogenium (Castro et al., 2000; Mori et al., 2003).

Los microorganismos sulfato reductores del Dominio Archaea son filogenéticamente
divididos en dos géneros Archaeoglobus Caldivirga y Thermocladium. Al género
Archaeoglobus pertenecen las especies A. fulgidus, A. profundus y A. veneficus. La
mayor diferencia entre Archaeoglobus fulgidus y A. profundus es que A. fulgidus posee
flagelo, es quimiolitétrofa facultativa y produce una pequefia cantidad de metano,
mientras que A. profundus no posee flagelo, es quimiolitétrofa obligada y no produce
metano (Castro et al., 2000). Mientras al género Caldivirga pertenece una sola especie

Caldivirga  maquilingensis y al género Thermocladium pertenece la especie T.
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modesticus. Este grupo de organismos exhibe temperaturas Optimas de crecimiento
superiores a 80C (Mori et al., 2003; Hartzell & Reed, 2006; Castro et al., 2000; Itoh et
al., 1998).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Estudios previos de la diversidad microbiana en los MT de Paipa e Iza en Boyaca
realizados por la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA), mostraron
gue aproximadamente el 30% de las cepas aisladas correspondian a organismos sulfato
reductores termofilicos y el analisis parcial de 850pb de las secuencias del gen 16S
rRNA mostraron ademas que 11 de las cepas aisladas presentaban un porcentaje de
similitud inferior al 95% con organismos previamente aislados. Junto con los analisis
fenotipicos realizados a estas 11 cepas, se estableci6 que estos organismos se
agrupaban en dos grupos diferentes, el primero compuesto por 6 cepas sulfato
reductoras relacionadas con Desulfomicrobium thermophilum y el segundo compuesto
por 5 cepas aisladas USBA 3, USBA 43, USBA 46, USBA 53 y USBA 58 del cual el valor
de similitud obtenido y las diferencias fenotipicas determinadas previamente, permitieron

concluir que este segundo grupo podria constituirse en un nuevo género microbiano.

Este trabajo de grado pretende contribuir a definir el estatus taxondmico de la cepa

USBA 53, por medio de estudios fenotipicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipicamente la cepa sulfato reductora termofilica USBA 53, aislada del

manantial termal Ojo del Diablo del municipio de Paipa, Boyaca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y de crecimiento de la
cepa USBA 53.

e Evaluar los sustratos utilizados como aceptores y donadores de electrones
utilizados por la cepa USBA 53.

e Determinar los productos a partir de la degradacién de diferentes sustratos

utilizados por la cepa USBA 53.
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5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental
(USBA) perteneciente al Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias de la

Pontificia Universidad Javeriana.

5.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1.1 Poblacién de estudio y muestra

En el afio 2003 se recolectaron muestras de agua y sedimento de tres MT, Ojo del
Diablo, Hotel Lanceros y Escuela La Playa, localizados en el departamento de Boyacda y
cuyas caracteristicas pueden verse en la Tabla 3. A partir de esto se aislaron cinco BSR
(USBA 3, USBA 43, USBA 46, USBA 53 y USBA 58), de las cuales la cepa USBA 53 se

seleccion6 como representativa del grupo para realizar su caracterizacion fenotipica.

La poblacién de estudio es la cepa sulfato reductora termofilica USBA 53 aislada del MT
Ojo del Diablo (P-3) localizado en la margen derecha de la via que lleva al parqueadero
del Hotel Lanceros en el municipio de Paipa (5°45°33.29" N, 73°6" 49.89"W) cuyas
caracteristicas principales se encuentran en la Tabla 4, y cuya composicién quimica esta
conformada en su mayoria por elementos como sodio (Na), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), litio (Li), boro (B), hierro (Fe), manganeso (Mn), cloro (Cl), silicio (Si) ; y
compuestos como sulfato (SO,), carbonato (HCO3) y sulfito (SOs) (Alfaro, 2002).
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Tabla 3. Caracteristicas principales de los MT Ojo del Diablo, Hotel Lanceros e 1ZA 03

MT OJO DEL MT HOTEL MT EL BATAN
DIABLO (PAIPA) LANCEROS (PAIPA) (1ZA)
Temperatura 68.1C 63.4C 56°C
PARAMETRO Conductividad 43200 pS/cm 42500 puS/cm 609 puS/cm
pH 7.0 7.2 6.8
Solidos disueltos 41138 mg/L 41096.50 mg/L 543.26 mg/L
) Fisico (T9 Hipertermal Hipertermal Semitermal
CLASIFICACION Composicion . .
o Sulfatada &cida Sulfatada Bicarbonatada
Quimica
NOMENCLATURA INGEOMINAS PP11 PP10 1Z-03
USBA P-3 P-4 1ZA 03
USBA 53 USBA 43
CEPA AISLADA USBA 3
USBA 58 USBA 46

Basado en Alfaro, 2002.

Tabla 4. Analisis de aguas de los MT Ojo del Diablo, Hotel Lanceros e I1ZA 03

(CONCENTRACION mg/L)

PARAMETRO MT Ojo del Diablo MT Hotel Lanceros MT Iz ao03

Turbiedad en SiO, 77.1 64 56
Bicarbonato en HCO; 2606 2520 310
Cloruro 5103 5138 55
Sulfatos 19250 19375 1.8

Hierro total 0.2 0.3 <0.2
Calcio 175 87 4.0
Magnesio 21.2 17 4.0
Manganeso 1.6 1.7 0.2
Sodio 12375 12500 105
Potasio 1562 1400 20

Litio 18.2 18 0.4

Boro 5.10 4.90 0.26

Fuente: Alfaro, 2002.
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5.2 METODOS

5.2.1 Andlisis de la secuencia parcial del gen 16S  rRNA

La secuencia de los nucleotidos del gen 16S rRNA de las cepas USBA 3, USBA 43,
USBA 46, USBA 53 y USBA 58 fue alineada con el 16S rRNA de las especies sulfato
reductoras pertenecientes a la subclase &-Proteobacteria utilizando el BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) usando la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) obteniendo una similaridad del 100% entre las cinco

cepas y del 93% con el género Desulfacinum.
5.2.2 Enriquecimiento

La cepa USBA 53, crioconservada en glicerol al 20% se recuperdé en medio basico (MB)
suplementado con lactato sodico (20mM), extracto de levadura (1g/L) y MgCl, (3g/L).
Para la prueba de pureza, la cepa se inocul6 en MB, extracto de levadura (1g/L) y
glucosa (20 mM), con el objetivo de no evidenciar crecimiento, ni la presencia de otra
morfologia diferente que pudiera crecer a expensas de la glucosa (Thevenieau et al.,
2007b).

