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INTRODUCCION

Rosa Maria Camacho Ruiz

ORGANISMOS EXTREMOFILOS Y SUS
BIOMOLECULAS, IMPORTANCIA DE LOS
METODOS PARA SU ESTUDIO

El estudio de los organismos extreméfilos y sus biomoléculas ha sido
de gran interés, en principio se les buscé para comprender si la vida
fuera de la Tierra era posible. Desde el punto de vista de la astro-
biologia se pensaba que, si era posible encontrar vida en ambientes
con elevada o baja temperatura, con valores de pH muy dcidos o
alcalinos, o en lugares con baja disponibilidad de agua, alta pre-
sion o alta salinidad, entonces era posible encontrar vida en otros
planetas cuyas condiciones extremas fueran similares. Es asi como se
exploraron los desiertos, glaciares, geiseres, lagos salados, volca-
nes, ventanas hidrotermales y numerosos lugares extremos. El estudio
de los ambientes extremos nos llevé a la mejor comprensiéon de la
evolucién de la vida en la Tierra, nos ayudé a entender ejemplos de
interacciones que se establecen en las comunidades bacterianas y su
colaboracién para sobrevivir en ambientes hostiles. Comprendimos
algunos de los mecanismos adaptativos que han prevalecido a lo
largo de la evolucién en organismos extreméfilos y sus biomoléculas
para hacer frente a condiciones adversas para la vida. Por otro
lado, los estudios metagendémicos han contribuido a la descripcién de
la ecologia y diversidad de microorganismos en dichos ambientes.

Otro gran aporte del estudio de los ambientes y organismos extre-
mos estd relacionado con la bioprospecciéon de sus biomoléculas, este
enfoque ha permitido encontrar aplicaciones de los microorganismos
extremos y sus moléculas en diversas dreas para beneficio humano.
Se han encontrado aplicaciones en el desarrollo de biocatalizadores,
exopolisacdridos, pigmentos, biosurfactantes, antibidticos, promotores
del crecimiento de plantas, entre otras muchas aplicaciones.

Los grandes retos en el estudio de los organismos extreméfilos y sus
biomoléculas han sido el desarrollo de métodos de aislamiento, cultivo,
caracterizacion, identificacién, conservacién, extracciéon de ADN, etc.
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Ya que los métodos cldsicos para organismos meséfilos muchas veces
no funcionan bien con los extreméfilos. Por ejemplo, hace veinte afios
que comenzaba el estudio de la busqueda de enzimas lipoliticas
producidas a partir de arqueas haléfilas, que requieren hasta 4 M
de NaCl para ser activas, era complicado ya que los métodos que
se utilizaban implicaban generar emulsiones con sustratos oleicos; sin
embargo, precisamente al adicionar sal en esos sistemas de reaccién
se generaban emulsiones muy turbias que impedian su observacién
por métodos espectrofotométricos disponibles. Este inconveniente re-
quirié para su evolucién el desarrollo de nuevos métodos analiticos
para lipasas que permitieran la incorporacion de elevadas cantida-
des de sal en las mezclas de reacciéon. Hay numerosos ejemplos como
éste de como los métodos tradicionales han tenido que ser adaptados
para el estudio de moléculas y microorganismos extreméfilos.

El presente Manual de Métodos para el Estudio de Extremdfilos, com-
pilado por miembros de la Red Mexicana de Extreméfilos (REMEX),
se concibié con el propésito de contribuir con este gran reto a través
de la difusién del conocimiento adquirido por la comunidad cientifica
mexicana que se ha enfocado al estudio de los ambientes extremos
y sus organismos. Esta publicaciéon compila métodos para el estudio
de extreméfilos que han sido adaptados y desarrollados por integran-
tes de la REMEX. El manual estd organizado en ocho capitulos que
abordan temas como: aislamiento, identificacién, conservacion de
microorganismos; extraccion, produccidn, cuantificacién, prospeccion,
aplicaciones de sus biomoléculas, asi como enfoques bioinformdticos
y metagendmicos, incluye ademds recomendaciones para buenas
prdcticas y manejo de residuos. La REMEX y los investigadores que
la integran pretendemos con esta publicacién facilitar el estudio de
los organismos extremos y sus biomoléculas a investigadores y estu-
diantes que deseen introducirse en el estudio de la vida al extremo,
esperamos que este manual de métodos sea de gran ayuda.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS
HIDROCARBONOCLASTAS DE AGUAS Y
SEDIMENTOS MARINOS SUPERFICIALES

Cynthia Lizzeth Araujo-Palomares’, Hortencia Silva Jiménez'

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
silvah@uabc.edu.mx

] INTRODUCCION

Las bacterias marinas hidrocarbonoclastas son blancos potenciales
para ser utilizadas como herramientas en los procesos de biorre-
mediacidén en sitios con presencia de hidrocarburos aromdticos
policiclicos (HAP) y otros derivados del petréleo, ya que se adaptan
rapidamente al cambio y a los ambientes nocivos, cuentan con un me-
tabolismo especializado y con mecanismos tanto para tolerar como
para potencializar la degradacién de estos contaminantes (1,4).

Para acceder a esta diversidad bacteriana, es esencial que estos
microorganismos sean aislados y caracterizados respecto a sus me-
canismos metabdlicos, asi como a su habilidad para degradar estos
contaminantes, para posteriormente ser utilizados en procesos de
biorremediacién de sitios contaminados por petréleo y sus deriva-
dos (5). Para ello, el presente protocolo se centra en la obtencién de
cultivos axénicos de bacterias halotolerantes y/o haléfilas con alto
potencial para degradar HAP provenientes de sedimentos y aguas
superficiales de zonas costeras.

. MATERIALES Y EQUIPO

A continuacioén, se describen los materiales (tabla 1) asi como las
soluciones y reactivos necesarios para este aislamiento (tabla 2).

1. Instituto de Investigaciones Oceanolégicas, Universidad Auténoma de Baja Cali-
fornia, Ensenada, Baja California, México.
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MATERIALES NECESARIO

m Bolsas de pldstico estériles para muestreo 1 por muestra
® Frascos de vidrio dmbar de boca ancha 1 por muestra

® Matraces Erlenmeyer de 50 mL 1 por muestra
® Cajas de Petri 3 por muestra
B Asa de sembrado 1

= Micropipetas de 20, 200 y 1000 L 1 de c/u

m Cajas de puntas para micropipetas 1 dec/u

= Autoclave 1

Tabla 1. Materiales necesarios para el aislamiento de bacterias hidrocarbonoclastas
de aguas y sedimentos marinos superficiales.

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

Agua destilada
Agua de mar

Etanol al 70%
Medio Bushnell Haas
(BH)(6)

NaCl

Peptona

Extracto de levadura
Cloruro férrico

Agar

Fenantreno

Pireno

= Acetona

[ T U [ R N G T U (T | I | —

Tabla 2. Reactivos necesarios para el aislamiento de bacterias hidrocarbonoclastas
de aguas y sedimentos marinos superficiales.

B DESCRIPCION DEL METODO

Toma de muestras.

1. Recolectar muestras de la capa superficial de los sedimentos ma-
rinos con la ayuda de una draga de Van Veen, o bien, por la
inmersién de personal especializado (buzos).

2. Las muestras liquidas se toman a 15 cm debajo de la superficie
marina en frascos de vidrio estériles.

3. Una vez tomadas las muestras, éstas serdn almacenadas en frio
y transportadas al laboratorio para su inmediato procesamiento.
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Aislamiento de las bacterias marinas que crecen en HAP.

Utilizar como Unica fuente de carbono y energia 100-300 mglL™' de
fenantreno o pireno (o el HAP de interés).

1.

A partir de una solucién stock concentrada de HAP disuelto en
acetona, adicionar al matraz estéril el volumen correspondiente
para obtener la concentraciéon deseada del HAP de interés. Bajo
condiciones de esterilidad, dejar que la acetona se evapore has-
ta observar los cristales del hidrocarburo y entonces, adicionar
el medio de cultivo liquido BH adicionado con 1.5 % de NaCl (o
a diversas concentraciones crecientes de NaCl). La solucién stock
de hidrocarburos también puede ser adicionada directamente
al medio de cultivo liquido BH y permitir la evaporacién de la
acetona por agitacién (160 rpm) a 25 °C durante 24 a 48 h, en
oscuridad.

Adicionar 1 g de sedimento superficial o 1 mL de muestra liqui-
da, segin sea el caso, por cada 10 mL de medio de cultivo.

Incubar a una temperatura de 25 °C, en agitacién (160 rpm) y
en oscuridad, durante 7 dias o, hasta observar un aumento de la
turbidez del medio.

Iniciar el proceso de enriquecimiento inoculando el 10 % (v/v),
del primer cultivo de enriquecimiento en medio fresco BH-NaCl
suplementado con el HAP de interés.

Repetir los pasos 3 y 4 al menos tres veces antes de iniciar el
proceso de aislamiento en medio sélido.

Del ultimo cultivo de enriquecimiento, tomar alicuotas de 20,
50 y 100 WL, y sembrarlas directamente en las placas de Petri
conteniendo medio BH-NaCl (con 1.5 % de agar) suplementado
con100-300 mgL'del hidrocarburo previamente esparcido en la
superficie.

Incubar a 25 °C durante 7 dias y en oscuridad.

Recuperar las colonias morfolégicamente distintas e iniciar la
etapa de aislamiento por el método de estriado en placas con
BH-NaCl-agar 1.5 % enriquecido con el HAP de interés, hasta la
obtenciéon de cultivos con colonias homogéneas en su apariencia
(cultivos axénicos).
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9. Una vez obtenidos los cultivos puros, transferir a medio liquido
Zobell (0.5 % de peptona; 0.1 % de extracto de levadura;
0.001 % de cloruro férrico; 75 % de agua de mar filtrada; 25%
de agua destilada, pH de 7.6) para la obtencién de biomasa y
andlisis posteriores.

10. Conservar una alicuota de cada cultivo puro utilizando el méto-
do de almacenamiento de preferencia (liofilizacién o ultracon-
gelacion).

. RECOMENDACIONES ESPECIALES

Los sedimentos superficiales marinos pueden ser recolectados a una
profundidad de 15-20 metros de la superficie y almacenarlos en
frascos de vidrio dmbar estériles.

La solucién stock de hidrocarburos puede ser preparada en acetona
a una concentracién de 5 gl'. Para cada HAP es recomendable
utilizar frascos de vidrio de color dmbar o cubrir los frascos con
aluminio para evitar la fotodegradacion. Es importante mantener las
soluciones stock a 4 °C, al igual que las puntas para micropipetas
que serdn utilizadas para adicionar el hidrocarburo. Lo anterior
para evitar la evaporacién de la acetona y agregar el volumen
adecuado para obtener la concentracién requerida de cultivo.

El protocolo general se muestra en la figura 1.

Ar

ey (TR LY P
R e B

Buzos

a) Recoleceion de muestras b) Adicién de hidrocarburo aromitico policiclico (HAP)  ¢) Evaporacion de acetona  d) Adicién de sedimento o agua superficial a
a medio Bushnell Haas + NaCl 1.5% (BH-NaCl) por agitacién medio BH-NaCl + HAP

3

‘£Repetir el proceso de
enriquecimiento 3 veces
i1

) Incubacién durante 7 dias

~r

0 hasta turbidez
' AW
@ 7 Wi PL :

Cald

1-Q

K)Obtencién de biomasa y j)Obtencion de i)Incubacién durante h)Siembra cn medio BH-NaCl ) Proceso de enriquecimiento en medio fresco
resguardo de cultivos puros cultivos axénicos 7 dias sdlido suplementado con HAP BH-NaCl + HAP

Figura 1. Diagrama del método de aislamiento de bacterias marinas hidrocarbono-
clastas.

