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RESUMEN. Los trabajos que formaron parte del simposium que
sobre comunidades microbianas se organizé en el XXXV Con-
greso Nacional de Microbiologia se inscriben en el esfuerzo de
comprender desde una perspectiva molecular, mas alla del culti-
vo, o mejor aun incluyendo al cultivo, a los microorganismos
que se encuentran en habitats naturales (tracto digestivo de in-
sectos) o generados por las actividades humanas (ductos de la
industria petrolera, digestores anaerobios o alimentos fermenta-
dos). Los trabajos plantean diferentes preguntas y muestran va-
riados intereses, pero mantienen una cierta unidad metodoldgica
que permite ejemplificar el potencial de conocimientos y aplica-
ciones que se pueden obtener con un enfoque molecular de la
ecologia microbiana de comunidades.

Palabras clave: Ecologia microbiana molecular, comunidades mi-
crobianas.

La ecologia microbiana durante la mayor parte del si-
glo XX se bas6 en estudios realizados con la fraccién culti-
vable de microorganismos de algin habitat. Sin embargo,
pocos afios antes del fin de siglo, fueron desarrollados mé-
todos moleculares capaces de estudiar a los microorganis-
mos de manera mds amplia e independiente del cultivo.'-3
Las capacidades de los métodos provenientes de la biolo-
gia molecular ayudaron a reconocer que hasta el momento
la ecologia microbiana habia venido documentando una
fraccién microbiana muy pequefla, no necesariamente la
mds relevante en cuanto a nimero y actividad. La falsa ex-
pectativa, proveniente de los evidentes éxitos de la bacte-
riologia médica, de que todos los microorganismos po-
dian tarde o temprano ser cultivados axénicamente, pronto
se derrumbd ante el reconocimiento de que los estudios de
la diversidad microbiana basados en el cultivo sélo refle-
jaban una fraccién muy pequefia de la comunidad existen-
te y daban un falso protagonismo a microorganismos cuyo
unico “mérito” era el de ser féciles de cultivar. Debido a
esto, los estudios descriptivos de lo que en genética de po-
blaciones se conoce como estructura poblacional no se de-
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lines, anaerobic digestors and fermented foods are described.
The papers explain several questions and exhibit different per-
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sarrollaron convenientemente en microbiologia. Debieron
haberse publicado miles de trabajos con comunidades mi-
crobianas y consorcios en los que nunca se sabra realmen-
te qué microorganismos se encontraron presentes.

El mejoramiento de cepas por métodos moleculares para
su aplicacién potencial al ambiente gener6 la expectativa
de que un conjunto de “super cepas”, con los suficientes ge-
nes y promotores, podria realizar cualquier actividad rele-
vante y contribuir a la solucién de problemas ambientales
concretos; aunque debe reconocerse que la mayoria de eco-
logos microbianos se mantuvieron escépticos. Sin embargo,
las fuertes criticas y presion politica de los grupos ambien-
talistas o ecologistas promovié que, al margen de la discu-
sion cientifica, se legislara en contra o se viera como politi-
camente incorrecta la liberacién de microorganismos
modificados genéticamente. De cualquier manera, la comu-
nidad cientifica pronto se percaté de que los logros obteni-
dos con esta estrategia tenian fuertes limitaciones, dada la
impresionante complejidad de casi cualquier ambiente estu-
diado. Por este motivo, las comunidades microbianas han
vuelto a ser un capitulo central en la ecologia microbiana.
Si es posible alguna solucién para enfrentar los problemas
generados por la contaminacién ambiental de agua y suelo,
el biodeterioro de materiales y patrimonio artistico, la bus-
queda de nuevas moléculas y enzimas, etc., esto s6lo serda
posible a través del entendimiento de la estructura pobla-
cional y funcién de las comunidades microbianas y para
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ello se ha vuelto imperativo el uso del enorme potencial
metodolégico proveniente de la biologia molecular. En este
sentido es fundamental que todos aquellos investigadores
dentro del drea ecologia microbiana incorporen las herra-
mientas moleculares a sus estudios. Sin embargo no debe
mantenerse el enfoque molecular en la ecologia microbiana
ajeno a la autocritica, ya que los métodos moleculares, aun-
que consiguen ampliar el registro de especies obtenido con
estrategias basadas en el cultivo, mantienen algunas limita-
ciones que obligan en ocasiones a ensayar al menos dos es-
trategias diferentes.

Los trabajos que formaron parte del simposium que sobre
comunidades microbianas se organizé en el XXXV Congreso
Nacional de Microbiologia se inscriben en el esfuerzo de
comprender desde una perspectiva molecular, mas alld del
cultivo, o mejor adn incluyendo al cultivo, a los microorga-
nismos que se encuentran en hdbitats naturales (tejidos de in-
sectos) o generados por las actividades humanas (ductos de la
industria petrolera, digestores anaerobios o alimentos fermen-

tados). Los trabajos plantean diferentes preguntas y muestran
variados intereses, pero mantienen una cierta unidad metodo-
l6gica que permite ejemplificar el potencial de conocimien-
tos y aplicaciones que se pueden obtener con un enfoque
molecular de la ecologia microbiana de comunidades.
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Diversidad de bacterias endosimbiontes de insectos de la
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Muchas especies de insectos contienen bacterias in-
tracelulares (conocidas como endosimbiontes) transmiti-
das por generaciones. En estudios microscépicos de teji-
dos de insectos F. Blockmann observé diversas bacterias
que sélo con recientes enfoques moleculares han podido
ser analizadas (Ishikawa, 2003). Algunas de éstas se en-
cuentran confinadas en pequefios cuerpos o paquetes lla-
mados micetocitos o bacteriocitos (Ishikawa, 2003). Mu-
chas de estas bacterias son benéficas para los insectos y
se considera que se encuentran en vias de convertirse en
organelos celulares. El andlisis gendmico de estas bacte-
rias revel6 que tienen genomas reducidos y que se en-
cuentran cercanamente relacionadas con bacterias de
vida libre. El caso mds conocido es el de un endosim-
bionte de afidos, Buchnera, que tiene un genoma de un
séptimo del tamafio del de E. coli, carece de genes para la
sintesis de fosfolipidos, de lipopolisacédridos, de algunos
aminodcidos y para la reparacién del ADN, pero propor-

ciona otros aminodcidos y la vitamina riboflavina al in-
secto (Shigenobu et al., 2000). Los insectos sin estas bac-
terias no se desarrollan normalmente. Dado el nimero tan
enorme de especies de insectos existentes, es muy proba-
ble que exista una gran variedad de bacterias que han co-
evolucionado con ellos. El conocimiento sobre esto es
aun muy limitado.