El MB de cultivo para bacterias termofilicas- halotolerantes sulfato-reductoras (Tabla 5)
se preparo utilizando la técnica de Hungate, y se incub6 a 55C. El pH se ajust6 a 7.2
con NaOH 10N vy posteriormente se llevo a ebullicion. El medio fue transferido a tubos
Hungate (5mL en cada tubo) en condiciones de anaerobiosis con N, como fase gaseosa
y seguidamente se realiz6 el intercambio de la fase gaseosa O, y N, con N, — CO, (80:
20 viv). El medio se esterilizd a 15 p.s.i, a 121TC durante 20 minutos. Una vez
autoclavados los tubos con MB, se les adicion6: 0.05 ml de Na,S — 9H,0 al 2% como
agente reductor asegurando las condiciones de anaerobiosis, 0.05 ml de NaHCO; al
10% como buffer para mantener el pH del medio y 0.1 ml de MgCl, (150 g/L) y como
fuente de carbono se les adicioné lactato (20mM) y como aceptor de electrones SO,
(20mM) (Thevenieau et al., 2007b).
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Tabla 5. Composicion de MB de cultivo para bacterias termofilicas- halotolerantes

sulfato-reductoras

COMPONENTE CONCENTRACION
KH.PO, 0.3 (g/L)
K.HPO 0.3 (g/L)
NH,4CI 1 (g/L)
NacCl 23 (g/L)
CaCl, 0.1 (g/L)
Cisteina-HCI 0.5 (g/L)
KClI 0.1 (g/L)
Na,SO, 2.96 (g/L)
Solucién de oligoelementos de Balch 10 (ml/L)

(Balch et al., 1979)

Resarzurina 0.1% 1 (mlL)

El enriquecimiento de la cepa USBA 53 se inicié por la inoculacion de 1ml de los tubos
criconservados en el medio. El crecimiento de la cepa USBA 53 en el MB se determiné
por el aumento en la turbidez del medio, observacién en el microscopio de contraste de

fases y cuantificacion de la produccion de H,S por la técnica de Cord-Ruwisch (1985).
5.2.3 Determinacion de las caracteristicas morfolog  icas
5.2.3.1 Estudios morfoldgicos

Para el estudio de la morfologia se utilizd un microscopio de Epifluorescencia (Nikon),
referencia Eclipse 501, y se determindé forma y tamafio de la célula, movilidad,

estructuras visibles y coloracion de Gram (Schleifer & Truper, 2006).

5.2.3.1.1 Coloracién de Gram

La coloracion de Gram se realiz6 siguiendo el protocolo expuesto por Hucker, 1965
donde se utilizaron dos controles Escherichia coli (control Gram negativo) y Bacillus

licheniformis (control Gram positivo).

5.2.3.1.2 Morfologia y descripcién de la colonia

La morfologia y descripcién de la colonia se realiz6 con la técnica de Tubo Rodado para
el cultivo de microorganismos anaerobios descrita por Hungate (1969), en medio sélido

con Agar Noble 2%. Los tubos se llevaron a incubaciéon bajo condiciones normales
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durante dos semanas, aproximadamente y posteriormente se examinaron

macroscopicamente en el esteroscopio.
5.2.3.2 Determinacion de la presencia de esporas

La presencia de esporas se determiné inoculando dos tubos de medio de cultivo con la
cepa en fase exponencial; los inéculos se sometieron a las siguientes condiciones: 80°y
90° C durante una hora, realizando una revision mic roscépica cada 10 minutos para
detectar la presencia de esporas, posteriormente se realizé el repique a medio fresco
incubandolo a su temperatura habitual. La observacién de esporas al microscopio o un
crecimiento abundante después de incubacién, se tomd como un resultado positivo para

la presencia de esporas (Lopez & Guerra, 2004).
5.2.3.3 Evaluacion de relacibn conel O

Para verificar la anaerobiosis estricta de la cepa, esta fue inoculada en medio de cultivo
oxigenado (exento de agentes reductores como cisteina- HCl y Na,S). Los tubos por
triplicado fueron incubados a la temperatura habitual del crecimiento de la cepa y bajo
agitacion para facilitar la difusién del oxigeno en el medio. Se tomaria como negativa la
prueba si las cepas presentaban crecimiento abundante en el medio oxigenado, lo cual
se verifico por densidad éptica a 580nm (DOsgonm) Y Observacion al microscopio de

contraste de fases (L6pez & Guerra, 2004).