16 MANUAL DE METODOS EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




. RESULTADOS

Una vez que se haya logrado obtener los cultivos puros, éstos pue-
den ser identificados molecularmente y sometidos a una caracteriza-
cién fenotipica: crecimiento en diferentes hidrocarburos como su Unica
fuente de carbono y energia, temperatura, pH, salinidad éptimos
de crecimiento, eficiencia de degradaciéon de compuestos orgdnicos
téxicos, formacién de biopeliculas, produccidon de biosurfactantes,
presencia de enzimas de rutas catabdlicas de hidrocarburos, andlisis
gendmico, etc. Lo anterior para conocer a las capacidades y meca-
nismos implicados en los procesos de biodegradacién de hidrocarbu-
ros y poder utilizar a estos microorganismos como una herramienta
biotecnolégica en los procesos de biorremediacién de espacios con-
taminados con HAP.
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Company, hitps://legacy.bd.com/europe/regulatory /Assets/
IFU/Difco_BBL/257820.pdf
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ELABORACION DE MAPAS PARA
LOCALIZAR A HONGOS MICROSCOPICOS
DEL HIELO

Ménica Cervantes Jiménez', Javier Arturo Moreno Mordn?, Rosa
Paulina Calvillo Medina®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
rosapaulinacalvillomedina@gmail.com

B INTRODUCCION

La ubicaciéon geogrdéfica de los microorganismos psicréfilos permite
tener certeza sobre donde habitan en la criosfera, las relaciones con
el medio ambiente, el estatus para un estudio histérico o prever cuales
son las condiciones ambientales que se aproximan en un futuro (1).
En el estudio biogeogrdfico de los microrganismos, parte importante
del proceso, es la correcta localizacién y georreferenciacion de los
aislados para asi poder entender las particularidades y comparar
con otros microrganismos del ecosistema. El objetivo de este capitulo
es explicar la elaboracién de mapas mediante el sistema de
informacién geogrdfica (GIS) con base en la geolocalizaciéon previa
de microorganismos. La cual se basa en el correcto uso de un sistema
de posicionamiento global (GPS), con el que se georreferencia la zona
de muestreo. Obteniendo puntos delimitados para hacer referencia
sobre los eventos particulares que se obtuvieron en el lugar, e.g.
riqueza, abundancia, diversidad de microrganismos, etc. El resultado
es un mapa que ayuda, de manera directa, a entender cudl es la
situacién biogrdfica de los microrganismos y del sitio de estudio. El
método propuesto ha sido implementado por Calvillo-Medina et al.
2020 (2) en el estudio de la riqueza de hongos psicréfilos, asi como
en proyectos académicos y en tesis de licenciatura.

1. Facultad de Ciencias Naturales, UAQ, Av. De las Ciencias s/n, Querétaro, Qro.

2. licenciatura en Geografia, Facultad de Filosofia y Letras UNAM, Av. Universidad
3000, Coyoacdn, CDMX.

3. Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Quimica, UAQ, Cerro de las Cam-
panas s/n, Querétaro, Qro.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
m Base de datos geogrdficos 1
® Software Qgis 1
= Computadora 1

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Colectar muestras de hielo y marcar las coordenadas geogrdafi-
cas del lugar de muestreo.

2. Identificar los microorganismos siguiendo el protocolo del capi-
tulo 14 denominado “Del glaciar a la caja de Petri: Aislamiento
e identificaciéon de hongos psicréfilos” de este Manual (en caso
de ser hongos).

3. Estructurar la base de datos, la primera columna son los sitios
de muestreo, la segunda de latitud y la tercera de longitud, am-
bas en grados decimales. Las columnas adicionales son una para
cada género identificado y el nimero de individuos en cada sitio.

4. Exportar la base de datos en un archivo delimitado por comas
(*.csv).

5. Importar la capa en el software Qgis (https://www.qgis.org) (3),
usando la herramienta capa - agregar - archivo de texto deli-
mitado. Definir la columna de x para longitud y y para latitud.

6. Dar click derecho en la capa de la base de datos para des-
plegar las propiedades. Dar click en la pestafia de diagramas,
asignar un tipo de diagrama (grdéfica de pie u otra) y seleccionar
las columnas de la base de datos con los géneros de los ejem-
plares. Se desplegard una grdfica para cada sitio de muestreo.

7. Descargar capas complementarias como el Modelo de Elevacién
Digital (DEM), la capa de los limites estatales y de propiedades
geogrdficas como el drea cubierta de hielo, para enriquecer el
mapa (https://www.inegi.org.mx/app/mapas/2tg=1015). (4)

8. Crear una composicidon de mapa, agregar una flecha de norte, la
leyenda que describa la correspondencia entre los atributos del
mapa y la base de datos, una barra de escala, asignar un titulo
al mapa y las coordenadas de referencia en el borde exterior.
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9. Exportar el mapa con la herramienta de archivo — exportar.
Usar un formato de imagen o pdf de al menos 150 puntos por
pulgada (dpi).

COLECTA DE DATOS DESCARGAR CAPAS
EN CAMPO COMPLEMENTARIAS

SOFTWARE Qgis

ESTRUCTURAR BASE
DE DATOS

IMPORTAR BASE DE DATOS
Y CAPAS COMPLEMENTARIAS

DESPLEGAR LA BASE DE DATOS
COMO DIAGRAMA DE PIE

CREAR UNA NUEVA COMPOSICION
DE MAPA

ANADIR ELEMENTOS
DISTINTIVOS

EXPORTAR COMO
IMAGEN

Figura 1. Diagrama de flujo del método para la elaboracién de mapas espaciales de
diversidad de hongos.

. RESULTADOS

El punto medular de esta metodologia es la estructuraciéon de la
base de datos (tabla 1), se debe mostrar como sigue para su correc-
ta importacién en el software.
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SITIO DE LATITUD LONGITUD GENERO 1 GENERO 2

COLECTA # DE ESPECIES  # DE ESPECIES
Izt1 19.16 -98.60 - 1
1zt2 19.2 -98.63 2 -
1zt3 19.23 -98.64 - -

Tabla 1. Estructura de la base de datos usando la referencia espacial de los sitios de
colecta y la riqueza fungica.

El mapa debe contener los elementos bdsicos: flecha de norte, la
leyenda, una barra de escala y las coordenadas de referencia en el
borde exterior (figura 2).
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Figura 2. Mapa de la riqueza fingica de los glaciares del volcdn Iztaccihuatl. Cré-
teres Monte de Venus (CLMV) y La Panza (LPCL) y glaciares La Panza (LPaG) y El
Pecho (EPeG).

El disefio del mapa puede seleccionarse en funcién de lo que se quie-
re representar. En este caso, las grdficas circulares se eligieron como
opcidn, pero igual pudieron seleccionarse grdaficas de barras con la
misma finalidad. La presente propuesta puede ayudar a generar
conocimiento respecto a la localizacién, riqueza y abundancia de las
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comunidades microscépicas de los glaciares mexicanos y generar un
panorama sobre las adaptaciones a sitios extremos de estos hongos.
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AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
TERMOFILOS DE AGUAS TERMALES Y
SUELOS ASOCIADOS

Rosa Maria Oliart Ros, Rodolfo Quintana Castro?, Graciela
Espinosa Luna'

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
graciespinosa@hotmail.com

B INTRODUCCION

El estudio de ambientes extremos y de los microorganismos que ahi
viven es de interés microbiolégico, ecoldgico, evolutivo y biotecno-
I6gico. Los sitios con altas temperaturas, como las zonas volcdnicas
y geotermales, son fuente de microorganismos terméfilos que pue-
den estudiarse utilizando métodos dependientes e independientes
del cultivo a partir del suelo, rocas, lodo o agua, entre otros (1). En
los métodos dependientes de cultivo se pueden utilizar medios ricos
para obtener el mayor nimero de microorganismos posible, o me-
dios selectivos; si se busca aislar microorganismos con caracteristicas
metabdlicas particulares. En cualquier caso, el aislamiento consiste
en alcanzar un cultivo puro a partir de uno mixto, lo que se logra
por medio de diluciones y siembras en medio sélido para poder
seleccionar una sola colonia. Este método ha resultado Util para el
aislamiento de bacterias terméfilas de diferentes géneros a partir
de muestras de agua, sedimentos y lodos de ambientes termales.

1. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897, Veracruz.

2. Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica, Facultad de Bioandlisis,
Universidad Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91897, Vera-

cruz, Ver.
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MATERIALES NECESARIO

m Bolsas pldsticas con cierre 2 cajas
de tamano grande

® Cucharas o palas metdlicas estériles 6

® Bidones de plastico resistentes 3

al calor, esterilizados

® Cavahoyos de pala 1
® Mantas térmicas suficientes
® Flexémetro 1
B Termémetro 1
m Rotulador permanente y etiquetas suficientes
B Solucién sanitizante en atomizador 1L
® Cajas Petri esterilizadas 40
® Matraces de 250 mL 12
® Tubos de ensaye con tapa roscada 40
de 15 mL
B Equipo de microfiltracién al vacio con suficientes
membranas de varios cortes nominales
® Campana de flujo laminar 1
® Microtubos de 0.5 mL esterilizados suficientes
B Autoclave 1
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
= Medio LB:
Triptona de caseina 10 g/L
Extracto de levadura 5qg/l
Cloruro de sodio 5¢9/L
= Agar 20 g/L
m Glicerol al 80 % esterilizado 100 mL

por autoclave 15 min a 120 °C

B DESCRIPCION DEL METODO

1. El primer paso es seleccionar el drea de muestreo y verificar si
se trata de un Area Natural Protegida. De ser asi, deben cum-
plirse los requisitos y documentacion necesarios para obtener los
permisos de acceso a la zona y toma de muestras. Una vez en el
lugar, se deben registrar las coordenadas del sitio de muestreo,
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altitud, temperatura ambiente, temperatura y pH de la muestra,
fecha, hora, asi como tomar fotografias del lugar. Es muy im-
portante evitar la contaminaciéon de las muestras y del lugar de
muestreo, y evitar cambios fisicos, quimicos o biolégicos en las
mismas. Ante todo, deberd cuidarse la seguridad de la persona
que realice la colecta.

2. Si se va a colectar agua, ésta debe ser colectada con la ayu-
da de recipientes estériles adecuados dependiendo del sitio de
toma, utilizando guantes y pinzas; el agua se depositard en un
garrafén de 20 L estéril, llevando a cabo el procedimiento lo
mds cercano al sitio de toma de muestra.

3. El garrafén se debe transportar al laboratorio y llevar a cabo
las microfiltraciones en un méaximo de tres horas después de co-
lectada la muestra. Para transportar el garrafén al laboratorio
se recomienda envolver en mantas térmicas para conservar lo
mds posible la temperatura del agua. Microfiltrar el agua colec-
tada utilizando membranas de tamaiio de poro entre 5 y 0.45
Mm. Empezar con la membrana de 5 Um, el filtrado pasarlo por
la membrana del siguiente tamafio de poro, hasta llegar a 0.45
Pm. Cada membrana serd cortada en tres porciones, que serdn
inoculadas en medio LB liquido.

4. Si se van a tomar muestras de suelo, la forma de colecta depen-
derd de la profundidad de la muestra que se desee obtener y
de la cantidad. Se puede utilizar una sonda de muestreo, palas,
cava hoyos, y cucharas, todas estériles o previamente lavadas
y flameadas con alcohol etilico. Las muestras se colocardn en
recipientes estériles, que pueden ser bolsas pldsticas con cierre,
o directamente en matraces con medio de cultivo (1 g de suelo
en matraces de 250 mL con 50 mL de medio), y llevarse al la-
boratorio cubiertas con mantas térmicas para conservar la tem-
peratura.