En Cuernavaca, Morelos hasta el 88% de los Triato-
ma pallidipenis (Fig. 1) se encuentran infectados por
los protozoarios de la especie Trypanosoma cruzi que
causan la enfermedad de Chagas (Cortés-Jiménez et al.,
1996). Hemos analizado chinches de la especie Triato-
ma pallidipennis 'y de Triatoma longipennis libres de
tripanosomas. Las chinches una vez esterilizadas super-
ficialmente se someten a diseccién para obtener las
glandulas salivales y los ovarios (en el caso de las hem-
bras), éstos se lavan, se colocan en medios de cultivos
(para identificar bacterias en la superficie) y se maceran.
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Figura 1. Triatoma pallidipenis (chinche besucona).

La extraccion de ADN del tejido se realizé con el Geno-
mic Prep Cells and Tissue DNA Isolation kit de Amers-
ham Biosciences. Para identificar las bacterias dentro
de las chinches se secuenciaron productos de PCR sin-
tetizados utilizando primers del gen ribosomal 16S fD1
y rD1 (Weisburg et al., 1991). Con este enfoque, en los
ovarios y glandulas salivales de estas chinches hemos
revelado la existencia de diversas bacterias como Va-
riovorax y estafilococos pero mas frecuentemente otras
muy semejantes a Arsenophonus triatominarum que se
describié en una especie de triatoma sudamericana
(Hypsa & Dale, 1997; Fig. 2). Arsenophonus es una y-
Proteobacteria con cierta relacion a Escherichia coli.
En los arboles filogenéticos, el Arsenophonus mas ale-
jado dentro de este género es el de una garrapata de pe-
rro (Grindle et al., 2003).

Las secuencias intergénicas (ITS), entre los genes que
codifican al 16S y al 23S RNA ribosomal, permiten dis-
criminar entre especies de bacterias cercanamente rela-
cionadas ya que son mucho mds variables que los genes
ribosomales que las bordean. Estdn reportadas las se-
cuencias de ITS de Arsenophonus de mosquita blanca
(Thao & Baumann, 2004) y de una avispa parasitoide
(Gherna et al., 1991). En el laboratorio disefiamos oligé-
meros especificos para detectar Arsenophonus y el ana-
lisis de las secuencias obtenidos usando estos oligéme-
ros mostré que los linajes de Arsenophonus de
triatomas mexicanos son diferentes de los del triatoma
de Sudamérica (T. infestans) y también diferentes de los
de mosquita blanca y de la avispa. Ademds distingui-
mos distintos linajes de Arsenophonus mexicanos de
acuerdo a la secuencia de los ITS.
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Mediante microscopia electrénica identificamos
conglomerados de bacterias intracelulares en las gldn-
dulas salivales de A. pallidipenis. Estos datos concuer-
dan con los reportes de Louis et al., 1986 y de Hypsa.,
1993 en donde se observan bacterias en distintos teji-
dos de chinches triatomas, pero queda por confirmar la
especie de las bacterias observadas. Hasta el momento
no hemos podido cultivar al Arsenophonus de T. palli-
dipenis en medios de cultivo de laboratorio (LB, YM,
PY,Toledo et al., 2003 y medio para Actinomicetos) ni
tampoco en medios para cultivo de células de insecto
con o sin trehalosa (azticar que normalmente se encuen-
tra en la hemolinfa de los insectos, Moriwaki et al.,
2003; Thompson, 2003) o con macerados de tejidos de
T. pallidipenis. Sin embargo se ha reportado que los Ar-
senophonus de la avispa Nassoniae son cultivables
(Gherma et al., 1991) y los de T. infestans se pueden re-
producir en células de insecto en cultivo. Los endosim-
biontes de mosquita blanca, de avispa y de una mosca
se consideran como endosimbiontes secundarios (Dale
et al., 2006, Zchori-Fein & Brown, 2002) y se tiene evi-
dencia que pueden transferirse entre insectos (Thao &
Baumann, 2004; Tsuchida et al., 2002). Por otro lado
los endosimbiontes primarios s6lo se heredan por via
materna, son no cultivables en medios tradicionales de
laboratorio y poseen genomas muy reducidos (Shigeno-
bu et al., 2000). Para definir si los Arsenophonus de tria-
tomas son endosimbiontes primarios o secundarios esta-
mos investigando si se heredan por via materna,
estudiando la progenie de diferentes cruzas de 7. palli-
dipenis con T. longipennis mediante el andlisis de las
secuencias de ITS.

Para establecer si los genomas de Arsenophonus han
estado sujetos a un proceso de evolucidén reductiva,
hemos realizado hibridaciones heterélogas utilizando
el genoma de E. coli K12 en microarreglos. Este tipo
de enfoque se ha utilizado con anterioridad entre bac-
terias relacionadas. Por ejemplo, se hibridé el ADN del
genoma de una cepa de Klebsiella con E. coli (Dong et
al., 2001) y los resultados de hibridacién con el geno-
ma de E. coli de dos bacterias asociadas a insectos,
SOPE (de un coledptero de plantas de arroz) y Sodalis
glossinidius (de la mosca Tse-tse) permitieron enten-
der las funciones de estas bacterias de acuerdo a los
hébitos alimenticios de sus insectos hospederos (Rio
et al., 2003). De manera semejante, hemos realizado la
hibridacion heteréloga del ADN de tejidos de chinche
que incluye el de Arsenophonus (amplificado con Ge-
nomiPhi DNA Amplification Kit de Amersham) con los
microarreglos de E. coli. Se utilizaron los microarreglo
de E. coli con 50 meros de Affimetrix de regiones co-
dificantes. Encontramos que alrededor del 50% de los
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genes de E. coli no hibridan con el genoma de Arseno-
phonus, esto sugiere que éste es un genoma reducido
como el de los otros endosimbiontes de insectos. Para
confirmar esto, estamos tratando de obtener un banco
gendémico de Arsenophonus, sin embargo, la clonacién
directa del ADN de los tejidos resulté en la obtencién
s6lo de clonas de material genético de insectos. Con el
fin de enriquecer el ADN de la bacteria hemos realiza-
do gradientes de Percoll para separar las células de
bacteria del tejido del insecto. Los macerados de gldn-
dula salival se centrifugaron durante 2 horas a 14500