5.2.4 Determinacion de las caracteristicas fenotipi  cas

5.2.4.1 Determinacion de condiciones éptimas de cre  cimiento

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado en tubos Hungate, utilizando MB
con lactato (20mM), extracto de levadura (1g/L) y Na,SO, (20mM). Las cepas fueron
subcultivadas dos veces consecutivas (R; y R;) bajo las mismas condiciones
experimentales de temperatura (55C), pH (7.1-7.2) y salinidad (23 g/L de NacCl). El
rango de temperatura evaluado para el crecimiento fue de 36 a 65 C (36, 45, 50, 52,
55, 57, 60, 62 y 65C). Para los estudios del pH el valor se ajustdé con adiciones de
NaHCO; 10% 6 Na,CO; 10% (Thevenieau et al., 2007b) en un rango de pH de 5.7 a 8.0
(5.7, 6.3, 6.5, 6.75, 6.8, 7.00, 7.15, 7.3, 7.7 y 8.00). Para los estudios del requerimiento
de NaCl se evalu6 un rango de 0 a 50 g NaCl /L (Sievert & Kuever, 2000) (0, 1, 3, 5, 10,
12, 15, 20, 23, 25, 27, 30, 40 y 50 g NaCl/L). Estas evaluaciones se realizaron midiendo
la velocidad especifica de crecimiento, i, (expresada en h™) y el tiempo de duplicacion

Td (expresado en h), la velocidad corresponde a la pendiente de la recta: Ln (X/Xq)=
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puX+b, y el Td al Ln2/ pX. El crecimiento se midié directamente por la lectura de DOsgonm

en un espectrofotometro (Jenway 6400) cada dos horas durante 24 horas.

5.2.4.2 Establecimiento de una curva de calibracién para la determinaciéon de peso

seco bacteriano

El cultivo bacteriano se realiz6 en MB con lactato (20mM), extracto de levadura (1g/L) y
Na,SO, (2.96 g/L). A partir del cultivo se realiz6 una suspension bacteriana (solucion
madre) y una suspension de trabajo, a partir de las cuales se determind el valor de
biomasa bacteriana por mg de cultivo con el objetivo de obtener una curva patrén para
obtener las concentraciones de biomasa en cada uno de los parametros de crecimiento y

establecer las condiciones éptimas para la cepa USBA 53.
5.2.4.3 Utilizacion de donadores y aceptores de ele  ctrones

La evaluacion de los donadores de electrones se llevo a cabo por triplicado, se realizaron
dos repiques (R; ¥y R;) en medio minimo que contenia extracto de levadura (1g/L) y
Na,S0, (2.96 g/L) y bajo los parametros 6ptimos de crecimiento que se determinaron
previamente de 57<C, 25 g/L de NaCl y un pH de 6.75. Los donadores de electrones que
se evaluaron fueron: etanol y metanol en una concentracion final de 5 mM. Pepticasa y
casaminodcidos (10g/L). Alanina, arginina, serina y valina en una concentracion de
10mM. Galactosa, sacarosa, formato, acetato, propionato, butirato, fumarato, succinato,
malato, lactato, glicerol, citrato y piruvato a una concentracién de 20 mM (Thevenieau et
al., 2007b). Valerato e isovalerato (2.56 mM) (Rozanova et al., 2001). Como control se
utilizo MB suplementado con extracto de levadura (1g/L) y Na,SO, (20mM). Los
productos fueron evaluados por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) utilizando
un equipo SHIMADZU equipado con una columna Ultra Aqueous C18 (5um 150 x
4.6mm), utilizando como fase movil HsPO, 0.05% pH 2.5 estabilizado con K,HPO, al
10%, a un flujo de 0,5ml/min, con un tiempo de retencién (TR) de 45 min y con una

temperatura de 35T.

Los aceptores de electrones fueron evaluados por triplicado y se realizaron dos
repiques (R1 y R,) y en tres series diferentes en MB sin Na,SO, y con extracto de
levadura (1 g/L). La primera serie con lactato (20mM), la segunda con formato (20mM) y
la tercera con piruvato (20mM)..Estos aceptores fueron: S,03, y NOz a una concentracion
de (20 mM); SO; (2 mM), S, y Fe™® (10 g/L) evaluados por triplicado y en dos repiques
(R1 Yy Ry). Como control negativo se utilizd6 MB suplementado con extracto de levadura
(1g/L) y ningan aceptor de electrones. La determinacion de sulfuro de hidrogeno se

realizé6 mediante el método de Cord-Ruwisch (1985), la reduccion del Fe*® se determiné
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por la técnica de la ferrozina y la reduccion del NO; a NO, por la técnica de la
difenilendiamina (Posada et al., 2004; Lovley & Phillips., 1986).

Para la evaluacion del crecimiento autotrofico, la cepa fue incubada bajo condiciones
normales con H,:CO, (80:20 %) y H,:CO, (80:20 %) con SO, (Sievert & Kuever, 2000).

5.2.4.4 Prueba de Catalasa

Se tomaron dos tubos con las cepas en fase exponencial y se centrifugaron a 13000 rpm
por 20 minutos, se descartd el sobrenadante e inmediatamente se mezclé con 0.25mL
de H,O, al 30%, la prueba se tomaria como positiva si se observaba la formacién de
burbujas en la mezcla. Se tomd como control positivo Bacillus licheniformis (Lépez &
Guerra, 2004).

5.2.5 Prueba de resistencia a antibiéticos

Para determinar la resistencia a los antibidticos cloranfenicol y penicilina G, se realizo el
repique por triplicado de las cepas en las condiciones Optimas de crecimiento,
determiandas anteriormente de 57C, 25 g/L de NaCl y pH 6.75. Se evaluaron
concentraciones de cloranfenicol y penicilina G de 50 y 100 pg/mL para cada uno. Se
realizaron dos controles, uno con etanol sin el antibiético, debido a que el cloranfenicol
es preparado con etanol absoluto y el otro control fue la cepa bajo condiciones normales
de crecimiento, sin ningun tipo de antibidticos, para evitar obtener falsos negativos
(Lépez & Guerra, 2004).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGIC AS
6.1.1 Estudios morfologicos y fisiolégicos

Las caracteristicas morfolégicas de la cepa USBA 53 incluyen la descripcion
microscopica de la forma y tamafio celular y macroscopica de la colonia, la coloracion
de Gram, formacién de esporas, movilidad, y formacién de agregados celulares. Las
células son de forma ovoide o bacilos cortos de 0,3 a 0,6 um de largo por 0,2 a 0.3 um
de ancho durante la fase exponencial, que puede disponerse sola o en cadenas de 1 um
de largo, forma agregados celulares en forma de | y u después de un largo periodo de
incubacién (Fig. 2 y Fig. 3). Las colonias de la cepa USBA 53 son blancas, redondas,
cremosas, planas y de borde ondulado con un didmetro de 0,1 mm que después de dos
semanas de incubacién se tornan café, punctiformes y de borde regular. No es movil y
tampoco forma esporas cuando se somete a temperaturas de 80°y 90C, es Gram

positiva y en medio oxigenado, libre de agentes reductores, no se observé crecimiento.