5. Se puede utilizar el medio de cultivo liquido LB (triptona de ca-
seina (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), cloruro de sodio (5
g/L), pH 7.0, esterilizado a 120 °C por 15 min en autoclave. Una
vez inoculado, incubar por triplicado, con agitacion, en tres tem-
peraturas diferentes segin la temperatura del sitio de colecta,
por al menos 24 h o hasta que haya crecimiento.
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6.

Se deberd también preparar medio LB sélido (triptona de ca-
seina (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), cloruro de sodio (5
g/L), pH 7.0, y agar (20 g/L)). Esterilizar a 120 °C por 15 min,
dejar enfriar hasta 50 °C, y servir en las cajas de Petri. Preparar
solucién salina (NaCl al 0.9 % (p/v) para las diluciones poste-
riores en tubos de ensaye con tapa roscada (9 mlL). Esterilizar a
120 °C por 15 min.

En los matraces donde haya crecimento (turbidez visible), hacer
diluciones seriadas a partir de 1:10 hasta 1:1.0 X 10° en los
tubos con solucién salina, agitar e inocular en las cajas Petri pre-
paradas con medio sélido para obtener colonias aisladas por
medio de resiembras. Si se va a incubar por arriba de 40 °C, se
recomienda sellar las cajas con papel Parafilm, introducirlas en
una bolsa de pldstico con cierre, afadir tres o cuatro torundas de
algodén humedecidas en agua destilada, cerrar la bolsa e in-
cubar para prevenir la desecacién del medio. Esto es adecuado
para cultivos que serdn incubados hasta 70 °C.

Finalmente, para conservar las cepas aisladas se deberd tomar
una colonia con un asa estéril, para inocular en medio liquido y
cultivar hasta la fase exponencial, determinada a través de la
medicién de la densidad éptica a 660 nm. De ese cultivo, tomar
una alicuota para conservar en glicerol a concentracién final de
15 %. Conservar a -80 °C.

Hacer los andlisis fisicoquimicos correspondientes a las muestras
de suelo y agua, que pueden incluir, contenido de materia orgd-
nica, conductividad eléctrica, pH, nitrégeno, fésforo y otros ele-
mentos disponibles, asi como la concentraciéon de cationes como
calcio, magnesio, entre otros.

COLECTA DE MICROFILTRADO DE 'TV\CE’EIU'-?IF'C"%DE DILUCIONES DEL CULTIVO EN
MUESTRAS AGUA COLECTADA O LIQUIDO MEDIO LIQUIDO CRECIDO

(membranas y suelo)

CULTIVO EN CULTIVO PURO EN CONSERVACION
MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO EN GLICEROL

Figura 1. Esquema general para el aislamiento de terméfilos.
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. RESULTADOS

Es muy importante obtener cultivos axénicos de cada cepaq, y reali-
zar las observaciones macroscépicas pertinentes y las microscépicas
previa Tinciéon de Gram. Se puede llevar un registro de las cepas
aisladas asignando un nombre a cada una, mencionando su origen y
una descripcién de su morfologia.

15 em, 80 °C

50 em, 90 °C

Figura 2. Muestras de suelo colectadas a distintas profundidades en Los Humeros,
Puebla.

-

TIPO DE

CEPA MUESTRA PH TEMPERATURA PROFUNDIDAD MORFOLOGIA

(AGUA, SUELO,
SEDIMENTO)

De forma ilustrativa, en la figura 2 se muestran suelos colectados a
distintas profundidades en los suelos de la zona geotérmica de Los
Humeros, Puebla (2). En la figura 3 se muestra el drea en campana
de flujo laminar para inocular el medio liquido y la turbidez de un
cultivo bien crecido.

Figura 3. Area en campana de siembra para inocular medio liquido (A) y la turbidez
de un medio liquido con un cultivo crecido (B).
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El método propuesto permitird generar una colecciéon de cepas axé-
nicas, listas para ser evaluadas en medios selectivos de produccién
de enzimas, aplicacién en fermentadores, entre otros posibles estudios.
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METODOS DE AISLAMIENTO Y FIJACION
DE NITROGENO EN Rhizobium, Azotobacter
Y Azospirillum PARA USO EN SUELOS
EXTREMOS

Yad Ciri Ojendiz Mata', Jeiry Toribio Jiménez?, Erubiel Toledo
Herndndez?

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
euribelth@hotmail.com

[ ] INTRODUCCION

Las bacterias endéfitas colonizan el interior de las plantas sin causar
aparentemente dafio alguno, estableciendo una simbiosis mutualis-
ta en su hospedero, debido a que son favorecidas selectivamente.
Estas bacterias son fijadoras de nitrégeno atmosférico (N,) tienen la
capacidad de convertir el N,, que constituye el 78 % en la atmosfe-
ra, en forma asimilable para las plantas. Debido a esta capacidad
que participan de forma natural en los ecosistemas en el ciclo del
nitrégeno y son una fuente potencial para formular biofertilizantes y
promover una agricultura sostenible sobre todo en sitios o suelos con
caracteristicas extremas (1). Los métodos mds utilizados para aislar
bacterias fijadoras de nitrégeno incluyen el aislamiento en medio li-
bre de nitrégeno. El presente protocolo tiene como obijetivo describir
de forma detallada el método de aislamiento y detecciéon de Azo-
tobacter, Azospirillum y especies bacterianas fijadoras de nitrégeno
del género Rhizobium, que se encuentran entre las bacterias ambien-
tales mds importantes involucradas en la fijacién de N, es normal
para estos microorganismos aislarlos en medios libres de nitrégeno
inoculados con suelos, nédulos o raices. Sin embargo, Luciana et al.,
(2) han descubierto que, en algunos casos, las bacterias fijadoras

1. Centro de Ciencias de Desarrollo Regional de la Universidad Auténoma de Gue-
rrero. Los Pinos No. 13, Col. El Roble, Acapulco, Guerrero, México. CP 396 40.
Teléfono (52) + 744 4876624 ext. 4526.

2. Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas, Universidad Auténoma de Guerrero.
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estdn estrechamente asociadas con otros microorganismos y que la
obtencién de cultivos puros no es fdcil. Por lo tanto, este protocolo
describe una técnica sencilla que permite el reconocimiento de colo-
nias de microorganismos fijadores de nitrégeno en placas y facilita
el aislamiento de cultivos puros.

. MATERIALES

Para medio sélido afadir 20 mg de extracto de levadura y 15 g de agar.

ELMA-RC'"
ELEMENTOS GRAMOS
= K.HPO, 0.5¢g
= MgSO,-7H,O 0.2 g
= NaCl 0.1¢g
m Extracto de levadura 1g
= Manitol 10 g
= Agar 18 ¢
® Solucién Rojo Congo 15 ml (1:400)
® Agua destilada 1000 ml
ASHBY SACAROSA®
ELEMENTOS GRAMOS
= Sacarosa 50¢g
= Manitol 0.75 g
= K.HPO, 0.01 ¢g
= MgSO,7H,O 0.01 ¢
= NaCl 0.01 g
= CaCO, 0.015 g
® CaSO, 0.005 g
® C H,NaO, 0.5¢g
® Agar bacteriolégico 8g
® Agua destilada 500 ml
= pH 6.8-7.0

Tabla 1. Preparacién de medios de cultivos libres de nitrégeno.
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BIOQUIMICAS?

ELEMENTOS GRAMOS
= Citrato 1.21 g
= Urea 1.45 g
A 1.65 g
= MIO 155 @
m Kliger 2.6¢g
® Agua destilada 50 ml
= pH 6.9
NFB semisélido'”
ELEMENTOS GRAMOS
= Acido mdlico 5¢
= KOH 49
= K,HPO, 0.5¢g
= FeSO, 7H,0O 0.25¢g
® MgSO, 7H,O 0.01 g
= MnSO_H,O 0.002 g
= CaCl, 0.02 g
= NaCl 0.1 ¢g
® NaMoO H,O 29
= Biotina 0.1 mg
m Agar bacteriolégico 29
m Agua destilada 1000 ml
= Azul de bromotimol 0.5% m/v en
2 mL Etanol
ROJO CONGO™
ELEMENTOS GRAMOS
= Acido Mélico 50g¢g
= K,HPO, 509
® MgSO, 7H,O 0.2 g
= NaCl 0.1 g
m Extracto de levadura 0.5¢g
= FeSO, 7H,O 0.015 g
= KOH 4.8 g
® Solucién acuosa 15 ml (1:400)

de Rojo Congo
m Agua destilada 1000 ml
= pH 6.8-7.0
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. MATERIALES

Aislamiento de Rhizobium spp.*

1. Lavar los nédulos con agua potable, para eliminar particulas de
suelo. Con ayuda de unas pinzas de diseccién, desprender los
nédulos cuidadosamente y colocarlos en una caja Petri (15-20
nédulos). Adicionar hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min.

2. Lavar los nédulos con agua destilada estéril de 4-6 veces. Vaciar
los nédulos en cajas Petri limpias. Colocar 500 UL de H,O estéril
y macerar en un mortero. Sembrar por estria masiva en medio
ELMA-RC. Incubar las cajas en posicién invertida a 30 °C durante
48 h.

3. Realizar tinciéon de Gram de las colonias (blancas o rosadas). En
caso de observar bacilos pequefios Gram negativos, seleccionar
la colonia y sembrar por picadura en medio ELMA-RC para su
purificacién.

4. Del cultivo puro de 48 h, inocular tubos de Citrato. Incubar a 30 °C
por 12 h.

o’ —

-

\

Figura 1. Diagrama del aislamiento. Fuente: Elaboracidn propia.

T

Aislamiento de Azotobacter®

1. Pesar 1 g de suelo rizosférico. Colocar en tubos que contengan
9 mL de Solucién salina al 0.9 %. Homogenizar con ayuda de un
vértex durante 3 min y dejar reposar la mezcla durante 24 h a
temperatura ambiente.

2. Realizar diluciones seriadas a partir de la muestra original hasta
la dilucién 1x104. Tomar 100 YL de la dilucién 1x10* e inocular
en medio Ashby-Sacarosa sélido. Incubar las cajas a 30 °C du-
rante 48 h.
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3. Readlizar tinciéon de Gram de las colonias (traslicidas). En caso
de observar bacilos pequefios Gram negativos, seleccionar la
colonia y sembrar por picadura en medio Ashby Sacarosa para
purificarlas. Incubar a 30 °C durante 48 h.

4. Del cultivo de 48 h, inocular en un juego de pruebas bioquimicas.
Incubar a 30 °C por 12 h.

1iml 1ml 1ml

9ml 9ml g 9ml

] o)

Figura 2. Diagrama del aislamiento. Fuente: Elaboracién propia.

lI

1

1

Aislamiento de Azospirillum sp.®

1. Lavar las raices de las plantas con agua potable, para eliminar
el suelo remanente. Cortar fragmentos de 2 cm de longitud (des-
de el extremo final hacia arriba). Depositar en un vaso de pre-
cipitado. Desinfectar las raices con Hipoclorito de Sodio al 2 %
durante 5 min y enjuagar dos veces con agua destilada estéril.

2. Depositar las raices entre 1 a 1.5 cm por debajo de la superficie,
en tubos con 6 mL de medio NFB semisélido libre de Nitrégeno,
a razén de un fragmento por tubo. Incubar a 30 °C durante una
semana. (Se consideran como fijadoras de nitrégeno, las bacte-
rias donde se observa una pelicula blanquecina entre 3 a 5 cm
bajo la superficie y el viraje del color del indicador verde al azul
en el medio de cultivo).