Oceanospirillum genes 16S de Arsenophonus y espe-

cies relacionadas obtenido usando
Neighbor-Joining.

rpm en gradientes que se han utilizado para separar los
bacteroides de los nédulos de las leguminosas (Roma-
nov et al., 1994). Tres de las 40 fracciones colectadas
resultaron positivas al ser analizadas por PCR con oli-
gomeros disefiados para revelar Arsenophonus. A partir
del ADN extraido de estas fracciones se intentard obte-
ner clonas del genoma de Arsenophonus. A futuro, el
interés aplicado del estudio de los endosimbiontes de
insectos es poder prevenir las enfermedades transmiti-
das por insectos al interferir con sus bacterias endo-
simbiontes (Durvasula et al., 1997).
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Anadlisis comparativo del papel de diversas especies microbia-
nas en la formacién de biopeliculas corrosivas en ductos de
acero que transportan agua marina y crudo Maya.
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Las biopeliculas son comunidades de microorganis-
mos congregadas en una matriz polisacdrida que se for-
man continuamente por la adhesién de bacterias, algas,
hongos y otros microorganismos y que se adhieren a
una superficie. La formacién de una biopelicula co-
mienza sobre una superficie libre de microorganismos, a

la que se adhieren bacterias plancténicas a través de re-
ceptores presentes en la superficie celular (Donlan,
2001; Watnick & Kolter, 2000). Las interacciones ioni-
cas entre las superficies bacterianas y del sustrato jue-
gan un papel importante en la unién a la superficie. Los
materiales pueden ofrecer superficies hidrofébicas (te-
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flon, plasticos, latex o silicon) e hidrofilicas (vidrio y
diversos metales), mientras que la superficie de las bac-
terias Gram negativas y muchas de las Gram positivas es
hidrofébicas lo que les permite unirse a las superficies
por medio de interacciones hidrofébicas. Sin embargo,
muchas bacterias estidn rodeadas de exopolisacdridos
capsulares (EPS) y lipopolisacdridos de la membrana
externa que mantienen una carga superficial negativa
que les permite inteaccionar con superficies hidrofilicas
(Donlan, 2001). Apéndices como las fimbrias o pilis au-
mentan la hidrofobicidad superficial y le permiten a la
bacteria adherirse a las superficies hidrofébicas, y los
flagelos ayudan a superar la fuerza repulsiva entre el
sustrato y la superficie celular permitiendo el anclaje de
la célula en la superficie. El EPS bacteriano facilita la
unién de otras especies bacterianas y promueve la con-
solidacidn, estructura de la matriz y por tanto la forma-
cion de gradientes electroquimicos de pH, potencial de
oxido-reduccidn, etc. caracteristicos de las biopeliculas
(Parsec & Fuqua, 2003). Sin embargo, la estructura de la
biopelicula no es homogénea, ya que se forman dentro
de ella canales que permiten el paso de la fase acuosa
que acarrea nutrientes y oxigeno, favoreciendo el creci-
miento celular dentro de la biopelicula. También, fun-
cionan como estructuras de filtracién que capturan o re-
tienen particulas que incluyen minerales, iones
metdlicos, materia orgdnica, etc.

Por otra parte, una teoria sostiene que las biopeliculas
promueven la corrosién metdlica cuando el metal estd su-
mergido en un ambiente acuoso. La respiracion celular
dentro de la biopelicula establece regiones anddicas y ca-
tédicas sobre la superficie del metal, promoviendo el flujo
de electrones (Little y col., 1997). Las biopeliculas causan
el biodeterioro del metal al modificar la interfase solu-
cién-metal y afectar las interacciones de la superficie del
metal y el ambiente (Parsec & Fuqua, 2003, Videla & He-
rrera, 2005).

La caracterizacién de la comunidad bacteriana puede
ayudar a comprender cuales son los eventos que determi-
nan el inicio, crecimiento y consolidacién de la biopeli-
cula sobre una superficie metdlica y cémo influye en la
corrosion. En este trabajo, a partir de dos trabajos previa-
mente publicados (Ldépez y col., 2006; Neria y col.
2006), se comparan la diversidad de bacterias asociadas a
biopeliculas maduras formadas en acueductos marinos y
oleoductos por métodos basados en el cultivo y estrate-
gias moleculares independientes del cultivo, y propone
el papel que tienen estos microorganismos en los dife-
rentes eventos de la formacion de estas comunidades que
eventualmente corroen la superficie metélica de acero de
los ductos.