Figura 1 Vista microscépica de la cepa USBA 53 mostrando su morfologia tipica.
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Figura 2 Vista microscopica de la cepa USBA 53 mostrando la formacion de agregados

celulares en forma de L y U observados después de varias semanas de incubacion.

La secuencia del gen 16S rRNA realizada para determinar la ubicacion taxonémica de la
cepa USBA 53 se llevo a cabo por el andlisis de cada secuencia en el BLAST usando la
base de datos de la NCBI, mostrando una similitud del 93% con el género Desulfacinum
por tal razén se consider6 como el género mas relacionado con la cepa USBA 53. Las
caracteristicas principales de las especies pertenecientes a este género, Desulfacinum
infernum, D. hydrothermale y D. subterraneum, se encuentran resumidas en la Tabla 5.
Estas caracteristicas morfolégicas muestran una similaridad en la forma celular ovoide o
de bacilo corto, las células de dos especies, D. infernum y D. subterraneum no son
moviles como la cepa USBA 53 y junto con D. hydrothermale no forman esporas (Sievert
& Kuever, 2000; Rees et al., 1995; Rozanova et al., 2001). La formacién de agregados
celulares en forma de L y U en la cepa USBA 53 se observaron luego de dos semanas
de incubacién y bajo condiciones salinidad y pH extremas, como por ejemplo, a un pH de
4.0 y a una concentracion de 3 g/L de NaCl. Las condiciones que estuvieron por encima
de los rangos de crecimiento de la cepa USBA 53 reflejaron un cambio en la morfologia
habitual de la bacteria, esto puede deberse a un mecanismo de respuesta a condiciones
extremas a condiciones extremas a las que fue sometida. Este tipo de variaciones
morfoldgicas ha sido observado en D. hydrothermale que forma agregados celulares en
floculos a temperaturas cercanas a los 44C (Sievert & Kuever, 2000).
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Con respecto a la coloracién de Gram, los géneros pertenecientes a la subclase &-
Proteobacteria y las especies D. infernum, D. hydrothermale y D. subterraneum son
Gram negativas (Gupta, 2000; Sievert & Kuever, 2000; Rees et al., 1995; Rozanova

et al., 2001) difiriendo en esta coloracion con la cepa USBA 53 que es Gram positiva.

La ausencia de crecimiento en medio oxigenado, libre de agentes reductores, bajo
condiciones normales de incubacién de la cepa USBA 53 permiten clasificarla como un
organismo anaerobio. En habitats con temperaturas altas y en donde estan presentes
gases reducidos, como en el MT Ojo del Diablo, el oxigeno es poco soluble y la
posibilidad de encontrar microorganismos anaerobios es alta, debido a que estas
condiciones favorecen el crecimiento de organismos en ausencia de oxigeno. En las
especies D. hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum la relacion con el O, no ha
sido evaluada, sin embargo han sido aisladas de habitats geotermales con condiciones

anaerobias (Sievert & Kuever, 2000; Rees et al., 1995; Rozanova et al., 2001).
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Tabla 6. Principales caracteristicas de la cepa USBA 53 y de las especies D. hydrothermale, D. infernum infernum y D. subterraneum.

CARACTERISTICAS

Morfologia y tamafio
celular

Movilidad
Formacién de esporas
Coloracién de Gram

Rango de Temperatura
(°C)

Temperatura 6ptima (°C)
Rango de NaCl (g/L)
NacCl éptima (g/L)
Rango de pH
pH éptimo
Ecosistema de
aislamiento
Donadores d(s) electrones

Galactosa
Sacarosa
Formato
Acetato
Propionato
Butirato
Valerato
Isovalerato
Etanol
Referencia

BACTERIA

Cepa USBA 53 ®

Célula ovoide o bacilo

corto 0,3 a 0,6 pum de

largo por 0,22 0.3 um
de ancho.

Gram positiva

D.hydrothermale

Célula ovoide 6 bacilo corto de 0.8-
1.0 um de ancho por 1.5-2.5 um de
largo, puede disponerse sola o en
parejas.

+

Gram negativa

D. infernum

Célula ovoide de 1.5 um de ancho
por 2.5-3 um de largo.

Gram negativa

D. subterraneum

Célula ovoide de 0.4-0.6
um de ancho por 0.6-1.8
um de largo. Puede
disponerse sola o en
parejas.

Gram negativa

50-62 37-64 40-65 45-70
57 60 60 60
5-30 15-78 0-50 0-50
25 32-36 10 5
5.7-7.7 6.0-7.5 6.6-8.4 6.5-8.4
6.75 7.0 7.1-7.5 7.2-74
Manantial Termal Sistema hidrotermal marino Yacimiento de petréleo marino Yacimiento de petréleo
marino
- - nr nr
- - - nr
+ + + -
- + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + nr
+ + + +
Este estudio (Sievert & Kuever, 2000). ( Rees et al., 1995). (Rozanova et al., 2001).
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Tabla 6. (continuacion) Principales caracteristicas de la cepa USBA 53 y de las especies D. hydrothermale, D. infernum infernum y D. subterraneum.