3. Una vez observado lo anterior, tomar una alicuota de la pelicula
y hacer una suspensién en 1 mL de solucién salina al 0.87 %.
Sembrar por agotamiento de estria en placas de Petri con medio
NFB sélido e incubar a 30 °C durante cinco dias. Realizar tincién
de Gram de las colonias (blanquecinas). En caso de observar
bacilos pequeiios Gram negativos, seleccionar la colonia y sem-
brar por picadura en medio NFB semisélido.

34 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




4. Incubar a 30 °C por una semana, hasta observar la alcaliniza-
cion del medio de cultivo mediante un cambio de color (de verde
a azul), desarrollo del crecimiento y la formacién de un halo
rededor de las colonias blanquecinas entre 3 a 5 mm, debido
al tinte redox azul de bromotimol. Posteriormente sembrar por
agotamiento y estria en placas de Petri con medio dcido mdlico
Rojo Congo. Incubar a 30 °C por 48 a 72 h. Realizar tincién de
Gram de las colonias (rojo escarlata) para confirmacion de la
morfologia.

5. Inocular en tubos de TSI las colonias (rojo escarlata), para dife-

renciar A. brasilense de A. lipoferum.

/
|

7, .I
e
N

& )&

g = )

Figura 3. Diagrama del aislamiento. Fuente: Elaboracién propia (Dr. Erubiel Toledo
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Herndndez).

. RESULTADOS

Caracterizacién macroscépica de las colonias del género Rhizo-
bium sp., en ELMA-RC.

En agar ELMA-RC, es un medio de cultivo selectivo para el género
Rhizobium sp. en la cual se observan colonias blancas, circulares,
pequefias, de forma regular, elevacién convexa y aspecto mucoide,
véase en la siguientes figuras de autoria propia.
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Figura 4. IEigura 5. Figura 6.

Figura 4. Macroscopia de Rhizobium sp.,en agar ELMA-RC.

Figura 5. Tincién de Gram. 100x. Bacilos Gram negativos corto, caracteristicas del
género Rhizobium sp.

Figura 6. Citrato positivo, caracteristica del género Rhizobium sp.

Caracterizacion macroscépica de las colonias en el Agar ASHBY-
SACAROSA.

El Agar ASHBY-SACAROSA es un medio de cultivo selectivo que se
utiliza para el cultivo de especies de Azotobacter sp., que utilizan el
nitrégeno atmosférico como fuente de nitrégeno, ya que este medio
no lo contiene. Las colonias que se observan presentan las siguientes
caracteristicas: medianas, translicidas, convexas y de bordes irregu-
lares, con un aspecto viscoso, véase en la siguiente figura.

V. N

Figura 8. Figura 9.

Figura 7. Macroscopia de Azotobacter sp., en agar ASHBY-SACAROSA.

Figura 8. Tincién de Lugol 100x. Se observan quistes, caracteristicas del género
Azotobacter sp.

Figura 9. Tincién de Gram. 100x. Bacilos gram negativos corto, caracteristicas del
género Azotobacter sp.
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Deteccion de la fijacion de nitrégeno.

La fijacion de nitrégeno atmosférico se evidencié en tubos con medio
NFB semisélido libre de nitrégeno, durante el periodo de incubacién
el crecimiento comienza con la formacién de un halo (flecha blanca)
alrededor de la colonia. Se forma un crecimiento tipico de una pe-
licula blanca “similar a un velo”. Después de 7 dias de incubacién
a 30 °C en el tubo (A) se observa el cambio de color que indica la
alcalinizacién del medio de cultivo mediante un cambio de color ver-
de a azul, debido al tinte redox de bromotimol derivado de la pre-
sencia de bacterias fijadoras de nitrégeno del género Azospirillum
sp. Teniendo en cuenta lo anterior, en agar Rojo-Congo, se observan
colonias de tamafio mediano a pequeiio, de color rojo escarlata, con
elevacién convexa, superficial lisa y bordes regulares, estas caracte-
risticas son presuntivamente del género Azospirillum sp.

Figura 10. Figura 11. Figura 12.

Figura 10. Macroscopia de Azospirillum sp., en NFB semisélido.

Figura 11. Macroscopia de Azospirillum sp., en NFB sélido.

Figura 12. Macroscopia de Azospirillum sp., en agar dcido mdlico Rojo Congo.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno (N) juegan un papel muy impor-
tante en la aportacién de este elemento quimico a las plantas. Este
N absorbido por las plantas es transformado mediante las diferen-
tes rutas bioquimicas formando parte estructural de macromoléculas
como proteinas y dcidos nucleicos, componentes esenciales para la
vida. Debido al potencial de estos microorganismos en la agricultura,
en las Oltimas décadas han sido objeto de estudio, principalmente
por su uso como biofertilizantes, disminuyendo con ello el impacto
ambiental debido a la disminucién de insumos agroquimicos. El ais-
lamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno tales como; Rhizobium,
Azotobacter y Azospirillum, entre otras, es de vital importancia para
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su uso e implementacién en la agricultura sostenible, debido a ello es
importante contar con métodos de aislamiento e identificacion, para
posteriormente explotar su potencial uso en el campo agricola.
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MUESTREO DE AGUAS TERMALES
DEL VOLCAN EL CHICHON PARA EL
AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
TERMOFILOS

Arturo Pefia Blassi', Sandy Luz Ovando Chacén'”, Cristina
Ventura Canseco'

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
ovansandy @hotmail.com / sandy.oc@tuxtla.tecnm.mx

[ ] INTRODUCCION

En la actualidad existe un gran interés por el estudio de la diversidad
microbiana de ambientes extremos para determinar las caracteris-
ticas peculiares que permiten a estos microorganismos sobrevivir en
condiciones extremas (1). Los microorganismos extreméfilos, particu-
larmente los terméfilos en las Gltimas décadas han recibido un amplio
reconocimiento principalmente por sus aplicaciones biotecnolégicas
(2). Diferentes estrategias de muestreo han sido reportadas, como el
realizado con aguas termales ubicadas en el distrito del occidente
de Bengala en la India, en donde las muestras de aguas termales
fueron recolectadas aerdbicamente en frascos de vidrio dmbar es-
tériles (2). El protocolo para el muestreo de aguas termales volcdani-
cas depende de las condiciones de la zona, ya que por lo general
estas fuentes son inestables. El método de muestreo permitié aislar
un consorcio de cepas cultivables que habitan en el agua del lago
crater del volcdn El Chichén, dos de las cuales fueron caracteriza-
das morfolégica, bioquimica y molecularmente identificdndose como
Geobacillus stearothermophilus y Geobacillus jurassicus.

1. Pefia Blassi, A.1, *Ovando Chacdn, S.L.1, Ventura Canseco, C.1TecNM / Institu-
to Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez. Carretera Panamericana km. 1080, col. Juan
Crispin, 28050. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.
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MATERIALES NECESARIO

® Matraz Erlenmeyer de 50 mL 3
® Vaso de precipitado de 50 mL
B Pinza para vaso de precipitado 1
® Papel Parafilm 1
" Termode 1L 3
® Marcador de resaltado 2 colores
1
1
1
1

® Bitdcora de laboratorio

® Equipo portdtil Hanna HI 98128
® GPS portdatil

® [ncubadora

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

m Agua destilada cbip
= Extracto de carne 500 g
® Peptona 500 ¢g
= Extracto de levadura 500 g
m Aceite de oliva comercial 1L

= NaCl 250 g
= MgSO,.7H,O 250 g
® MgCl,.67H,0 250 g
® CaCl,.2H,0 250 g
= KH,PO, 250 g
= K,HPO, 250 g
= (NH,),SO, 250 g

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Identificacién de la zona de muestreo

1.1. Realizar un reconocimiento de la zona de muestreo, identifi-
cando los puntos accesibles de muestreo del lago crater del
volcdn que presenten diferentes temperaturas.

1.2. Registrar la temperatura y el pH in situ, con un equipo por-
tatil Hanna HI 98128, de los puntos identificados que se en-
cuentren a una distancia equidistante mayor o igual a 10
metros.

1.3. Seleccionar al menos tres puntos de muestreo, tomando como
criterio principal la temperatura en un intervalo de entre 60
a 90 °C, como Unico factor de importancia en el escrutinio de
microorganismos terméfilos.
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1.4. Referenciar las coordenadas geogrdficas de ubicacion de los

puntos de monitoreo con un GPS portdtil.

2. Toma de muestra in situ

2.1.

2.2.

2.3.

Opcidén 1: Tomar las muestras de agua de los puntos identi-
ficados con una jeringa estéril de 50 mL y colocarlo en ma-
traces Erlenmeyer con tapén de rosca de 50 mL previamente
esterilizados. Las jeringas y los matraces estériles deben ma-
nipularse en el punto del muestreo. Transportar las muestras
al laboratorio dentro de un recipiente hermético.

Opcidén 2: Tomar las muestras de agua de los puntos identifi-
cados con un vaso de precipitado estéril de 50 mL manipula-
do con pinzas de laboratorio y depositar el agua en termos
con capacidad de 1 L, previamente lavados tres veces con
agua del volcdn y abiertos en el punto de muestreo. De esta
manera se asegura conservar la temperatura del agua hasta
el laboratorio.

Transportar las muestras al laboratorio dentro de recipientes
herméticos.

3. Siembra in vitro de microorganismos cultivables

Realizar la siembra in vitro en dos medios de cultivo como se
describe a continuacién.

3.1.

3.2.

Inocular en condiciones de esterilidad 3 mL del agua del lago
crater del volcdn (3) en un matraz Erlenmeyer de 100 mL con
25 mL de medio nutritivo (extracto de carne 3 g/L, peptona
5 g/L). De igual manera inocular 3 mL de agua del lago
crater del volcdn en un matraz Erlenmeyer de 100 mlL de
medio base (exiracto de levadura 1 g/L, aceite de oliva
5 mL/L, NaCl 2 g/L, MgSO *7H,O 0.4 g/L, MgCL*67H,0
0.7 g/L, CaCl*2H,O 0.5 g/L, KH,PO, 0.3 g/L, K,HPO, 0.3
g/L, (NH,),SO, 0.5 g/L. solucién de vitaminas 1 mL/L: BT,
B2, B3, B5, B6, B12, solucion de oligoelementos: ZnSO ,*7H.0,
MnCl *4H, O, H,BO,, CoCl *6H,0O, CuCl,*2H,O, NiCl *6H. O,
Na,MoO *2H,O 1 mL/L) estéril (4).

Incubar los medios de cultivo inoculados en las condiciones
de pH y temperatura del correspondiente punto de muestreo
durante 192 h. Tomar una alicuota de 1 mL cada 48 h y
cuantificar la D.O. a una longitud de onda de 600 nm en un
espectrofotébmetro. Realizar la propagaciéon del inéculo por
triplicado.
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4. Aislamiento de la cepa

4.1. Tomar una asada de los matraces con medios de cultivo que
mostraron crecimiento microbiano.

4.2. Realizar siembras por estria cruzada en placas con agar nu-
tritivo y placas con agar base.

4.3. Sellar las cajas Petri con papel Parafilm para reducir la eva-
poracioén (5).

4.4. Incubar a 60 °C durante 72 h para obtener las cepas puras.

. RESULTADOS

Se recomienda presentar los resultados del registro de temperatura,
pH y coordenadas de los puntos de muestreo como se indica en la
siguiente tabla.

