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RESUMEN

En ese trabajo se realizd la bioprospeccion de bacterias extreméfilas de un sitio geotérmico, Los
Azufres ubicado en Michoacan. Los microorganismos prospectados fueron bacterias sulfato
reductoras (BSR), acidéfilas y anaerébicas, por medio de las técnicas de Roll Tube y del agar-semi
sélido. Ademas se extrajo el DNA genomico de los aislados y se amplifico el gene DNAr 16S por
medio de cadena de polimerasa (PCR). Las técnicas probadas se muestrearon eficientes en la
bioprospeccion de las BSR, sin embargo no se pudo observar el crecimiento celular en medio liquido
suficiente para la obtencion del DNA y amplificacion del gene DNAr 16S, para la realizacion del
andalisis filogenético de estos aislados.
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INTRODUCCION

Las bacterias extremoéfilas son mayoritariamente microorganismos procariontes pertenecientes a los
dominios bacterias y Arqueas capaces de crecer bajo condiciones de estrese quimico, tal como
elevadas temperaturas, ausencia de oxigeno, elevadas concentraciones de metales, condiciones
extremas de pH, entre otros. La supervivencia de los extremdfilos es posible debido a que sus células
tienen componentes y propiedades particulares que les permiten mantenerse estables en el entorno
en el que viven. Algunas de estas propiedades son por ejemplo, la presencia de enzimas
termosencibles, composicién quimica diferenciada de su membrana, capacidad de sintesis de
metabolitos (enzimas) como resultado de adaptacién al medio en que viven, etc. Por ejemplo, es
conocido que algunos microorganismos termdfilos y hipertermdéfilos poseen enzimas que no se
desnaturalizan a altas temperaturas y protegen al ADN para evitar su degradacion. Estas enzimas, al
igual que las que funcionan a bajas temperaturas o a pH extremos, son conocidas como
extremozimas [1]. Estas caracteristicas son muy interesantes en la busqueda de nuevas tecnologias,
y ponen la bioprospeccién de microorganismos extremdfilos como una nueva linea de investigacion
cientifica en pleno ascenso en la actualidad. Para tanto, es necesario acceder los microorganismos
aislados, con la finalidad de estudiar con mayor detalle su maquinaria bioquimica y fisiologica, y
posteriormente su aplicacion biotecnologica, sea el microorganismo per se o alguno de sus
productos. La bioprospeccién consiste exactamente en esta busqueda.

Se ha observado por técnicas de metagendmica que los microorganismos son omnipresentes en
todos los ambientes estudiados el planeta, sin embargo tan solo una fraccion muy pequeiia del orden
de 1% se ha cultivado en laboratorio. Esto se debe principalmente por nuestra incapacidad de simular
el microambiente ideal para el aislamiento de estos. La dificultad de aislar los microorganismos es
aun mas dificil. Para el aislamiento de los microorganismos anaerobicos se puede ultilizar por
ejemplo, la técnica del Roll-Tube, que data de los anos 60, pero aun es muy utilizado y muy eficiente
sobretodo para los anaerdbicos restrictos.

El método del Roll-Tube es una técnica popularizada por el Virginia Polytechnic Institute (VIP), el cual
consiste en preparar un tubo con una delgada tapa de agar rodeado por una atmosfera de gas libre
de oxigeno. La muestra se inocula mientras que se rota el tubo, produciendo la delgada capa de agar,
sobre la cual se desarrollaran las colonias. Para certificar la anaerobiosis, se utiliza tampones
impermeables a gases [2]. Después de un periodo de incubacion, las colonias (que crecen en esta
capa son facilmente recolectadas, con auxilio de una aguja estéril e inoculada en medio liquido-
anaerdbico

Otra técnica también utilizada en la bioprospeccién de los microorganismos anaerdbicos es una

siembra en agar semi-solido (reducido y anaerébico), y también mantenido en atmosfera anaerdbica.
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En esta técnica, se hace la inoculacién con el agar todavia fluido, y las colonias que crecen dentro
del agar son aspiradas, con auxilio de una jeringa y aguja estéril e, inoculada en medio liquido-
anaerobico. Una vez obtenido el aislado, ese es crecido en medio liquido, para posteriormente
obtener un precipitado de células. De esto, se extrae el DNA genomico y el fragmento del gene DNAr
16S es amplificado por medio de una reaccién de cadena de polimerasa (el PCR). La PCR fue
desarrollada por Kary Mullis en los afios 80’s, y consiste de obtener miles de replicas de un
determinado gene, simulado in vitro la transcripcion del DNA [4].