CARACTERISTICAS BACTERIA
Cepa USBA 53 @ D.hydrothermale D. infernum D. subterraneum
Metanol - nr nr -
Glicerol + - + nr
Succinato - - + nr
Piruvato + + + +
Malato - - + +
Fumarato - - + +
Citrato - - - -
Lactato + + + +
Alanina - + + +
Serina + nr nr +
Valina - nr nr nr
Pepticasa - nr nr nr
Casaminoéacidos - nr nr nr
Crecimiento autotréfico
H,/CO; (80:20 %v/v) * * * *
Relacién con el Oxigeno Anaerobia nd nd nd
Presencia de nd } } }
Desulfoviridina
Aceptores de = = -
elegtrones © + (S04,S;03, S0O3) + (S04, S:03, S03) + (SOs S;05) + (S03S, S04 S203)
Referencia Este estudio (Sievert & Kuever, 2000). ( Rees et al., 1995). (Rozanova et al.,

2001).

@: | os resultados fueron leidos después de dos semanas de incubacién a 57°C, pH 6.75y 25 g/L de NaCl d e la cepa USBA 53.
®): E] medio basico contenia sulfato (20mM) y 1 g/L de extracto de levadura

©: El medio basico contenia 0.1g/L de extracto de levadura. EI MB mas el extracto de levadura fue utilizado como control

nr: no reportado

nd: no determinado
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Tabla 7. Concentracion de productos finales en la evaluacion de donadores de
electrones con 20mM de SO, a 57 °C, pH 6.75 y 25 g/L de NaCl.

Sustrato Producto final (mM)
Acetato Succinato Etanol Propionato Butirato

Propionato
(20 mM)
Butirato
(20mm)
Valerato
(20mm)

Isovalerato
(20mm)

Etanol
(5mM)
Glicerol
(5mM)
Piruvato
(10mm)
Lactato
(20mm)
Serina
(10mm)

1.7 1.65 - 11.19 -
- - - - 5.45

5.1 - - - -

3.3 - - - -

1.3 - - - -

9.5 - - - -

0.41

6.2 DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

6.2.1 Evaluacion de parametros de crecimiento

La evaluacion de parametros de crecimiento como temperatuta, pH y salinidad
realizados a la cepa USBA 53 se muestra en las Figuras 3, 4 y 5. La Temperatura 6ptima
de crecimiento es de 57<C con un rango de crecimiento entre 50 y 62T, no se observé
crecimiento a temperaturas de 36 y 45C, ni superiores a los 62<C, por lo cual la cepa
USBA 53 se considera una cepa termofilica. EI pH 6ptimo de crecimiento es de 6.75 con
un rango de crecimiento entre 5.7 y 7.7. La concentracion 6ptima de NaCl es de 25 g/L
con un rango de crecimiento entre 5y 30 g/L de NaCl. A partir del rango de salinidad se
determind que la cepa USBA 53 requiere la presencia de NaCl en concentraciones
superiores a 5 g/L, es decir, es una cepa haldfila. Las condiciones de crecimiento “in
vitro” de la cepa USBA 53 aislada del MT Ojo del Diablo son similares a las condiciones
encontradas en el habitat natural encontrando temperaturas alrededor de los 60C, un
pH cercano a la neutralidad y concentraciones de salinidad de 40 g/L de todas las

especies disueltas como sulfato, sodio, potasio y cloro, entre otros. Los miembros del
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género Desulfacinum requiren temperaturas termofilicas de 60<CT,concentraciones de
NaCl superiores a 5 g/L y cuyos pH 6éptimos de crecimiento se acercan a la neutralidad.
Estas caracteristicas se encuentran relacionadas con algunas de las propiedades de los

habitats termales de aislamiento (Sievert & Kuever 2000; Rees et al., 1995; Rozanova

et al., 2001).

MX vs T° cepa USBA 53

0,04

0,03 /A
0,02 /\J

0,01 \
0 4’—v—‘/ T T 1

36 a1 46 51|-= {oc‘)-'uﬁ 61 66 71

Hx (h1)

Figura 3. Rango y temperatura éptima de crecimiento de la cepa USBA 53 evaluado a
pH de 7.0 +/- 0.2, 23 g/L de NaCl.

MX vs pH cepa USBA 53

0,06
0.05
T 004 ’/
£ 003
X 0.02 -~ !
0.01
D T T T T T T 1
5 55 6 65 7 75 8 85 O

Figura 4. Rango y pH 6ptimo de crecimiento de la cepa USBA 53 evaluado a 55C y
23g/L de NaCl.
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KX vs NaCl cepa USBA 53
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Figura 5 Rango y concentracion de NaCl optima de crecimiento de la cepa USBA 53
evaluado a 55C vy pH 7.0 +/- 0.2.

6.2.2 Establecimiento de una curva de calibracibn p  ara la determinacion de peso

seco microbiano

A partir de las soluciones madre y de trabajo se determiné el peso seco bacteriano en
una curva de calibracién, dando como resultado la siguiente ecuacion Y= 0,0012x + 0,04
(Ver Figura 6), donde X es la biomasa y Y el valor de la DOsgo,m Obteniendo una biomasa
bacteriana de 500 pug/mL. Con esta ecuacion se reemplazaron los valores de la DOsgonm
medidas para cada uno de los parametros cinéticos pH, temperatura y NaCl y se obtuvo
el valor de la biomasa en cada uno de los tiempos de medicion. A partir de la
determinacion de los pardmetros cinéticos se realiz6 la curva de crecimiento para la cepa
USBA 53 obteniendo una pX de 0.085 h™ y un Td de 8.15 h para la cepa USBA 53 (Ver
Figuras 7y 8).

Curva de peso seco cepa USBA 53

- 0,800 y=0,001% + 0,04
£ 05600 R2=0,082
= 0,400
8 0,200 rﬁ;:g—",_v
0,000 - T J ! !
0 100 200 300 400 500

Pesoseco (1g/mL)

Figura 6. Curva de peso seco. Valor de las DO 580nm vs Peso seco (ug/ml) evaluada a
57<C, pH 6.75 y 25 g/L de NacCl
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X (Mg/mL) vs Tiempo (h) cepa USBA 53

60,000
50,000
40,000 //)_
30,000

A
20,000 ’
10,000 A

oo0 ¥ ¢ ¢ 9¢ o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23
Tiempo (h)

X(g/L)

Figura 7. Biomasa vs tiempo del crecimiento de la cepa USBA 53 evaluada a 57<C, pH
6.75y 25 g/L de NaCl.