ELEMENTO COORDENADAS DE MUESTREO TEMPERATURA (°C) pH

Muestreo 1
Muestreo 2
Muestreo 3

Tabla 1. Registro de los puntos de muestreo.

b Punto 1 - MB

2.50
2.00
1.50
S 1.00
g 0.50

0.00

600 nm)

0 48 96 144 192
Tiempo (h)

Figura 1. Crecimiento microbiano con medio base.
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El método de muestreo de las aguas termales implementado ha per-

mitido aislar microorganismos con actividad de lipasa, proteasa y

celulasa (2), por lo que es un método promisorio que podria aplicar-

se en otros sitios de muestreo volcdnicos con la finalidad de aislar y

cultivar bacterias con algun potencial biotecnolégico. En particular

del muestreo descrito, actualmente se estdn realizando estudios con

Geobacillus stearothermophilus y Geobacillus jurassicus.
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TECNICA PARA EL CULTIVO DE BACTERIAS
FOTOSINTETICAS ROJAS Y VERDES DEL
AZUFRE

Maria Teresa NUfiez Cardona'”, Jordi Mas Gordi?, Olga
Sdnchez Martinez®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:

mtnunez(@correo.xoc.uam.mx

B INTRODUCCION

Dentro de los microorganismos extreméfilos se encuentran los ter-
moéfilos que habitan ambientes con temperaturas mayores a 50 °C,
los psicréfilos crecen de 0-25 °C; a los haléfilos se les encuentra en
zonas marinas y salinas (concentraciones altas de cloruro de sodio y
otras sales); mientras que los alcaléfilos crecen a pH mayor a 9 y los
acidéfilos a pH de 4-6 (1). Algunas bacterias fotosintéticas anoxigé-
nicas, que incluye a las rojas y verdes del azufre son extreméfilas, se
les puede encontrar, en ventilas hidrotermales, sedimentos marinos
profundos y en salinas (Ej. Guerrero Negro). Estas bacterias pueden
utilizar, para la fotosintesis, compuestos reducidos del azufre (sulfuro
de hidrégeno, tiosulfato, sulfatos), polisulfuros y aminodcidos que con-
tienen a este elemento (Ej. metionina y cisteina); sin embargo, no hay
produccién de oxigeno, de alli su distintivo de ser bacterias anoxigé-
nicas. En condiciones de laboratorio, el sulfuro de sodio es el mds utili-
zado para la elaboracion de medios de cultivo liquidos que permiten
el crecimiento masivo de estos microorganismos, sin embargo, este se
oxida con facilidad, es citotéxico y controlado para su venta. Con
la técnica aqui propuesta, es posible observar el crecimientode las
bacterias fotosintéticas rojas y verdes del azufre, simplemente con
observar el cambio de color en los cultivos liquidos (rosas, pUrpuras,
marrdn y verdes), usando como donadores de electrones al tiosulfato
de sodio y una solucién de polisulfuros; también se pueden utilizar

1. Lab. Ecologia microbiana, Departamento el hombre y su ambiente, Universidad
auténoma Metropolitana-Xochimilco.

2. y 3. Departament Genética i Microbiologia, Facultat de Biociéncies, Universitat
Auténoma de Barcelona.
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metionina o cisteina, asi como la adicién de una mezcla de acetatos
de sodio y magnesio.

Por otro lado, esta técnica también podria ser Gtil para contar con
cultivos masivos de bacterias fotosintéticas anoxigénicas rojas y ver-
des del azufre, las cuales son utilizadas para diversos procesos bio-
tecnoldgicos, tales como la obtenciéon de anticancerigenos, antioxi-
dantes, antibidticos, entre otros.

. MATERIALES Y EQUIPO

Se preparard medio de cultivo liquido, con tiosulfato de sodio y/o
polisulfuros, como donadores de electrones; los materiales y reacti-
vos requeridos se presentan en las tablas 1 y 2.

MATERIALES NECESARIO
® Matraces Erlenmeyer 1
® Balanza digital 1
® Autoclave 1
m Potenciémetro 1
= Campana de flujo laminar y/o extraccién 1
B Agitador magnético y barras magnéticas 1-3
B |dmparas con luz incandescente (40-60 watts) 2
B |dpices 2
® Hoja para registro de resultados 2
B Tubos de ensayo con tapa de baquelita de 13.0 mL 50
B |dmparas con luz fluorescente (40-60 watts) 2
m Matraces Erlenmeyer con tapa de rosca 5
m Frascos dmbar de 100 ml (tapa de rosca) 5
B Pipetas serolégicas de 1.0, 5.0 y 10.0 mL 10 de c/u
® Propipetas 2
B Micropipetas 1.0 mL (opcional) 1
" Metionina 1.0 g/L
® Cisteina 1.0 g/L

Tabla 1. Material necesario para el desarrollo de la técnica.
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SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

m Agua destilada 50 L

® Solucién de elementos traza 1000 mL
® Solucién de vitamina B12 100 mL
® Reactivos para preparar Medio base 100 mL
® Solucién de tiosulfato de sodio 100 mL
m Solucién de polisufuros 100 mL
® Solucién de acetato de sodio (C,H,NaQ,) 100 mL

y acetato de magnesio
= Muestras de agua de mar o ambientes salinos

Tabla 2. Soluciones, reactivos y material bioldgico para el desarrollo de la técnica. El
detalle de ésta se presenta en el Anexo 1.

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Preparar los medios de cultivo de acuerdo con el anexo 1 vy
colocar 10-11 mL de cada uno de estos en los tubos de ensayo
con tapa de baquelita de 13.0 mL de capacidad. También es
posible utilizar frascos de vidrio estériles como se indica en la
figura 1.

2. En condiciones estériles (en campana de flujo laminar o bien
usar mecheros Fisher), inocular al medio de cultivo con 1.0 mL de
muestra de agua. Se puede agregar menos cantidad de este a
los tubos y aumentar el volumen de la muestra (inéculo).

3. Conservar los cultivos en obscuridad durante 12 horas; pasado
este tiempo exponer los cultivos a luz natural o bien utilizar focos
con luz incandescente y/o fluorescente de 40-60 Watts (intensi-
dad luminosa aproximada de 2,000 Lux). La luz incandescente
se utiliza para favorecer el crecimiento de las bacterias rojas y
la fluorescente para las verdes.

4. Hacer observaciones cada 5-10 dias, la presencia color en los
cultivos (rojo, rosa, purpura) indicard la presencia de bacterias
fotosintéticas rojas sulfurosas, en tanto que el color verde y ma-
rrén indicardn el crecimiento de bacterias fotosintéticas verdes
del azufre.

5. Puede agregarse cloruro de sodio y cloruro de magnesio para
acelerar el crecimiento bacteriano (opcional), en la seccién de
anexos se describe cémo se prepara.
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Figural. Cultivos de bacterias rojas y verdes del azufre.

. RESULTADOS

Registra en la tabla 3 los pardmetros que se indican como el color
de los cultivos, también puedes hacer observaciones al microscopio
6ptico, o bien analizar los pigmentos fotosintéticos para verificar la
presencia de las bacterias fotosintéticas anoxigénicas.

Medio de Fecha de Formas

Muestra . Fecha del ,C Color del
cultivo . - cambio de color . celulares

(clave) L inoculaciéon . cultivo .

utilizado en los cultivos (opcional)
1.
2.
3.

Tabla 3. Registro de la presencia de bacterias fotosintéticas en los cultivos.

. CUESTIONARIO

1. Anota, qué otros donadores de electrones podrian ser utilizados
para preparar medios de cultivo para el crecimiento de las bac-
terias fotosintéticas rojas y verdes del azufre.

2. Investiga como se realiza la fotosintesis en las bacterias.

3. Escribe el nombre y la descripcidon de una especie de bacteria
fotosintética que habite en un ambiente extremo.

4. Investiga como se pueden diferenciar, morfolégicamente a las
bacterias rojas y verdes del azufre.
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. ANEXO 1. INFORMACION SUPLEMENTARIA

MEDIO BASE PARA EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS
FOTOSINTETICAS ROJAS Y VERDES DEL AZUFRE [2]

950 mL Agua destilada

1 mL Soluciones 2A o 2B
1 g KH,PO,

0.5 o] NH,CI,

3 g MgSO,7H,O

0.05 o] CaCl,.H,O

20 g NaCl,

Esterilizar por autoclave en un matraz Erlenmeyer con tapa de ba-
quelita, a 121 °C durante 20 minutos.

SOLUCION 2A [2]

3 g EDTA

1.1 g FeSO,.7H,O
300 mg H.,BO,

190 mg CoCl,.6H,0

50 mg MnCl,.4H,0O
42 mg ZnCl,

24 mg NiCl,.6H,O

18 mg Na,MoO,.2H,0O
2 mg CuCl,.2H,0O
1000 mL Agua destilada
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SOLUCION 2B [2]

1.1 g FeSO,.7H,O
300 mg H.BO,

190 mg CoCl,.6H,0

50 mg MnCl,.4H,O

42 mg ZnCl,

24 mg NiCl,.6H,0

18 mg Na,MoO,.2H,0
2 mg CuCl,.2H,0
1000 mL Agua destilada

Las soluciones 2A y 2B, se preparan en frascos dmbar con tapa de
baquelita, se esterilizan por autoclave a 121 °C, durante 20 minu-
tos, se dejan enfriar y se conservan a 4 °C. En condiciones de esteri-
lidad, se agregan 1 mL de cada solucién por litro al medio base con
pipetas serolégicas estériles o micropipetas de 1 mL.

SOLUCION 3. VITAMINA B12

2 mg Cianocobalamina (vitamina B12)
100 mL Agua destilada

Esterilizar por filtracién (filtros Millipore 0.22 Um de poro) en un
frasco dmbar estéril con tapa de rosca y conservar a 4 °C. En condi-
ciones estériles, agregar 1 mL por 1,000 mL de medio base.

SOLUCION 4. BICARBONATO DE SODIO

5 g NaHCO,
100 mL Agua destilada

SOLUCION 5. TIOSULFATO DE SODIO

10 g Na,S,0,
95 mL Agua destilada

Preparar en un frasco con tapa de rosca, esterilizar por autoclave a
121 °C, enfriar y conservar a 4 °C. Agregar 1 mL por cada 100 mL
de medio base.
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SOLUCION 6. SOLUCION DE POLISULFUROS

24 g Na,S.9H,0
6.4 g Azufre en polvo (98%)
20 g Agua destilada

Colocar en un tubo de ensaye con tapa de baquelita el azufre e
inmediatamente después agregar el sulfuro de sodio, agitar vigo-
rosamente varias veces. La mezcla se mantiene en un baho de agua
caliente hasta disolver completamente los reactivos. Una vez logra-
do lo anterior, se distribuye la solucién en viales para esterilizarlos
a 110.0 °C durante 15 minutos. Agregar 1 mL por cada 1,000 mL
de medio de cultivo base. Es recomendable preparar esa solucién
en una campana de extraccién debido a que el sulfuro de sodio es
muy téxico.

SOLUCION DE ACETATOS

2.0 g C,H.NaO,
2.0 g C,HMgO,
100.0 mL Agua destilada

Preparar en un frasco de vidrio con tapa de baquelita y esterilizar
por autoclave (121 °C durante 20 minutos), conservar a 4 °C; agre-
gar 1.0 mL por cada 1000 mL de medio de cultivo base.