La formacion de biopeliculas sobre la superficie de
acero de los acueductos marinos y oleoductos tedrica-
mente se podria iniciar por bacterias plancténicas, aeré-
bias o anaerobias facultativas, mdviles y productoras de
EPS. Se han identificado algunas bacterias con estas ca-
racteristicas, tales como las bacterias halofilicas modera-
das Idiomarina spp., Exiguobacterium spp., Chromoha-
lobacter salinarum 'y Bacillus spp. y, por otra parte, las
enterobacterias Enterobacter spp. y Citrobacter spp.
(Tabla 1), todas ellas detectadas con una abundancia re-
lativa alta en los acueductos marinos y oleoductos res-
pectivamente (Lopez y col., 2006; Neria y col., 2006).
Estos microorganismos tienen muchas de las caracteristi-
cas que deben poseer los colonizadores primarios, como
son el encontrarse libres en el ambiente marino, poseer
flagelos y ser productores de EPS (Fig. 1). La abundancia
relativa de bacterias productoras de EPS ha sido observa-
da en biopeliculas de diverso estado de madurez expues-
tas en agua marina del Golfo de México (Acuiia y col.,
2006.). Una vez establecidos estos microorganismos, el
crecimiento de la matriz polisacdrida de la biopelicula
generaria la formacién de gradientes de 6xido-reduccién
que generan microambientes que permitirian la coloniza-
cién por otras bacterias anerobias facultativas y estrictas,
en particular bacterias fermentadoras. Asi se propone que
Halomonas spp. y Holomonas spp. en los ductos marinos
y las propias enterobacterias y las anaerobias estrictas
Halanaerobium spp. de los oleoductos ocupen los ni-
chos de la biopelicula para un metabolismo fermentativo
que finalmente generaria metabolitos con cardcter dcido.
Asimismo, las bacterias sulfato reductoras (BSR) detecta-
das en la biopelicula del oleoducto, como Desulfovibrio
spp. Y Desulfonatronovibrio hydrogenovorans, tendrian
condiciones para establecerse, iniciar sus actividades me-
tabdlicas y promover la biocorrosién del metal, un efecto
al que han sido fuertemente asociadas. Por otra parte, lla-
ma la atencidn que este gremio no se haya detectado, ni
por cultivo ni métodos moleculares, en las biopeliculas
marinas. Posiblemente, las condiciones en esos ductos,
donde circulan grandes cantidades de agua de mar, a al-
tas presiones y con un estrés mecdnico fuerte determinen
condiciones en las que las biopeliculas formadas no son
muy gruesas, estan expuestas permanentemente al oxige-
no disuelto del agua y que se desprenden frecuentemen-
te, lo que limita su engrosamiento y mantiene tensiones
de oxigeno relativamente altas o que mantienen poten-
ciales de 6xido-reduccion que impiden el desarrollo de
este gremio especialmente sensible al oxigeno. Por el
contrario, el gremio de las bacterias oxidantes del hierro
como Marinobacter aquaeolei sélo fue detectado en los
ductos marinos. Esta especie quimiolitotréfica ha sido
previamente detectada en ambientes petroleros en Viet-
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Tabla 1. Bacterias detectadas en biopeliculas corrosivas del acero de acueductos marinos y oleoductos por cultivo o en librerias de genes 16S rDNA.

Caracteristica fisioldgica Especies bacterianas identificadas en las biopeliculas
Muestras de oleoductos®® Muestras de acueductos®
Bacterias aerobias estrictas No detectadas Bacillus licheniformis, Bacillus firmus, Bacillus

litorales, Exiguobacterium lactigenes,
Exiguobacterium aurantiacum, Chromohalobacter

salinarum
Bacterias productoras de EPSs Enterobacter dissolvens, Enterobacter cloacae, Idiomarina loihiensis
Citrobacter sp., Citrobacter farmeriy bacterias Idiomarina fontislapidosis
sulfato reductoras
Bacterias fermentadoras Halanaerobium congolense, Halanaerobium Halomonas aquamarina, Halomonas axialensis,
fermentum, Halanaerobium praevalens Halomonas meridiana
Bacterias productoras de &cidos Citrobacter amalonaticus, Halanaerobium congolense ~ Halomonas spp.
Bacterias sulfato reductoras Desulfonatronovibrio hydrogenovorans
Desulfovibrio capillatus
Desulfovibrio alaskensis No detectadas
Bacterias oxidantes de Fe Marinobacter aquaeolei

2 bacterias con flagelos, ° bacterias facultativas y anaerobias estrictas, © bacterias aerobias.

Figura 1. Representacion de las etapas de formacion hipotética de una biopelicula corrosiva para acueductos y oleoductos. Las micrografias fueron obteni-
das por SEM a partir de cupones de acero API X52.

A, Etapa 1. Las bacterias presentes en el agua marina como |diomarina spp., Exiguobacterium spp. y Bacillus spp. y en la mezcla de crudo como Citro-
bacter spp. y Enterobacter spp. podrian ser los organismos que colonizan las paredes de los ductos; B, Etapa 2. Después de la colonizacion primaria, se
producen EPS’s y se forman microcolonias, otras bacterias se unen a la matriz de EPS. Por un lado, Halomonas spp., Halomonas sp. y Marinobacter
aquaeolei y por otro lado Desulfovibrio spp. Desulfonatronovibrio hydrogenovorans y Halanaerobium spp. podrian ser los colonos secundarios que se unen a
las biopeliculas marinas y de oleoductos respectivamente; C, Etapa 3. Formacion de la biopelicula asociada a la corrosion del acero. Biopeliculas aerobia
en el acueducto y anaerobia en el oleoducto se estructuran; D, Induccion de la corrosion localizada de la superficie del acero en los ductos.
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nam y se ha demostrado que tiene capacidad de utilizar
ciertos minerales ferrosos como la pirita (FeS,), el vidrio
basaltito (contiene ~10 de FeO), la siderita (FeCO,), y
hierro soluble como tnica fuente de energia (Edwards y
col. 2003). No parece raro que esta bacteria forme parte
de una biopelicula marina, donde la propia agua provee
escasos nutrientes y la competencia por las fuentes de
energia orgdnica debe ser muy fuerte. En este escenario,
donde ademds existe abundancia de iones ferroso pro-
ducto de la corrosiéon metdlica, M. aquaeolei ocupa una
fraccion pequefia pero relevante dentro de la estructura
poblacional de la biopelicula marina.

Analizando las caracteristicas fisioldgicas de las espe-
cies detectadas en las biopeliculas se puede inferir su
participacioén en la biocorrosién, Tabla 1. En ambas bio-
peliculas existen bacterias productoras de dcidos orgéni-
cos e inorganicos que disminuyen el pH del medio acele-
rando la corrosion metalica. Asi, la fermentacion de
carbohidratos por Halomonas spp. y Halanaerobium spp.
produce 4cidos orgdnicos y la respiracién anaerobia de
las BSR produce 4cido sulfhidrico. También se forman
productos 4cidos después de la potencial reduccién del
azufre y tiosulfato por H. concolense y la degradacion de
aminodcidos por Citrobacter spp. Por otra parte, los pro-
ductos de fermentacién como el acetato, propionato, bu-
tirato, H, y CO, producidos por Halanerobium spp. y al-
gunas enterobacterias pueden ser utilizados como fuente
de carbono por las BSR en la biopelicula.'? Las BSR in-
ducen la corrosion por el consumo de H, y la produccion
de sulfuro que genera FeS. M. aquaeolei oxida los iones
ferrosos (Fe™™) a iones férricos (Fe™**) y el producto final
es el hidroxido férrico cuando el pH del medio es cerca-
no a la neutralidad, como en el agua marina. En contras-
te, Enterobacter cloacae cuando utiliza al acetato como
fuente de energia puede reducir el Cr® y Mn** bajo con-
diciones anaerdbicas, lo que también puede contribuir a
la corrosidn de la superficie del acero. Por otra parte, los
EPS generan una serie de cambios fisicoquimicos que al-
teran la interfase metal-solucion, entre los mds importan-
tes son el tipo y concentracion de los iones, los valores
de pH, y los cambios en el potencial 6xido-reduccion al-
terando el comportamiento pasivo o activo del sustrato
metdlico y sus productos corrosivos (Videla & Herrera,
2005). También, los EPS impiden la difusién externa de
los metabolitos y productos corrosivos generando la acu-
mulacién de éstos, y en consecuencia el desgaste del me-
tal (corrosion localizada). La ausencia de BSR en la bio-
pelicula marina podria deberse al ambiente aerobio en la
que se desarrolla y porque generalmente las BSR estdn
presentes en los sedimentos marinos y escasamente se
encuentran en el agua. La presencia de Bacillus spp., que
se ha reconocido que en ocasiones sintetizan compues-