El objetivo de este trabajo fue aplicar técnicas tradicionales de cultivo, el Roll-tube, para aislar
microorganismos anaerbbicos (procariotas sulfato reductores) de un sitio extremo en México. Se
utilizo en ese trabajo muestras colectadas del sitio extremo, el SPA Los Azufres, ubicado en el sitio
geotérmico Los azufres, Michoacan.

MATERIALES Y METODOS
Medio de Cultivo - Para preparar 100 ml de medio BSR se necesito 0.05 mi de glicerol, lactato,
piruvato, acetato y levadura en la misma cantidad, 1 gota de rezasurina, 95 ml de agua del sitio,
previamente esterilizada (3 veces cada 24 h., por 2h en autoclave). Se esterilizé nuevamente y se
desgasifico usando Nitrégeno. Una vez que ya estaba frio, se le agreg6 0.1 ml de Fe,SO,, dithionite,
metales traza y vitaminas en la misma cantidad.

Muestreo e Inoculacién — Muestras superficiales de un tapete microbiano (observado en el Spa “Los
Azufres”, Michoacan) fueron colectadas con auxilio de espatula metalica estéril, y almacenadas
directamente en frasco de vidrio, también estéril. Se mantuvo las condiciones de esterilidad con
auxilio de un mechero. Para mantener las condiciones de anaerobiosis, se lieno el frasco con agua
del sitio, y se tapo con tapones de butil. Se colocaron las muestras en una hielera y se la transporto al
Laboratorio. Una vez que legamos al Laboratorio, se utilizé 1 ml de
la suspension de esa muestra como inoculo para 5 ml de medio de
cultivo especifico para las BSR, el cual fue preparado con
anticipacion. Se dejoé incubar a temperatura ambienie hasta
observacion de precipitado negro. Se observé al microscopio optico
(1000x de aumento) una pequefia alicuota y se noté que habia ;
crecimiento microbiano, se inicié el aislamiento por medic de Roll- | ki |

Tube y agar-semisdlido. ‘ i ]
Aislamiento por Agar semi-sélido — Se pes6 3 g de agar |

bacteriano, se lavo (con agua destilada), y se aforé en 100 mi con |
agua destilada. De esto se alicuota 7 ml para frascos de penicilina
(de 25 mlL), los cuales se taparon con tampones de butil, se
sellaron, y se esterilizaron en autoclave. Una vez que salieron del
autoclave e, aun calientes, se desgasificarén agregando N, Se le
adiciond 10 ml de medio de cultivo BSR y 1 ml de la muestra. Al
siguiente frasco, se le puso 10 ml del medio BSR y 1 ml del frasco
anterior, de modo a obtener diluciones seriadas.

Aislamiento por Roll Tube - Para esta
técnica también se usaron frascos de
penicilina de 20 ml en los cuales se les
agrego 0.2 g de agar bacteriologico y 5 mi
de medio de cultivo BSR; Se esterilizo, se
desgasificé con N; y se inocularon con
diferentes volumen del inéculo (500 pL,
300 pl, 200 pl, 100 pL, y 50 pL). Después
de la adicion del inoculo, se rollaron los
frascos en baiio de hielo/agua hasta su
solidificacion.

Los frascos de ambas técnicas de pusieron
a incubar en frasco herméticamente
cerrados y en temperatura ambiente. Al se
observar microcolonias aisladas (puntitos
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negros) se pasé a medio BSR liquido y se dejo a crecer. Una vez que crecio, se precipitaron las
células durante 5 min. a 8000 rpm, y se realiz6é una PCR directa sin extraccion de DNA, y la otra con
extraccion de DNA de estos precipitados.

Extraccién del DNA — El precipitado de células se extrajo el DNA gendomico por medio de técnica
tradicional la cual consistié inicialmente en un tratamiento enzimatico y quimico (tabla 1). En ese,
después de la adicion de TGE, de la Lisoenzima y de la achromopeptidasa, se incub6 en bafio maria
por 10 min. a una temperatura de 37 °C; después de agregar la Proteinasa K y la SDS, se incubo
durante 30 m. a 37°C, y después por 10 m. a 60 °C. A seguir se eliminé la fraccion proteica con fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico: primero se agreg6 fenol:cloroformo en proporciones de 96:4 (500 pL
para cada tubo), después de centrifugacion (8 min. a 8000 rpm), el sobrenadante se lavé con 500 pL
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (48:48:4) y, el sobrenadante se lavé con 500 pL de cloroformo:
alcohol isoamilico (96:4). Por fin se precipitd el DNA con acetato de sodio 3M y etanol 75%.

Tabla 1 — Extraccion de DNA, etapa de lisis celular (modificado de Tsay y Grift, 1993 por Brito 2004.)