MEDIO DE CULTIVO A-TIOSULFATO

950 mL Medio Base

1140 mL Solucién 2A o 2B (para bacterias rojas y
verdes, respectivamente)

1.0 mL Solucién 3 (Vitamina B12)

30.0 mL Solucién 4 (bicarbonato de sodio)

10-20 mL Tiosulfato de sodio (10.0 para bacterias

rojas y 20 mL para las verdes)

El pH final del medio de cultivo debe ser de 7.3 para las bacterias
rojas y 6.5 para las verdes. Si es necesario, ajustar el pH con una
solucién de dcido clorhidrico 1 N, o carbonato de sodio 1 N (ambos
estériles).
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MEDIO DE CULTIVO B — POLISULFUROS

950 mL Medio Base

1 mL Solucién 2A o 2B (para bacterias rojas y
verdes, respectivamente)

1 mL Solucién 3 (Vitamina B12)

30 mL Solucién 4 (bicarbonato de sodio)

1-2 mL Solucién de polisulfuros (1 ml para
bacterias rojas y 2 mL para las bacterias
verdes)

El pH final del medio de cultivo debe ser de 7.3 para las bacterias
rojas y 6.5 para las verdes. Si es necesario, ajustar el pH con una
solucién de dcido clorhidrico (o bien dcido sulfirico 2 M estéril) o
carbonato de sodio 2 M (estéril).
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS ENDOFITAS
ASOCIADAS A RAICES DE LEGUMINOSAS
A PARTIR DE SUELOS IMPACTADOS POR
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[ ] INTRODUCCION

Muchos miembros de la familia Rhizobiaceae inducen la formacién
de nédulos fijadores de nitrégeno en las raices de plantas legu-
minosas, lo cual representa un ejemplo cldsico de simbiosis en las
interacciones planta-microorganismo. El presente protocolo describe
la estrategia de trampeo, aislamiento y preservacién de bacterias
asociadas a nédulos. El método se basa en la infeccién de raices de
leguminosas por parte de bacterias simbidticas presentes en el suelo.
Como resultado de esa asociaciéon, se forman nédulos en las raices,
los cuales son estructuras especializadas en donde se lleva acabo la
fijacién simbidtica de nitrégeno. Para que se formen los nédulos, las
bacterias (Rhizobium) y las raices de las leguminosas llevan a cabo
un intercambio de sefiales moleculares que resulta en la induccién
de la formacién de nédulos. Dentro de los nédulos las bacterias se
diferencian hacia bacteroides, los cuales tienen la capacidad de
fijar nitrégeno. Nuestro grupo ha adaptado el protocolo de trampeo
(1-3) para el aislamiento de bacterias presentes en suelos impacta-
dos por factores abidticos de diversa indole: sequia, salinidad, jales
mineros, organofosforados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, en-
tre otros. La clase de bacterias que se aislan con este método puede

1. Laboratorio de Gendmica Funcional y Biotecnologia de Plantas. Centro de inves-
tigacién en biotecnologia aplicada, Instituto Politécnico Nacional. Ex-hacienda
San Juan Molino, Carretera estatal Tecuexcomac-Tepetitla km. 1.5. Tepetitla de
Lardizébal, Tlaxcala, CP 90700.
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variar dependiendo del tipo de suelo, el tipo y grado de estrés abié-
tico que lo ha impactado, y de la leguminosa elegida para el tram-
peo. Aunque es comUn aislar miembros de la familia Rhizobiaceae, en
nuestra experiencia se pueden obtener también Bacillus asociadas
a nédulos. En este método, pldntulas de leguminosas germinadas en
condiciones asépticas se siembran en suelos recolectados en la zona
de estudio, y se mantienen con riego utilizando solucién nutritiva sin
fuente nitrogenada para promover la nodulacién. Después de al me-
nos tres semanas, se recolectan los ndédulos y se esterilizan superficial-
mente. Los nédulos se machacan para liberar su contenido, el cual es
tomado como indculo para estriar cajas de Petri conteniendo medio
PY sélido. Los aislados obtenidos se purifican sucesivamente a partir
de una sola colonia, y se almacenan en glicerol para su posterior
caracterizacion.

. MATERIALES Y EQUIPO

EQUIPO NECESARIO

Pala grande

Pala chica

Equipo de GPS

Incubadora con temperatura controlada
Incubadora con temperatura controlada, con agitacién
Autoclave

Agitador horizontal

Agitador tipo vortex

Refrigerador 4°C

Ultracongelador -80°C

Campana de flujo laminar

— = =) = =) = =) 1 — —1
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MATERIALES NECESARIO

m Costal grande de nylon para recolectar el 1
suelo rizosférico
® Macetas con capacidad de 1 kg de suelo 20
B Bandejas (recipientes) de aluminio de 20 cm 5
de didmetro y 8 cm de profundidad/altura
® Asa bacterioldgica 1
m Pinzas 1
® Varilla de vidrio 1
® Palillos de madera 1000
m Cajas de Petri desechables de 100 X 20 mm 200
® Tubos de ensayo de vidrio 20 X 150 mm 200
= Gradillas 4
® Marcador de resaltado/permanente 2
= Tijeras 1
® Suelo 25 kg

® Semillas de Phaseolus vulgaris (cualquier variedad, 100
preferentemente de cosecha reciente;
se pueden usar semillas de otras especies de
leguminosas)

m Tubos Falcédn (15 ml) conteniendo 1 g de silica 20
al fondo y un poco de algodén (todo estéril)
® Bisturi estéril 20
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Agua destilada 20L
m Etanol al 70 % 1L
= Tween 20 al 0.1 % 0.11L
® Hipoclorito de sodio 1 % (el Clorox regular tiene 051

una concentracién entre 5.5-6.3 %, tomarlo como

un stock y diluirlo 2:8 v/v)
® CaCl,.2H,O 0.7 M esterilizado en autolave 0.5 [
m Glicerol estérilizado en autolave 0.11L
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SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

MEDIO PY:
En 800 mL de agua destilada anadir:
Peptona de caseina 50g¢g
Extracto de Levadura 3.0g

Agitar con agitador magnético hasta disolver perfectamente
Aforar a 1 L (para medio solido anadir 15 g de agar
bacteriolégico)

Esterilizar en autoclave

* Afadir los componentes en el orden mencionado. Cuando el
medio ya no estd tan caliente (aprox. 55 °C) anadir CaCl, a

una concentracion final de 7 mM (a partir de stock 0.7 M
esterilizado en autoclave). Si se aiiade el CaCl, cuando el
medio estd muy caliente este se precipita y el medio ya no sirve.

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

SOLUCION DE PRESERVACION DE AISLADOS BACTERIANOS
(Glicerol+PY+CaCl,*):

Para preparar 10 ml:
Glicerol estéril 8 ml
Medio PY liquido con CaCl, 5wl
Mezclar bien en vértex.
En un tubo Eppendorf estéril tomar 500 [l de esta solucién y
mezclar con 500 Ul de un cultivo saturado cultivado por toda
una noche a 30 °C, mezclar con vértex y almacenar a -80°C
(se recomienda preparar nuevos gliceroles a partir de una
colonia aislada, al menos cada 12 meses).
*La solucién completa de Glicerol+PY+CaCl, se puede
almacenar a -20°C al menos por 6 meses.
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SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

SOLUCION NUTRITIVA FAHRAEUS SIN NITROGENO (4):

Macronutrientes (X10; preparar cada uno por separado para
evitar que se precipiten):

CaCINOH® 14.703 g/L, esterilizar en autoclave
Na,HPO, 7H,O 22.58 g/L, esterilizar en autoclave
MgSO, 7H,0 24.65 g/L, esterilizar en autoclave
KH,PO, 10 g/L, esterilizar en autoclave
FeCl, 6H,0 0.551 g/L *

Micronutrientes (X100) (mezclar en una sola solucién,
esterilizar en autoclave):

MnSO, H,O 0.17 g
H.,BO, 0.123 g
ZnsSO, 7H:;0 0.143 g
CuSO, 5H,0 0.0499 ¢
CoCl, 6H,0 0.0237 ¢
Na,MoO, 2H,0 0.024 g
H,O 1L

Para preparar 10 L de solucién nutritiva Fahraeus sin nitrégeno:
Anadir 100 ml de cada macronutriente 10X en 9 L de agua
destilada
Anadir 10 ml de micronutrientes 100X
Ajustar el pH a 6.8 y aforar con agua hasta 10 L
Esterilizar en autoclave

*El stock de FeCl, 6H,0 se esteriliza por filtracién (0.22 um)
y se anade a la mezcla en campana de flujo laminar una vez
que esta fue esterilizada en autoclave. El stock de FeCl, 6H,0
se almacena a 4°C cubierto con papel aluminio.
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B DESCRIPCION DEL METODO

Recoleccion de suelos y crecimiento de leguminosas en macetas.

1.

2.

10.

Tomar registro del sitio de muestreo con el GPS (longitud, latitud
y altitud).

Elegir y marcar el drea del terreno a muestrear.

Tomar 50 submuestras (c/u de 500 g), avanzando en zig-zag e
intentando cubrir toda el drea de muestreo, a una profundidad
de 20 cm (evitar recolectar hojas secas y materia orgdnica su-
perficial).

Juntar y mezclar muy bien todas las submuestras, para confor-
mar la muestra principal del cuadrante (+/- 25 kg).
Transportar a temperatura ambiente, bajo sombra, y almacenar
a 4 °C en el laboratorio a la brevedad. Reservar al menos 1 kg
de suelo para andlisis fisicoquimicos.

Lavar al menos 100 semillas de frijol con abundante agua co-
rriente.

En la campana de flujo laminar, desinfectar las semillas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 1 % por 15 min con agitacién
constante, y enjuagar con abundante agua destilada estéril.
Para la germinaciéon de las semillas, preparar previamente las
bandejas/los recipientes de aluminio cubiertos con papel alumi-
nio y conteniendo al fondo varias capas de papel absorbente
humedecidas con agua estéril. Esterilizar en autoclave (30 min,
121 °C, 15 libras de presion).

Colocar las semillas desinfectadas dentro de los recipientes de
aluminio sobre el papel humedecido con agua estéril (aproxi-
madamente 20 semillas por bandeja). Cubrir perfectamente con
el papel aluminio e incubar en oscuridad a 30 °C. Revisar dia-
riamente para evaluar germinacién, suministrar agua estéril en
caso de ser necesario, y monitorear la posible aparicién de con-
taminantes microbianos (desinfecciéon mal aplicada, presencia de
endéfitas o patégenos en la semilla).

Una vez germinadas (3-5 dias), trasplantar dos pldntulas por
maceta, y humedecer el suelo con agua estéril. Cada maceta
debe contener 1 kg el del suelo previamente recolectado (en
caso necesario se puede mezclar 1:1 el suelo con arena de rio
estéril). Utilizar al menos 20 macetas.

57 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




11.Regar las macetas cada tercer dia con 200 ml de solucién nutriti-
va carente de fuente nitrogenada para favorecer la nodulacién
(medio Fahraeus sin nitrégeno (Fahraeus, 1957)).

12. Dejar crecer las plantas hasta obtener nédulos maduros fijadores
de nitrégeno de color rosa (en el caso de frijol esto ocurre de
manera evidente a las 3 semanas). En el caso de que las plantas
no puedan crecer en los suelos impactados por estrés abidtico, se
recomienda considerar diferentes variedades de frijol, o el uso
de leguminosas nativas del sitio de estudio, o bien, utilizar otras
especies de leguminosas con mejor tolerancia al estrés abidtico
de interés. Por ejemplo, las variedades de frijol Pinto Saltillo y
Azufrado Higuera presentan mejor tolerancia que el Negro Ja-
mapa a estrés por sequia y salinidad.

13. Recolectar al menos 10 nédulos de las plantas de cada maceta,
haciendo énfasis en aquellos con apariencia de color rosado, con
la ayuda de bisturi y pinzas, depositdndolos en tubos Falcon de
15 ml estériles (previamente preparados con un 1 g de material
desecante a base de silica al fondo y un poco de algodén en-
cima). Almacenar los tubos a 4 °C hasta su uso (se recomienda
procesarlos a la brevedad, no exceder de 1-2 semanas).