tos antimicrobianos y tienen efectos anticorrosion, po-
drian ser antagonistas de las BSR y generar proteccién
del metal como se ha descrito (Jayaraman y col. 1997;
Parsek & Fuqua, 2003), aunque no consideramos que en
nuestro modelo esto haya ocurrido dado los evidentes
signos de corrosidn. Finalmente, la formacién de la bio-
pelicula puede ser un requerimiento universal en la co-
rrosion, pero no necesariamente suficiente, deben consi-
derarse la naturaleza de la biopelicula, la hidrofobicidad,
el transporte de micronutrientes al seno de la biopelicu-
la, asi como el tipo de microorganismos y sus caracteris-
ticas de adherencia.
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En la naturaleza los microorganismos acttian e interac-
tdan en conjunto en diversos tipos de asociaciones mante-
niendo un balance apropiado de varios procesos importan-
tes de transferencia de materia y energia. Muchas de esas
asociaciones son aprovechadas en procesos de biorreme-
diacién ambiental o en procesos de produccién industrial
de probidticos. Sin embargo, en la mayoria de los casos,
los microorganismos que se encargan de éstos procesos no
son conocidos y mucho menos identificados. La caracteri-
zacion e identificacidn de los microorganismos presentes
en cualquiera de las mencionadas asociaciones o consor-
cios, es de interés porque este conocimiento tiene el poten-
cial de permitir la seleccidn de inéculos para un bioreac-
tor o de optimizar condiciones de crecimiento de
microorganismos en un proceso. Dentro de las herramien-
tas utiles para hacer una caracterizacién, podemos citar ob-
servaciones microscdpicas, cultivos, inmunodetecciones y
reacciones enzimdticas detectadas en pruebas bioquimi-
cas. No obstante su utilidad, cada uno de estos métodos
presenta limitaciones que previenen un uso generalizado.
Una metodologia ideal de trabajo permitiria la caracteriza-
cion de una comunidad microbiana de interés, de una ma-
nera cualitativa y cuantitativa. La mencionada metodolo-
gia tomaria ventaja de un componente comun de los
microorganismos, como seria las proteinas, los lipidos o
los 4cidos nucleicos. La busqueda de un mejor método de
caracterizacion ha aportado que dentro de estos ultimos, el
DNA haya sido usado convenientemente para los fines de
caracterizacion de comunidades. Desde los primeros repor-
tes (Muyzer et al., 1993), la amplificaciéon por PCR del
DNA del gen ribosomal 16S utilizando primers contra re-
giones variables y su andlisis por electroforesis en gra-
diente quimico desnaturalizante (DGGE) ha probado ser
de utilidad para analizar la diversidad genética de pobla-
ciones complejas de microorganismos. Con este principio
se han reportado caracterizaciones de la sucesién de co-
munidades bacterianas en muestras de composta (Takaku
et al., 2006) o la caracterizacion sistemdtica de comunida-
des de eucariontes (Aguilera et al., 2006). Debido a la ne-
cesidad de caracterizar consorcios microbianos en biotec-
nologia, nuestro grupo en CINVESTAYV ha desarrollado

un procedimiento metodolégico de rutina para la caracte-
rizacién de la diversidad de comunidades microbianas tti-
les en biorremediacién y en la produccién de probidticos
por su huella genética. Este método toma ventaja del poli-
morfismo caracteristico del gen 16S ribosomal (Garcia-
Mena, J., 2004) y de la capacidad de fraccionar diferen-
cialmente las moléculas amplificada por PCR mediante
DGGE. El procedimiento inicia con la toma de una mues-
tra que contiene la comunidad microbiana a caracterizarse
(Fig. 1.I), posteriormente se procede a la extraccién de los
acidos nucleicos totales por el método de fenol (Garcia-
Mena, J., resultados sin publicar) y se analiza su calidad
por fraccionamiento electroforético en un gel de agarosa
al 0.5% (Fig. 1.1I). Posteriormente se realiza la amplifica-
cién especifica por PCR utilizando dos primers que reco-
nocen una regién variable del gen 16S ribosomal. El pri-
mer sentido contiene una pinza de 40 pares de bases de
GC (Muyzer et al., 1993) comprobandose la amplificacién
del producto de aproximadamente 500 pares de bases por
andlisis electroforético en geles de agarosa al 1.0 % (Fig.
1.IIT). Los productos son fraccionados en un gel de polia-
crilamida al 8% con un gradiente quimico usualmente del
20 al 40% (Fig. 1.IV). De esta manera quedan determina-
dos los perfiles de bandas que permiten establecer una
huella genética derivada de una electroforesis en gel en
gradiente desnaturalizante (DGGE) que es de utilidad para
el estudio de la sucesiéon de microorganismos en comuni-
dades diversas o de utilidad para conocer la estructura de
un consorcio. Debido a que en la practica no hemos encon-
trado discrepancias en la identificacién de un microorga-
nismo al trabajar con 460 pares de bases o al secuenciar la
totalidad del gen 16S (Garcia-Mena, J., resultados sin pu-
blicar) y a que se ha reportado que la construccién de una
genoteca de productos de PCR amplificados a partir de la
muestra, para luego hacer una caracterizacién por DGGE,
no ofrece resultados ventajosos a la caracterizacién directa
por DGGE sobre la diversidad de una comunidad (Burr et
al., 2006); cuando en un estudio es necesario identificar
los microorganismos que componen la comunidad micro-
biana, se efectia una extraccion directa del DNA de las
bandas de interés del gel (Fig. 1.V), asi como una clona-
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Figura 1. Guia préctica para el estudio de la estructura y dindmica de una
comunidad microbiana basado en la genotipificacion del 16S rDNA. Los
numeros | al Vill indican la secuencia de pasos para llegar a un andlisis tipo
DGGE y una identificacion por secuenciamiento del DNA amplificado.