Sustancias Cantidad
TGE (Tris 25 mM, glucosa 50 | 400 pL
mM, y EDTA 10 mM).

Lisoenzima (100 mg/ml). 4 pL
Acromopeptidasa (solo gram +) | 4 pL
Proteinasa K 4 pL
SDS 10 % 20 pL

Amplificacién del gene DNAr 16S — Debido el tiempo muy corto, para lograr crecimiento bacteriano
suficiente para la extraccion del DNA, se prob6 amplificar el gene DNAr 165 realizando un PCR
directo de la colonia. Las condiciones reaccionales de esa PCR estan listadas en la tabla 2. Tambien
se probd este protocolo con 0.5 pL del DNA extraido,

Tabla 2 — Condiciones reaccionales para la PCR directa de la colonia
Sustancia Cantidad

10 X buffer taq. 5pL
dNTP (0.2mM) 5puL
Primer 8F 25 pL
Primer 926 R 2.5 L
MgCl, 4 pL
Tagq polimerasa 0.25 pL
H,0O 30.25 pL

En todas las reacciones de PCR se adicion6é una muestra positiva (DNA de E.coli) y una muestra
negativa (0.5 pL de agua en lugar de ADN). Después de un calentamiento inicial (a 84°C por 5 min.
cuando era el DNA o 15 min. si se trataba de la colonia), se realizd la amplificacion del seguimiento
deseado aplicando tres ciclos de calentamiento: una para la desnaturalizacion del DNA (a 94°C por
30s.), otra de alineacion de los oligonucledtidos (52°C por 30 s) y una de elongacion del fragmento
(72°C por 60 s), el cual se repitio por 35 veces. Por fin se produzco una cola calentando a 72°C por
50min. El programa utilizado fue el 8F926. Para comprobar que funcioné la PCR se realizé una
electroforesis.

Electroforesis — Se pes6 0.5 g de agarosa y se diluy6 en 50 ml con TAE 1X, y se coloc6 en 30 s 0 en
microonda (o hasta que se diluyera completamente). Una vez bajando la temperatura se agregd 5 pl
de Bromuro de Etidio el marcador fluorescente en luz UV, y se preparo el molde. En cada pozo se
agrego 1 pL de tapén de carga y 5 L de la muestra (de DNA o del producto de PCR); en un de los
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pocos se pus6 1 pL de marcador de tamafio. Se sometié a un corriente de 80Volts por 30 m., y se
observé en al transluminador con luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras se observé formacién de precipitado negro (Figura), que es indicativo de la reduccion
del Fe,SQ, sugiriendo el crecimiento de BRS. Similarmente, se observé crecimiento de varias
colonias negras por Roll tube (figura). Estos cultivos se observo el crecimiento de cocos-bacilos y
bacilos (por microscopia dptica, figura 1) :

Figura 1 — Observacion microscoépicas de los cultivos liquidos (muestras antes de aplicar Roll-
Tube y Agar semisélido para su aislamiento). Se observa el crecimiento de cocos-bacilos y
bacilos

Con la finalidad de llevar a cabo todas las propuestas del verano, se procesd el analisis de 19 cultivos
de BSR los cuales fueron obtenidos previamente a partir de colonias crecidas en Roll tuve (obtenidos
del mismo sitio, y por la misma técnica). El precipitado de las células de esos cultivos fueron
despreciables, por lo que se adiciono 5 ml de medio recién hecho para estimular el crecimiento, y de
esa forma obtener mas precipitado celular. Asi mismo, se realizé la PCR de esas muestras, y como
se puede apreciar en la Figura 2 no se obtuvo amplificacion. Es importante enfatizar que en todas las
reacciones de PCR se adicion6 una muestra positiva (DNA de E.coli) y una muestra negativa, a partir
de las cuales se conformaba que la reaccién de PCR ocurriera bajo las condiciones utilizadas, y que
no habia contaminacién de los reactivos.
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Figura 2 — Ejemplo de electroforesis de una PCR. Se puede observar que no se amplificé el
gene DNAr 168

CONCLUSIONES

Se logro condiciones de cultivos propicias al desarrollo de BSR, fal como, condiciones de
anaerobiosis restrictas (confirmada por la ausencia decoloracién roseo del medio) y de los
precipitados negros, tipicos del Fe reducido, ademas del olor tipico de H,S en el medio producto de
la reduccion del sulfato (NOX del S +6) en sulfuro (NOX -2).

La técnica de cultivo de Roll tuve se aplica para aislar microorganismos anaerobios sulfato
reductores. Sin embargo no se logré amplificar el gene DNAr 16, probablemente por falta de tiempo
para que las bacterias pudieran se desarrollar en los cultivos liquidos. .
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