Desinfeccion de nédulos y aislamiento de bacterias (trabajar en

campana de flujo laminar).

1. Hidratar los nédulos con agua destilada estéril durante 1 h a
temperatura ambiente.

2. Lavar en etanol al 70 % durante 30 s.

3. Lavar con Tween al 0.1 % durante 10 min.

4. Enjuagar al menos 5 veces con abundante agua estéril hasta
eliminar el exceso de espuma.

5. Desinfectar superficialmente los nédulos durante 5 min en una
solucién de Hipoclorito de sodio al 1%.

6. Enjuagar al menos 6 veces con abundante agua estéril.

7. Colocar un nédulo desinfectado en una caja de Petri estéril, y
macerarlo con una varilla de vidrio aifadiendo una gota de
agua estéril (usar 2 nédulos por planta/maceta).

8. Tomar asadas del nédulo macerado y estriar en cajas de Petri
con medio PY.

9. Incubar en obscuridad a una temperatura de 30 °C y observar el
crecimiento de colonias durante los siguientes 2-5 dias.
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10. Tomar una colonia aislada y re-estriarla con el asa bacteriolé-
gica en una nueva placa con medio PY e incubar por 2-3 dias.
Repetir este paso 2 veces para purificar el aislado.

11. AlImacenar en glicerol (glicerol+PY+CaCl,) a -80 °C (usar no-
menclatura que permita conocer el origen de la maceta y planta
de la cual se aislé el nédulo del cual proviene el aislado).

. RESULTADOS

Normalmente suelen obtenerse una buena cantidad de aislados si-
guiendo las instrucciones descritas. Se pueden aislar miembros de la
familia Rhizobiaceae (Rhizobium, Sinorhizobium, Ensifer) y endéfitos
oportunistas como Bacillus, con diferentes caracteristicas de toleran-
cia a ambientes extremos. Si la disponibilidad de suelo es poca,
alternativamente puede utilizarse vermiculita, arena o cualquier otro
sustrato estéril, inoculando diariamente por 8 dias consecutivos con
una solucién de suelo y agua (10 g de suelo en 50 ml de agua es-
téril, agitar al menos 1 h). Es importante mencionar que el protocolo
puede adaptarse para usar semillas de especies de leguminosas
nativas de la zona de muestreo. Las semillas de algunas especies de
leguminosas requieren un pretratamiento para romper su dormancia,
a través de tratamientos de agua caliente, dcido sulfurico, o bien
a través de dafio mecdnico provocado con un papel de lija. Otra
alternativa es recolectar en campo los nédulos de las leguminosas
nativas de la zona de estudio. Para evitar la descomposiciéon de
los tejidos, los nédulos recolectados en campo se colocan en tubos
Falcon conteniendo 1 g de material desecante (silica) y un poco de
algodén hasta su utilizacién en el laboratorio. Antes de desinfectar
los nédulos desecados, es importante rehidratarlos 1 h con agua
destilada estéril.

Para la verificacién de bacterias del orden Rhizobiales se pueden
realizar ensayos de Eckhardt para determinar perfil plasmidico, am-
plificar y secuenciar DNAr16S, asi como marcadores como nodC y
nifH. Es recomendable verificar la capacidad de nodulacién utilizan-
do aislados puros como inéculo en las plantas, asi como la capaci-
dad de fijaciéon de nitrégeno.

Al final del experimento, se recomienda devolver las muestras de
suelo al sitio de origen.
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[] INTRODUCCION

Las cianobacterias, también llamadas algas verde azules, cianofitas
o cianoprocariontes, son organismos procariontes fotoautétrofos evolu-
tivamente muy antiguos, principalmente habitan ambientes acudticos,
sean marinos o continentales, pueden utilizar como sustrato rocas, sue-
lo u otros organismos, algunas viven en condiciones extremas para
varios factores ambientales como temperatura, pH o salinidad. Se
considera que estos organismos presentan un nivel de organizacién
simple debido a que son procariontes, sin embargo aunque su mor-
fologia y nivel de complejidad es diverso, se tienen relativamente
pocas caracteristicas diagndsticas. Por ello, se considera actualmente
que para que las poblaciones sean caracterizadas taxondmicamen-
te de modo adecuado, se debe utilizar una aproximacién polifdsica,
que combina la aplicacién de métodos moleculares, citomorfolégicos
y ecolégicos (1).

Las cianobacterias supramareales son en general los organismos
predominantes que crecen en las zonas costeras por encima del nivel
mdéximo de la marea (Fig. TA). Este ambiente, se considera extremo,
ya que en regiones tropicales, los organismos estdn sometidos a de-
secacion, insolacion directa, exposicidn a rayos UV y a soportar altas

1. Depto. Procesos y Tecnologia, UAM-C mlauragonzalez@ciencias.unam.mx
2. Unidad de Microscopia Avanzada, REMAv-INECOL monica.ramirez@inecol.mx
3. Lab. Ficologia Marina, Facultad de Ciencias, UNAMhIt@ciencias.unam.mx
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temperaturas. Dentro de esta zona se presenta diversidad de mi-
croambientes, por tanto, la caracterizaciéon de los pardmetros fisicos
y quimicos, la distancia o altura del nivel del mar, la temperatura, el
tipo de sustrato, el pH, la humedad etc., junto con los componentes
biolégicos permiten generar el conocimiento ecolégico, taxondmico,
funcional etc., de este ambiente extremo (2).

Para la caracterizacién taxonémica de las cianobacterias con una
aproximacién polifasica (1,3), se debe realizar una colecta suficien-
te y con réplicas para ser procesada con distintas herramientas. Es
necesario ademds del registro cuidadoso del ambiente, realizar una
buena descripcién morfolégica que requiere de distintas técnicas de
microscopia y sobre todo la aplicacién de métodos moleculares.

Para llevar a cabo de modo exitoso esta aproximacién, es necesaria
una buena preservaciéon de muestras, con réplicas suficientes tanto
para obtener los cultivos, necesarios para la caracterizaciéon molecu-
lar de las poblaciones, como para realizar la adecuada descripcién
morfolégica de las poblaciones de campo. Por ello, se describen los
métodos de colecta y preservaciéon de cianoprocariontes de la zona
supramareal, necesarios para la correcta aplicaciéon de una aproxi-
macién polifdsica.

. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES
(COLECTA PARA 10 MUESTRAS) NECESARIO

Libreta de campo 1
Lapiz graso 1
Bolsas resellablesde 10 x 10 cm o similares 10
Marcador indeleble 1
Pinzas de relojero/punta fina 2
Agujas de disecciéon 2
Etiqueta de albanene grueso (3 x 3cm) 10
Portaobjetos 10
Cubreobjetos 10
Caja Petri de vidrio 2
Termémetro 1
Caja de papel medidor de pH 1
Refractémetro 1
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MATERIALES
(COLECTA PARA 10 MUESTRAS) NECESARIO

Cdémara fotogréfica 1
Espatula 1

Agua destilada 200 ml
Silica 100 gr
Formaldehido al 4 % en agua de mar o continental 1000 ml
Frascos opacos de boca ancha 200 ml 10
Papel filtro necesario
Agua de la localidad 2-41
Cajas de Petri de 6 mm didmetro con medio 10
mineral BG11#*

Microscopio estereoscépico y/o 6ptico 1

**a elaboracién del medio BG11 (blue Green algae) se puede consultar en http://
web.biosci.utexas.edu/utex /Media% 20PDF /bg-11-medium.pdf [4], se debe pre-
parar con agua de mar de la localidad, si no se puede conseguir, utilizar 35g/L de
NaCl. Para medio sélido adicionar 15g/L de agar noble, para preparar 10 cajas de
medio sélido en cajas de 6 mm de didmetro es necesario preparar aproximadamente
200 mlL de medio.

[ ] DESCRIPCION DEL METODO

Caracterizacion ecolégica.

1. En cada localidad/sitio de colecta realizar su descripcién en li-
breta de campo y de ser posible en un formato de datos cam-
po (anexo 1); incluyendo desde datos generales como ubica-
cién geogrdfica, coordenadas o ambiente general, con datos de
temperatura del aire y del sustrato, asi como temperatura, pH,
y salinidad del agua. Se recomienda revisar los horarios de las
mareas y colectar en marea baja, para una mejor descripcion
de la localidad.

2. Para cada poblacién-muestra, anotar la forma y color del creci-
miento visible (costra, biopelicula, césped, etc.) (Fig. 1B-C), tipo
de microambiente (altura sobre el nivel del mar, insolacién/som-
bra, pendiente, sustrato, etc.), y presencia de organismos asocia-
dos (algas, liquenes, gasterépodos, etc.).

3. Tomar fotografias tanto de la localidad y ambientes genera-
les, como de los crecimientos visibles de cianobacterias en cada
punto de colecta y muestra, a fin de caracterizar las condiciones
ambientales de las poblaciones de interés (Fig. 1B-C).
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Colecta.

1. Se desprende el crecimiento detectado con espdtula y se coloca
dentro de una bolsa de preferencia re-sellable, etiquetada con
los siguientes datos: nimero de muestra, localidad, fecha y co-
lector.

2. En libreta de campo en el formato (anexo 1), registrar nimero
de muestra y foto del crecimiento colectado, asi como detalles
de cada muestra como son: localidad, colectores, fecha de co-
lecta, textura (suave, mucilaginosa, dspera, etc.), y coloracién.
Respaldar la informacién en la bolsa y libreta y/o formato de
campo es importante en el caso de pérdida de alguna de las
formas de registro de las muestras y sus réplicas.

3. No agregar agua a la muestra y mantenerla en un sitio fresco,
de ser posible a la sombra.

Es recomendable después de la colecta hacer una revisién y regis-
trar el estado y caracteristicas de las muestras (de ser posible con un
microscopio estereoscdpico u éptico), en especial si representa una
comunidad (varias poblaciones de especies en similares proporcio-
nes), o si es unialgal (una sola poblacién), asi como el estado de la
muestra (decolorada vs coloracién brillante, lo que puede denotar
un malo/buen estado de salud).

Preservacion de muestras.

Cada muestra se debe revisar de preferencia al microscopio, puede
ser estereoscdpico y si los organismos son de dimensiones pequefias
en microscopio Optico; esto permitird dividir la muestra en tres par-
tes que serdn consideradas réplicas.

a.Una réplica, serd preservada en una solucién de formol al 4 %
en agua de mar, para ser utilizada en la caracterizacién morfo-
l6gica, ya que este fijador mantiene las caracteristicas morfolégi-
cas de las poblaciones de campo si se mantiene lejos de la luz.

b.La segunda se siembra en medio mineral BG11 marino sélido,
para establecer cultivos de las poblaciones mds abundantes en
la muestra. Los cultivos permitirdn seguir el ciclo de vida de las
poblaciones y se usardn para la extraccion de ADN para los
andlisis moleculares (Fig. 1D). Para consultar otras recetas de
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medios y protocolos especializados en cianobacterias se reco-
mienda consultar https://www-cyanosite.bio.purdue.edu/.

c. La tercera, se preserva en seco, utilizando ya sea papel filtro,
secante o con silica. Esta constituye un respaldo importante ya
que permite, tanto la aplicacién de técnicas moleculares como
el establecimiento de cultivos.

Organizacién y sistematizacion de los datos ambientales.