cién directa sin reamplificar el DNA en el vector pCR4-
TOPO TA (Invitrogen) (Fig 1.VI). La identificacién del mi-
croorganismo se establece secuenciando el DNA clonado
utilizando BigDye Terminator Kit v3.0 (Applied Biosyste-
ms) y analizando en ABI-PRISM Modelo 310 de Perkin
Elmer (Fig. 1.VII). Posteriormente se efectiia una compara-
cién utilizando el algoritmo BLAST (Altschul et al.,
1997) contra las bases de datos del GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) y del Ribosomal Database Pro-
ject IT (Cole et al., 2005) y un andlisis filogenético ali-
neando secuencias selectas con el algoritmo Clustal W
(Thompson et al., 1994), construyendo arboles utilizando
el algoritmo Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) y vi-
sualizando con el programa Tree View (Page, R. D. M.
1996) (Fig. 1. VIII).
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Figura 2. Caracterizacion de una comunidad removedora de Tricloro-
fenoles. A. Esquema de bioreactor. B. Contenido de clorofenoles en el
efluente de un biorreactor de lecho fluidizado alimentado con 2,4,6-Tri-
clorofenol a 80 mg/L. (e ), 2,4,6-Trichlorophenol; (m ), 2,6-Dichlorophenol;
(0 ), 4-Chlorophenol; ( A ), Phenol. C. Perfil de DGGE de muestras toma-
das los dias indicados por las flechas verticales. D. Microfotografias de
barrido de bioparticulas de carbon activado conteniendo las biopeliculas.

Estudios de consorcios utilizando esta metodologia, han
permitido identificar exitosamente los miembros predomi-
nantes de asociaciones de bacterias hidrocarbonoclastas, de
reactores de lecho fluidizado anaerobio que remueven
2,4,6-Triclorofenol (Fig. 2A); de reactores de ambientes me-
tanogénicos que remueven percloroetileno de efluentes
contaminados; y de consorcios de granulos del probidtico
Kéfir (Fig. 3A). En el caso de la comunidad que remueve
eficientemente clorofenoles (Fig. 2B), las bioparticulas con
soporte de carbdn activado, exhibieron una notable diversi-
dad de bacterias al microscopio electrénico de barrido (Fig.
2D), que se mantuvo estable a lo largo del estudio de acuer-
do al andlisis tipo DGGE (Fig. 2C). Las bacterias identifica-
das pertenecen a los géneros Dehalobacter sp., Syntropho-
botulus sp., Propionobacterium sp. y Methanosaeta sp.,
entre otros. El consorcio microbiano residente de los granos
de Kéfir, mostré también una diversidad morfoldgica unice-
lular interesante tanto a la observacién microscépica de luz
visible de tinciones de Gram (Fig. 3B), como a la observa-
cién al microscopio electrénico de barrido (Fig. 3D). El ana-
lisis comparativo tipo DGGE de varias cepas de granulos,
revelé que su composicion es muy semejante (Fig. 3C) y la
identificacion ha revelado la presencia de Saccharomyces
sp., y de Lactobacillus sp. La experiencia practica de carac-
terizacion de comunidades microbianas aplicando nuestro
método basado en la genotipificacién del 16S rDNA, mues-
tra su conveniencia para caracterizar la estructura de la co-
munidad e identificar los microorganismos presentes.
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Figura 3. Caracterizacion de una comunidad productora de leche fermentada.
A. Grénulo de Kéfir. B. Observacion microscdpica de tincion de Gram de cortes
tipo histoldgico observandose diversas morfologias gram positivas. C. Perfil de
DGGE de ocho diferentes cepas de granulos de Kéfir. D. Microfotografia de bar-
rido un granulo en el que se observan cocos, bacilos y levaduras.
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La oxidacién microbiana es decisiva para la elimina-
cion de contaminantes del ambiente, asi mismo la reduc-
cion desasimilativa de 6xidos metalicos insolubles como

el Fe(IlT) y el Mn(IV), constituye el mds reciente y menos
explorado de los tipos de respiracién anaerobia en la na-
turaleza. Estos 6xidos metdlicos se encuentran presentes
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en acuiferos, principalmente del tipo confinado (Have-
man et al., 2005; Petrunic et al., 2005), y pueden juegan
un papel muy importante en la biodegradacién de conta-
minantes orgdnicos, como los BTEX (benceno, tolueno,
etilbenceno y los isémeros del xileno). Estos compuestos
son constituyentes importantes de las gasolinas y son li-
berados al ambiente principalmente mediante fugas o de-
rrames en los tanques de almacenamiento y, debido a su
relativamente alta solubilidad, contaminan facilmente
acuiferos y sedimentos asociados. Los BTEX son com-
puestos de interés ambiental porque se ha demostrado
que son altamente toxicos y carcinogénicos atn a bajas
concentraciones.

En este trabajo se reporta la biodegradacion de BTEX
acoplada a la reduccién anaerobia de Fe(IIl) y Mn(IV),
tanto en experimentos en lote como en continuo, usando
un sedimento con un largo historial de contaminacién
por hidrocarburos. Adicionalmente, se estudi la diversi-
dad y la dindmica de las comunidades microbianas en el
sedimento empleando técnicas de biologia molecular
(PCR-DGGE).