Ln X/X0 vs Tiempo cepa USBA 53
3 ¥y=0.,085x+0,224
25 R2=(,970
S 2
S 1,5
5 1
0.5
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tiempo (h)

Figura 8. Ln X/X, vs tiempo de la cepa USBA 53 para la determinacion de uX y Td
evaluada a 57C, pH 6.75 y 25 g/L de NaCl.

6.3 UTILIZACION DE DONADORES Y ACEPTORES DE ELECTRO NES

La cepa USBA 53 crece principalmente sobre lactato y también es capaz de crecer sobre
sustratos como piruvato, propionato, formato, butirato, valerato e isovalerato. La
capacidad de crecer sobre compuestos organicos principalmente sobre el lactato que
conduce a la produccion de acetato, y la incapacidad de crecer en acetato, muestran que
esta cepa sulfato reductora realiza una oxidacion incompleta de estos compuestos
organicos en presencia del sulfato lo que podria significar la ausencia metabdlica de la

via para la oxidacion del acetil-CoA hasta CO,(Hansen, 1993a; Rabus et al., 2006).
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La utilizacion de formato por parte de la cepa USBA 53 puede deberse a la presencia de
la enzima formato deshidrogenasa y del citocromo Csss. Este acido monocarboxilico es
considerado energéticamente como un donador de electrones equivalente al H, por
tanto, su asimilacion puede darse en la mayoria de los géneros de las BSR (Hansen,
1993a; Rabus et al., 2006) tal es el caso de las especies D. hydrothermale y D.

infernum.

El propionato fue utilizado por la cepa USBA 53 al igual que por las especies D.
hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum. En el crecimiento sobre propionato se
obtuvo una concentracion de succinato de 1.65 mM indicando que posiblemente la cepa
USBA 53 realiz6 la transcarboxilacion del propionil-CoA a metilmalonil-CoA con
oxalacetato como donador de electrones y en donde el succinato se presenta como
intermediario comin. El propionato puede ser utilizado por especies oxidadoras
completas a acetato y CO, (Hansen, 1993a). En la cepa USBA 53 se observo la
produccién de 1.7mM de acetato y una concentracion final de propionato de 11.19mM lo
cual podria indicar que la cepa USBA 53 realiza probablemente una oxidacion lenta del

propionato.

La utilizacion de butirato como donador de electrones se observé en la cepa USBA 53, al
igual que en D. hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum. La oxidacién de butirato
es muy comun en bacterias sulfato reductoras de oxidacion completa e incompleta, sin
embargo, no se obtuvo ninguna concentracion de acetato, y se obtuvo una concentracion
de 5.45 mM de butirato al final de la prueba (Hansen, 1993a).

El crecimiento de la cepa USBA 53 en valerato fue observado positivo debido a la
presencia de H,S y a la presencia de 5.1 mM de acetato, con lo cual probablemente este

organismo realiza una oxidacién incompleta.

La capacidad de llevar a cabo la oxidacién incompleta del lactato se debe a la presencia
de varias enzimas como la lactato deshidrogenasa independiente de NAD(P)+ que oxida
el lactato a piruvato, luego este es convertido a acetato por la fosfotransacetilasa y la
acetato quinasa (Rabus et al., 2006). La presencia de acetato en una concentracion final

de 9.5mM puede indicar la presencia de estas enzimas en la cepa USBA 53.

La cepa USBA 53 difiere metabdlicamente de las especies del género Desulfacinum en
varios aspectos. La cepa USBA 53 es incapaz de crecer en acetato, mientras que D.
hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum si crecen en acetato, ademas también
tienen la capacidad de crecer en lactato, a pesar de que muchas especies de BSR

oxidadoras completas no son capaces de crecer sobre este sustrato (Sievert & Kuever
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2000; Rees et al.,, 1995; Rozanova et al., 2001). Estas especies son oxidadoras
completas de lactato conduciendo a la formacién de acetato y la oxidacién de este puede
darse muy lentamente por medio de dos vias que han sido anteriormente descritas, la
via del acido citrico y la via de la monéxido carbono deshidrogenasa (Hansen, 1993a).
En la especie D. hydrothermale los sustratos son usualmente oxidados completamente a
CO,, pero en concentraciones altas puede darse la oxidacion incompleta de sustratos

organicos (Sievert & Kuever 2000).

Los alcoholes primarios etanol y glicerol fueron usados como donadores de electrones
por la cepa USBA 53, mientras que el metanol no fue utilizado en presencia de sulfato. El
producto obtenido en la degradacion de etanol fue el acetato a una concentracion de 3.3
mM, lo que pueden indicar que la cepa USBA 53 llevé a cabo la via del acetaldehido
obteniendo acetato como producto final (Rabus et al., 2006). Por otro lado, el glicerol es
oxidado por especies de BSR como Desulfovibrio, a acetato y CO, via glicerol- 3- fosfato
(Ollivier et al., 1988). En la via metabdlica del glicerol actta la glicerol quinasa, una
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa y enzimas de la ruta glicolitica a piruvato (Hansen,
1993a). La produccion de 1.3 mM de acetato a partir de glicerol por la cepa USBA 53
podria evidenciar una oxidacion de este a través de la via glicerol-3-fosfato.El metanol es
un sustrato menos cominmente usado por las BSR y su crecimiento sobre este puede
ser lento y el mecanismo de oxidacién aln es desconocido (Rabus et al., 2006). La
presencia de sulfato puede ejercer efectos sobre la conversion del metanol en
condiciones termofilicas (Valero et al., 2003) como bajo las que se realiz6 este estudio.
La utilizacion de los alcoholes primarios puede llevarse a cabo usualmente, cuando esta
presente en el medio otra fuente de carbono como el lactato (Hansen, 1993a). Lo mas
probable es que estos alcoholes sean utilizados debido a la poca especificidad de la
etanol y la acetaldehido deshidrogenasa (Hansen, 1993a; Rabus et al., 2006) que
podria estar presente en la cepa USBA 53 para poder utilizarlos como donadores de

electrones.