Se realizaron dos experimentos en lote que se lleva-
ron a cabo en botellas serolégicas de 120 ml con medio
mineral salino y como in6culo se adicioné sedimento
proveniente del rio Rhin (Wageningen, Holanda). Se
agregaron cristales amorfos de FeOOH y MnO, a una
concentracidon en exceso de la estequiométrica (Puig-
Grajales et al., 2000). Los BTEX fueron analizados por
cromatografia de gases y la produccién de Fe(Il) y
Mn(II) fue determinada colorimétricamente con reacti-
vos Hach en una cdmara anaerobia. El experimento en
continuo se llevé a cabo utilizando benceno como sus-
trato en una columna de 1.8 1 inoculada con sedimento
del rio Rhin y mezclado con cristales amorfos de MnO,,.
La concentracién de benceno fue determinada en el in-
fluente y efluente, mientras que la producciéon de
Mn(II) fue determinada en el efluente. La produccién de
CO, fue determinada por desplazamiento de una solu-
cion salina. Los experimentos tanto en lote como en
continuo se efectuaron a 30°C. Para identificar los mi-
croorganismos y poder determinar la diversidad y la di-
ndmica de las comunidades microbianas en el sedimen-
to se emplearon técnicas de PCR, DGGE, clonacién y
secuenciacion.

Todos los BTEX fueron degradados a diferentes tiem-
pos en ambos experimentos, sin embargo es importante
destacar la degradacion de xilenos bajo condiciones de re-
duccién de Mn(IV). La degradacién de los isdmeros del
xileno no habia sido reportada antes bajo condiciones de
reduccion de Mn(IV), sin embargo, en este trabajo, fueron
degradados consecutivamente en dos cinéticas. En la pri-
mera cinética el o-xileno fue degradado en mds tiempo

(269 dias) que con respecto al m- y p-xileno (186 dias). La
velocidad de degradaciéon (VD) del o-xileno fue de 0.17
uM/d, mientras que para los otros isémeros fue en prome-
dio de 0.25 uM/d. En una segunda cinética, a la cual se
cambié medio mineral agotado por medio fresco dejando
decantar los sélidos, la VD del o-xileno fue de 0.53 uM/d,
mientras que para los otros isémeros fue cercana a 0.90
uM/d. El CO, recuperado con respecto a los xilenos degra-
dados fue en promedio del 80% tal como se presenta en la
Tabla 1.

En el mismo sentido, también se estudié la degrada-
cion de los isémeros del xileno bajo condiciones de re-
duccién de Fe(II). En la primera cinética el o- y m-xile-
no fueron degradados en 275 y 280 dias, con una VD
cercana a 0.18 uM/d, mientras que el p-xileno fue degra-
dado en mds tiempo (445 dias) y con una VD de 0.11
uM/d. En la segunda cinética las velocidades de degra-
dacién fueron considerablemente mayores para todos
los isomeros. En la Tabla 2 se presentan los resultados
de la degradacién de los isémeros del xileno bajo con-
diciones de reduccién de Fe(III). Bajo estas condiciones
los isémeros fueron degradados consecutivamente en
las dos cinéticas y la cantidad de CO, recuperada fue en
promedio del 80%. La degradacion anaerobia de los xi-
lenos bajo condiciones de reduccién de Fe(IIT) ha sido
reportada previamente (Phelps y Young, 2001). A la fe-
cha, no se ha reportado cepa alguna que sea capaz de
degradar a los isémeros del xileno bajo condiciones de
reduccién de Fe(III).

El patrén de bandas obtenido por la técnica de
DGGE para los experimentos en lote se presenta en la
Figura 1. Las diferencias que presentaron los patrones
de bandas para cada uno de los aceptores finales de
electrones y de los compuestos aromdticos sugieren que
existieron diferentes microorganismos involucrados en
los procesos de degradacion de BTEX. En principio,
esos microorganismos podrian estar relacionados con la
diversidad de las condiciones ensayadas y serian in-
fluenciados por el compuesto aromdtico a degradar, asi
como por el aceptor final de electrones. No obstante, la
comunidad del cultivo que biodegrada tolueno con
Fe(IIT) (carril 2) y el cultivo que biodegrada etilbence-
no con Mn(IV) (carril 4) presentaron un patrén de ban-
das similar, por lo tanto se podria deducir que se desa-
rrollaron las mismas comunidades microbianas, a pesar
de que se utilizaron compuestos aromaticos y aceptores
finales de electrones diferentes. Es importante sefalar
que es probable que no todos los microorganismos que
se encuentran en los sistemas tengan la capacidad de
degradar a los aromadticos, pueden ser solamente tole-
rantes a ellos y metabolizar a intermediarios comunes
como benzoato o acetato.
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Tabla 1. Valores netos de las cinéticas de degradacion de los isémeros del xileno bajo condiciones de reduccion de Mn(IV).

Relacion Mn Velocidad Eficiencia de CQ,
Compuesto Sustrato degradado Mn(ll) producido (I)/Sustrato degradacion (uM/d) degradacion (%)  recuperado (%)
Primera cinética
o-xileno 42.3 980 232 (21)° 0.17 87 79
mrxileno 447 980 22 (21) 0.26 A &8
p-xileno 43.4 1011 23 (21) 0.25 91 78
Segunda cinética
o-xileno 40.9 885 22 (21) 0.53 89 81
m-xileno 457 963 21 (21) 0.92 % &
p-xileno 42.1 941 22 (21) 0.89 88 80
2 Relacion experimental
® Relacién tedrica
Tabla 2. Valores netos de las cinéticas de degradacion de los isémeros del xileno bajo condiciones de reduccion de Fe(lll).
Sustrato degradado Fe(ll) producido Relacion Fe Velocidad Eficiencia de CQ,
Compuesto (uM) (uM) (I)/sustrato degradacion (uM/d) degradacion (%)  recuperado (%)
Primera cinética
o-xileno 48.1 2004 462 (42)p 0.18 % 79
mxileno 439 1873 43 (42) 0.17 » 79
p-xileno 45.6 1991 44 (42) 0.11 91 80
Segunda cinética
o-xileno 39.8 1742 44 (42) 1.1 82 83
mrxileno 45.3 1889 42 (42) 1.3 86 81
p-xileno 44.9 1896 42 (42) 1.3 84 81

2 Relacion experimental
®- Relacion tedrica

Los cultivos que biodegradan benceno (carril 3) y o-xi-
leno (carril 6) bajo condiciones de reducciéon de Fe(III),
presentaron menos bandas en comparacién con los otros
compuestos analizados, lo cual podria estar relacionado
con una mayor dificultad inherente en la degradacion de
estos dos compuestos, desarrollando comunidades micro-
bianas menos diversas.