La produccion de acetato en una concentracion de 1.4mM y de 2.2 mM a partir de
piruvato por parte de la cepa USBA 53 indica la utilizacion de este sustrato como
donador de electrones. En la oxidacion incompleta de sustratos organicos, el acetil-CoA
producido del piruvato es convertido a acetato por medio de la fosfotransacetilasa y la
acetato quinasa (Rabus et al., 2006) enzimas que podrian realizar ésta oxidacion
incompleta en la cepa USBA 53 y en las especies D. hydrothermale, D. infernum y D.

subterraneum.
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Por otrol lado, ni la cepa USBA 53, ni las especies D. hydrothermale, D. infernum y D.
subterraneum utilizaron azlcares como sustratos donadores de electrones. La propiedad
de utilizar azlcares es propia s6lo en pocas especies representantes del género
Desulfovibrio y en ausencia o presencia de sulfato se ha observado en D.
fructosovorans. La utilizacion de glucosa en Desulfotomaculum nigrificans y D.

salexigens también ha sido reportada (Rabus et al., 2006).

Los &cidos dicarboxilicos fumarato, succinato, malato y citrato no fueron utilizados como
donadores de electrones por la cepa USBA 53. La incapacidad para utilizar estos
compuestos, puede deberse a la ausencia del sistema de transporte o de enzimas
implicadas en su degradacion (Rabus et al., 2006). Al igual que la cepa USBA 53 D.
hydrothermale tampoco fue capaz de crecer sobre estos sustratos, a diferencia de D.
infernum y D. subterraneum que utilizaron el malato, succinato y fumarato como sustrato
donador de electrones. Ninguna de estas especies de Desulfacinum y la cepa USBA 53

utilizaron el citrato.

Los aminoacidos alanina y valina no fueron utilizados como fuente de carbono en
presencia de sulfato por la cepa USBA 53, mientras la serina si fue utilizada. En las
especies D. infernum, D. subterraneun y D. hydrothermale se evidencio la utilizacion de
alanina, difiriendo de la cepa USBA 53. La alanina es utilizada por representantes del
género Desulfacinum; sin embargo, su habilidad para utilizar otros aminoacidos no ha
sido estudiada (Rozanova et al., 2001). La utilizacién de la alanina en especies de BSR
requiere de la accion de la alanina deshidrogenasa dependiente de NAD" (Rabus et al.,
2006) la cual posiblemente esté ausente en la cepa USBA 53 impidiendo la utilizacién de
este aminoacido como donador de electrones en presencia del sulfato. La serina fue
positiva para cepa USBA 53 al igual que para D. subterraneun, mientras en D. Infernum
y D. hydrothermale no ha sido reportado. La utilizaciéon de valina no fue observado en la
cepa USBA 53, y en D. infernum, D. subterraneun y D. hydrothermale no ha sido
reportado. La via de las hexosas difosfato y la via de la hexosas monofosfato estan
presentes en la degradacién de aminoacidos como, alanina, serinay glicina entre otros,
produciendo piruvato y a partir de este etanol (Madigan et al., 2001) estas vias podrian

estar presentes en la degradacién de la serina en la cepa USBA 53.

Empleando el método de Cord-Ruwisch (1985) se determind la produccién de sulfuro de
hidrégeno (H,S) utilizando el sulfato (SO,), tiosulfato (S,0s3) y sulfito (SOs;) como
aceptores de electrones (Tabla 6), el NOs se evalud por la técnica de la difenilendiamina.
D. hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum utilizan el SOy, el S,05; y el SO; como

aceptores de electrones al igual que la cepa USBA 53 (Rozanova et al., 2001). El NO;
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no fue utilizado como aceptor de electrones al no evidenciar crecimiento, ni tampoco

algun producto final en la deteccion por HPLC.

Con respecto a la capacidad de crecer autotroficamente bajo condiciones normales con
H,:CO, (80:20 %) y H,:CO, (80:20 %) en presencia de SO4, los resultados para la cepa
USBA 53 mostraron crecimiento abundante en ambos casos, es decir, la cepa USBA 53
es capaz de reducir el sulfato en presencia de hidrégeno molecular bajo condiciones
autotréficas, y bajo condiciones heterotroficas también produce sulfuros, es decir, se
podria decir que la cepa USBA 53 tiene un comportamiento mixotrofico al igual que D.
subterraneum (Rozanova et al., 2001) mientras D. hydrothermale y D. infernum

mostraron la capacidad de crecer autotréficamente Gnicamente.

6.3.1 Prueba de catalasa y resistencia a antibiétic  os.

La reaccion de la prueba de la catalasa fue tomada como resultado negativo para la
cepa USBA 53. La razdn por la que los anaerobios estrictos son destruidos por el
oxigeno, es probablemente porque son incapaces de eliminar algin producto toxico
derivado del metabolismo del oxigeno. Cuando se reduce el oxigeno se producen
algunos elementos toxicos como el per6xido de hidrogeno H,O,, superdxido O, y
radicales hidroxilo (HO'). El superdxido es altamente reactivo y puede oxidar virtualmente
cualquier compuesto organico dentro de la célula. Los peréxidos pueden dafar los
componentes celulares pero no son tan téxicos como los superéxidos o radicales
hidroxilo. Una forma de destruir estos compuestos toxicos es la produccion de la enzima
catalasa, que destruye el peréxido de hidrogeno. Otra enzima que actla sobre el
peroxido de hidrégeno es la peroxidasa y la superéxido dismutasa (SOD) que destruye el
superdxido. La SOD es indispensable para las células aerébicas y su ausencia en los
anaerobios estrictos es la razon por la que el oxigeno es téxico para ellos (Madigan et
al., 2001). La ausencia de la enzima catalasa y por tanto SOD en la cepa USBA 53

demuestra que es una anaerobia estricta y que el oxigeno podria ser toxico para ella.
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Los resultados de la resistencia a antibiéticos de la cepa USBA 53 se muestran en
tabla 8.

a

Tabla 8. Crecimiento de la cepa USBA 53 en Penicilina G y Cloranfenicol a las

concentraciones de 50 y 100 pg/mL.

Antibiotico. Concentracion Crecimiento.
(Mg/mL).
Penicilina G. 50 +
100 -
Cloranfenicol. 50 -
100 -

Las concentraciones de 50 y 100 pug/mL de cloranfenicol inhibieron el crecimiento de la
cepa USBA 53, pero a 50 pg/mL de penicilina G la cepa mostr6é poco crecimiento y a los
100 pg/mL no se evidencidé crecimiento, por tanto, se puede concluir que la
concentracion necesaria de penicilina G para inhibir a la cepa USBA 53 debe ser
superior a los 50 pg/mL probablemente en una concentracion inferior o igual a los 100
pg/mL. Por otro lado respecto a la resistencia al cloranfenicol se puede decir que la cepa

USBA 53 no resiste este antibiético en concentraciones de 50 y de 100 pg/mL.

La penicilina G es un antibi6tico B-lactamico y que es activo primordialmente frente a
bacterias Gram positivas. Los antibiéticos B-lactamicos son potentes inhibidores de la
sintesis de pared celular, una caracteristica importante de la sintesis de la pared celular
es la reaccion de transpeptidacion que da como resultado la uniéon, mediante enlaces
transversales, de dos cadenas de péptidoglicanos. Las enzimas que cumplen esta tarea
son las transpeptidasas, que son capaces de unirse a la penicilina u otros antibiéticos
con anillo B-lactamico. Las transpeptidasas se unen fuertemente a la penicilina y ya no
pueden seguir catalizando la reaccion de la transpeptidasa lo cual hace que la sintesis
de la pared celular siga llevandose a cabo, pero sin enlances transversales lo que la
debilita y estimula a su vez, la produccién de autolisinas que digieren la pared celular
hasta que es totalmente degradada y la célula es lisada (Madigan et al., 2001). La
coloraciéon de Gram de la cepa USBA 53 es Gram positiva por ello puede concluirse que
esta cepa es permeable a la penicilina G y que esta inhibe la sintesis de pared celular en

esta cepa por medio de la accion del mecanismo anteriormente mencionado.

El cloranfenicol es una sustancia antibidtica que afecta la lisis de proteinas por
interaccion con el ribosoma, especificamente inhibe la elongacion blogqueando la

formacion del enlace peptidico en el sitio A del ribosoma. El cloranfenicol es especifico
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para los ribosomas del dominio Bacteria (Madigan et al., 2001). Este antibiético podria
actuar sobre el ribosoma de la cepa USBA 53 bloqueando la formacion del enlace

peptidico en el ribosoma.

La cepa USBA 53 no es resistente al cloranfenicol ni a la penicilina G en concentraciones
de 100 pg/mL. La resistencia a un antibiotico puede ser una propiedad inherente a un
organismo o puede ser adquirida por varios factores (Madigan et al., 2001). La cepa
USBA 53 no tiene entonces ningun factor inherente de resistencia a estos antibiéticos,

pero podria adquirirlos por exposicion a estas sustancias.

Comparando la cepa USBA 53 con los organismos pertenecientes al género
Desulfacinum, D. hydrothermale, D. infernum y D. subterraneum, la cepa sulfato
reductora USBA 53 presentd caracteristicas fenotipicas diferentes a este género, entre
estas, la coloracion de Gram, Gram positiva, la incapacidad de crecer sobre acetato y
alanina como donadores de electrones, crecimiento mixotréfico en H,:CO, que es una
caracteristica compartida con D. subterraneum. La cepa USBA 53 presentd crecimiento
haldéfilo al igual que especies D. infernum y D. subterraneum. El andlsis y comparacion
de la secuencia del 16S rRNA de la cepa USBA 53 y un valor de la similitud del 93% con
el género Desulfacinum, junto con las caracteristicas fisiol6gicas anteriomente
mencionadas permiten concluir que este grupo podria constituirse en un nuevo género

microbiano.
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7. CONCLUSIONES

Este trabajo permite aumentar el conocimiento de la Diversidad Microbiana de

las BSR en los Manantiales Termales de Paipa

Se determinaron los parametros Optimos de crecimiento y se obtuvo como
resultado que la cepa USBA 53 crece Optimamente a condiciones de 57T,
25g/L de NaCl y un valor de pH de 6.75. Es decir, la cepa USBA 53 es
termofilca, haldfila y requiere valores de pH cercanos a la neutralidad para crecer

Optimamente.

La comparacion de las secuencas parciales del gen 16S rRNA y el valor de
simitlitud mas alto obtenido del 93% con el género Desulfacinum ademas de las
diferencias fenotipicas determinadas en este estudio, permiten sugerir que la

cepa USBA 53 podria constituirse en un nuevo género microbianao de BSR

71



8. RECOMENDACIONES

Realizar la secuenciacién completa del gen 16S rRNA y la cuantificacion del
porcentaje de Guanina+Citosina, asi como la presencia de Desulfoviridina de la

cepa USBA 53 para complementar la informacion de su andlisis polifasico.

Profundizar en el estudio morfolégico con microscopia electrénica con el fin de
identificar estructuras celulares.

Evaluar en futuros estudios las posibles aplicaciones biotecnoldgicas de la cepa
USBA 53.
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