Los patrones de las bandas de los carriles 1, 4, 7, 8 y 9, obte-
nidos bajo que se refieren a las condiciones de reduccién de
Mn(IV) y los obtenidos en los carriles 2, 3, 5 y 6, bajo condi-
ciones de reduccion de Fe(IIl), tuvieron diferente movilidad
electroforética, probablemente como un reflejo de la diversi-
dad de los microorganismos involucrados en la degradacién
de BTEX (aunque es posible que no todos participen directa-
mente en la degradacién). Adicionalmente, los cultivos con o-,
m-y p-xileno (carriles 7, 8 y 9) bajo condiciones de reduccién
de Mn(IV) tuvieron un patrén de bandas diferente, a pesar de
que son compuestos quimicamente similares. Esto podria indi-
car que comunidades microbianas diferentes estan involucra-
das en la degradacion de los isémeros del xileno.

Respecto a los experimentos en régimen continuo, la co-
lumna anaerobia fue percolada con flujo ascendente y man-
tenida en operacion por cerca de 170 dias. El benceno en el
influente tenfa una concentracion de 64 uM. Se considera-
ron dos periodos de operacién de la columna: el periodo 1
se refiere al inicio de las operaciones de la columna, su esta-
bilizacién y funcionamiento continuo hasta el dia 104, mo-
mento en el que se tomd una muestra de sedimento para el
andlisis molecular de la diversidad microbiana involucrada
en el proceso de degradacion. En el periodo 2 se estabiliz6
el funcionamiento de la columna a condiciones similares a
las que se tenian antes de la toma de muestra.

En el periodo 1 la eficiencia de remocién de benceno
inicial fue de 55% y fue aumentando gradualmente has-
ta alcanzar un valor de 95.2% a los 104 dias de opera-
ci6én continua. El estado de equilibrio dindmico se al-
canz6 transcurridos 55 dias de operacién, con una
eficiencia de remocién de benceno promedio de 93.8%.
Durante el estado de equilibrio dindmico se recuperd en
promedio 732 uM de Mn(II) y 322 uM de CO,, lo que
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correspondié a una recuperacion de 82 y 90% con res-
pecto a los valores estequiométricos.

Respecto a la degradacién de BTEX acoplada a la re-
duccion de Mn(IV), solamente se tiene el reporte de Lan-
genhoff et al. (1997) con un cultivo de enriquecimiento
denominado LET-13 capaz de biodegradar tolueno, aun-
que los autores no encontraron actividad metabdlica sobre
el benceno. Existen algunos reportes de la degradacion
anaerobia del benceno bajo condiciones de reduccién de
Fe(III) utilizando inéculos derivados de acuiferos contami-
nados con derivados del petréleo (Lovley et al., 1994; Ka-
zumi et al., 1997; Caldwell y Suflita, 2000), asi mismo se
ha demostrado su degradacién utilizando substancias hu-
micas (Lovley et al., 1996; Anderson y Lovley, 1999), y
también se ha reportado su degradacion in situ (Anderson
et al., 1998; Rooney-Varga et al., 1999). Se han relaciona-
do algunos microorganismos pertenecientes al género Ge-
obacter con la reduccién de aceptores metdlicos como el
Fe(IIl) y la degradaciéon de compuestos monoaromaticos
(Lovley et al., 1993). A la fecha no se conoce cultivo puro
capaz de degradar al benceno bajo condiciones de reduc-
cién de Mn(1V).

El andlisis por técnicas moleculares PCR-DGGE del
sedimento extraido de la columna y comparado con el
del sedimento mostré que existe una diferencia impor-
tante entre ambas muestras, lo cual sugiere que se pre-
sentaron cambios importantes en las poblaciones mi-
crobianas durante la operacién de la columna (Fig.
2). El andlisis del patrén de bandas del gel indicé que
la muestra de la columna (carril 1) presentd cierta dife-
rencia respecto al sedimento sin tratamiento (carril 2).

Figura 1. Patrdn de bandas obtenidas por DGGE de la cinética de degra-
dacidn de tolueno y Mn(IV) [1], tolueno y Fe(lll) [2]; benceno y Fe(lll) [3];
etilbenceno y Mn(IV) [4], etilbenceno y Fe(lll) [5], o-xileno y Fe(lll) [6], o-
xileno y Mn(1V) [7]; m-xileno y Mn(1V) [8], p-xileno y Mn(IV) [9].

El principal cambio observado fue la aparicién de una
banda prominente, marcada como clona W22, aunque
también se observaron cambios en las intensidades de
algunas bandas. Las bandas prominentes en el gel se
cortaron, reamplificaron y clonaron. Cuatro clonas se-
leccionadas y designadas como B7, B10, IB2 y W22
fueron secuenciadas y comparadas en la base de datos
del GenBank utilizando el programa BLAST. La clona
W22 se relaciona con un 99% de similitud con Pro-
pionibacterium.

Se sabe que la reduccién de 6xidos de Fe(IIl) y Mn(IV)
en suelos y sedimentos puede ser realizada indirectamente
por diversos microorganismos. Propionibacterium freud-
enreichii, una bacteria anaerobia no reductora de Fe(III),
es capaz de canalizar electrones de la oxidacién anaerobia
a través de dcidos himicos durante su metabolismo para
reducir Fe(III), sugiriendo que la capacidad de reduccion
disimilatoria de metales puede no estar exclusivamente re-
lacionada a microorganismos reductores de Fe (Benz et
al., 1998). Aunque el mecanismo mencionado puede ser
responsable de la biodegradacién anaerobia del benceno
en nuestro sistema, es claro que se conoce muy poco acer-
ca de las reacciones bioldgicas donde se encuentran invo-
lucrados aceptores de electrones pobremente solubles
como los 6xidos metdlicos.

Desnaturalizante 35%

<— C(lona B10

<—— (lona B7

ClonawW22 ——»

: <— C(lonaIB2
Desnaturalizante 55%

Figura 2. Patrdn de bandas de la columna anaerobia (1) y del sedimento
original (2) en el gel de acrilamida al 6% por la técnica de DGGE. Las fle-
chas indican las bandas que fueron cortadas y posteriormente clonadas y
secuenciadas.
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