Es de gran importancia tener un registro adecuado y fidedigno de
las caracteristicas tanto del ambiente como de las muestras y aun el
estado fenoldgico de las poblaciones colectadas, ya que de reque-
rirse el establecimiento de cultivos es necesario conocer bajo que
condiciones ambientales (temperatura, insolacién, salinidad, etc.)
crecen las poblaciones de interés. Esto facilitard el establecimiento
de cepas en cultivo en condiciones lo mds parecidas a su hdbitat.

Figura 1.

A)Toma de datos y
registro de principa-
les crecimientos de
cianobacterias en la

zona supramareal.

B) Tapete de ciano-
bacterias en la zona
supramareal.

C) Tapetes de
cianobacterias
colectados.

D) Cultivo de ciano-
bacterias supra-
mareales en medio
mineral.
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. RESULTADOS

1.

Caracterizaciéon ambiental de las poblaciones de interés inclu-
yendo los principales pardmetros ambientales registrados (pH,
temperatura, salinidad, incluidos los organismos acompanantes.
Composicion taxondémica de cianobacterias por muestra, am-
biente y localidad.

Conocer la riqueza de especies de cianobacterias por ambiente
y localidad.

Descripciéon e identificacidon taxondmica de cianobacterias.
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. INFORMACION COMPLEMENTARIA

Formato de colecta de cianobacterias marinas de la zona suprama-

real.
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METODO SIMPLIFICADO PARA EL ESTUDIO
MORFOLOGICO, POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO, DE
ACTINOMICETOS HALOFILOS
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*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
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B INTRODUCCION

El término Actinomicetos es un nombre informal para bacterias del
orden Actinomicetales. Estos microorganismos se consideraron inicial-
mente hongos porque tienen verdaderas hifas aerdbicas. Sin embar-
go, estudios sobre la composicién de la pared celular, especialmente
la envoltura lipidica y la composicién de la peptidoglicana, han de-
mostrado que los actinomicetos son verdaderas bacterias aerobias,
que en la actualidad se denominan Actinobacterias.

Aunque estos microorganismos se han encontrado en varios tipos de
hdbitats, sélo recientemente se han aislado de ambientes hipersali-
nos (1-4). Estos microorganismos, que pueden vivir en ambientes con
determinadas concentraciones de sal, y que pueden agruparse en
microorganismos halotolerantes o haléfilos (5), tienen propiedades
morfolégicas y metabdlicas muy especificas que les permiten vivir en
estos ambientes. Por otro lado, los microorganismos haléfilos son de
gran utilidad para el desarrollo de nuevos procesos biotecnolégicos
que tienen diversas aplicaciones industriales.

El medio natural en el que estas bacterias se desarrollan estd for-
mado por suelos y aguas muy salinos, por lo tanto, las técnicas de
investigacion tanto bioquimica como morfolégica deben adaptarse
a estas condiciones (6).

1. Departamento de Sistemas Bioldgicos, Universidad Auténoma Metropolitana-
Xochimilco, Ciudad de México. E-mail: hsandov@correo.xoc.uam.mx

2. Lab de Microbiologia Médica y Ambiental. Facultad de Medicina. Universidad Au-
ténoma del Estado de México. Toluca, EdoMex. E-mail: nramirezd@uaemex.mx
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El presente trabajo se refiere a una técnica especificamente disefia-
da para la investigaciéon morfoldgica de actinomicetos haléfilos, me-
diante microscopia electrénica de barrido. Dadas las dificultades de
mantener la morfologia de las células de microorganismos haléfilos
esta técnica fue exitosa y preservé la morfologia de las actinobacte-
rias pudiéndose evidenciar las inusuales formaciones cristalinas que
presentan algunas cepas del género Saccharomonospora, aisladas
de lagunas costeras de Oaxaca (6).

Para la realizacion de esta técnica se requieren los siguientes materiales:

. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
m Cubreobjetos 1 caja
® Incubadora 1
® Ldpiz de diamante 1
B Cajas de Petri pequeiias 1 paquete
® Pinzas de punta fina 2
B Pipetas Pasteur 1 caja

Tabla 1. Materiales y equipo necesarios para el proceso.

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
= Agua destilada 1L
= Etanol al 70 %, 80 %, 90 % y absoluto 100 mL de c/u

® Solucién de 10 % de NaCl y 2 % de MgSO, 7H,0 1L
® Solucién de Glutaraldehido al 2,5 %,

en Buffer de cacodilato 0.1 M 20 mL
= Medio de cultivo sélido para haléfilos (Medio MH)
= Mezcla de etanol y acetona al 50 % 200 mL
m Buffer de cacodilato 0.1 M 100 mL
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. MATERIALES Y EQUIPO

Se utilizan cubreobjetos bien limpios y desengrasados con alcohol-
acetona y que son seccionados, con un ldpiz de diamante, en cuatro
secciones; éstos se colocan en una caja de Petri de vidrio vacia y se
esterilizan en horno seco, a 180 °C durante 1.5 horas.

Se prepara medio de agar MH convencional y se inocula con el mi-
croorganismo a estudiar en cada caja se insertan, en un dngulo de
45 °unas cuatro a seis secciones de cubreobijetos estériles, esto con
el objetivo de tomar muestras del crecimiento celular bacteriano a
diferentes tiempos, y a continuacién se incuban.

En cada toma de muestras se retiran dos secciones las cuales son en-
seguida procesadas.

MARCHA PARA PREPARACION DE LAS MUESTRAS
* Lavar, desengrasar y esterelizar cubreobjetos

* Con el lapiz de diamante cortar los cubreobjetos en cuatro seg-
mentos

* Insertar los segmentos de cubreobijetos en el medio sélido ya inocu-
lado

* Incubar a la temperatura y tiempo adecuados
* Una vez trascurrido el tiempo, retirar los cubreobjetos del agar

} Cubreobijetos, limpios, desengrasados
y esterelizados (180 °C por 1.5 horas)

Las secciones del cubreobjetos se intro-
ducen en el agar adecuado, previa-
mente inoculado, en un dngulo de 45 °.
Se incuban a la temperatura y tiempo
adecuados

Figura 1. Representacién grdfica de los primeros seis pasos del protocolo experi-
mental.

* Colocar los cubreobjetos sobre dos varillas de vidrio acomoda-
das en una caja de Petri (figura 1).

* Con pipeta Pasteur hacer un prelavado con la solucién de sales
10 % de NaCl y 2 % de MgSO,. 7H,O (figura 2).

* Igualmente con pipeta Pasteur colocar una solucién de glutaralde-

hido al 2.5 % en buffer de cacodilato 0.1 M y mantener durante
3 horas para completar la fijacién, cuidando que no se seque.
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para realizar el prelavado.

* Pasado el tiempo de fijacién los cubreobjetos se lavan con la so-
lucién de sales y se someten a deshidratacién con las soluciones
de Etanol, manteniéndolas durante 10 minutos cada una, empe-
zando con la de 70 % hasta el Etanol absoluto, cuidando que no
se sequen (figura 3).

ARERA =

Etanol Etanol Etanol Etanol Etanol
70% 80% 90% 96% absoluto

T e B
et ——
&2
\—’/

Figura 3. Representacién grdfica del lavado con etanol utilizando u gradiente de con-
centracién en el rango 70 % a 100 %.

Una vez deshidratadas las muestras se secan y se envian al Servicio
de Microscopia de la universidad o instituto donde se procesardn
de acuerdo con los procedimientos estandarizados por ellos. Se les
puede sugerir que el sombreado se haga con oro, aunque eso de-
penderd de su experiencia.

. RESULTADOS

La técnica descrita permite observar el micelio celular bien conser-
vado, mostrando sus estructuras con una turgencia adecuada vy sin
artefactos que impidan un buen andlisis de sus estructuras, tanto ce-
lulares como cristalinas.

Las estructuras cristalinas, presentes en la superficie de la célulq,
tienen buena definiciéon morfoldgica, mostrando los diversos tipos de
estructuras cristalinas presentes en la superficie externa micelial.
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Figura 4. Saccharomonospora sp. Se aprecian el micelio aéreo y las esporas.

Figura 5. Saccharomonospora sp. Forma cristalina inusual asociada al micelio.
Figura 6. Cristal cubico de NaCl en el medio de cultivo.

En toda técnica de microscopia electrénica, los artefactos que se
generan durante el procesamiento de la muestra son una importante
fuente de error al tratar de interpretarlos, sobre todo porque en
medios hipersalinos las técnicas convencionales son poco Utiles. La
técnica, aqui presentada, nos da preparaciones con muy pocos ar-
tefactos, lo que nos permite tener una mejor idea de las formaciones
cristalinas presentes en los cultivos y son lo suficientemente limpias
para hacer determinaciones de difraccién de rayos X.
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DEL GLACIAR A LA CAJA DE PETRI:
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
HONGOS PSICROFILOS
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B INTRODUCCION

El estudio de los microorganismos amantes del frio (psicrofilos) es
necesario en la investigaciéon de organismos extreméfilos. En parti-
cular los micro hongos que habitan estos sitos representan un vasto
reservorio biolégico, el cual puede ayudar a comprender los meca-
nismos biolégicos de tolerancia a sitios extremos, o los procesos de
resistencia al estrés oxidante generado por el ecosistema que habi-
tan. En México los sitios extremos donde hay glaciares son el volcdn
Iztaccihuatl y el Citlaltépetl. Los cuales no solo son extremos por las
bajas temperaturas que existen en ellos sino por la gran altura a la
cual se localizan (arriba de los 5000 msnm). Debido a lo anterior el
objetivo de este trabajo es mostrar un método de aislamiento, cultivo
e identificacién de micro hongos aislados de los glaciares mexicanos.
El cual se basa, en el aislamiento en cajas de Petri y en la amplifi-
cacion de dos marcadores moleculares (MM) altamente informativos
en el reino Fungi, el espaciador interno del nrDNA (ITS) y parte del
gen que codifica para la subunidad mayor ribosomal 28S (LSU) (1,
2). El presente método ha sido usado con éxito en el aislamiento e
identificacién de hongos extreméfilos de los glaciares del Iztaccihuatl
y el Citlaltépetl. Se ha usado en articulos indexados y en tesis de
licenciatura y maestria de la Facultad de Quimica de la UAQ (2,3).

1. Laboratorio de microbiologia, Facultad de Quimica, Universidad Auténoma de
Querétaro, Cerro de las Campanas s/n, Querétaro, Qro.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO

m Piolet (esterilizado por flameo in situ 1
con etanol 96 °)

® Frascos de vidrio estériles de 500 ml 1 por sitio
B Hielera y tijeras estériles 1 de cada uno
® Filtros de 0.22 um 1 por sitio
® Cajas de Petri estériles 2 por muestra
m Porta y cubreobjetos Suficientes
® Microscopio y termociclador 1 de cada uno
® Pipetas de distinta capacidad, puntas  Suficientes

y tubos de 200 L
= Campana de flujo laminar y 1 de cada uno
refrigerador 4 °C

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO HECESARIO
= Etanol 96 ° Suficiente
m Agar dextrosa Sabouraud (SDA) y 2 cajas de
Agar Rosa de Bengala (RBA) con cada medio

cloranfenicol (100 pg/ml), Agar de papa por muestra
y dextrosa (PDA)

® Azul de Algodén Lactofenol (AAL) Una gota por muestra
® Primers ITS1f y ITS4r para el nrDNAITS y 0.5 YL cada
LORO y LR5 para LSU uno (20 pM)
® Taq Polimerasa 1 pL(2.5U/uL)
® Mix de PCR 25 UL por muestra

[ ] DESCRIPCION DEL METODO

1. Una vez en el glaciar, cavar un agujero de 60 cm de profun-
didad con el piolet estéril y dentro del mismo abrir los frascos,
colectar el hielo glaciar y cerrar el frasco.

2. Transportar los frascos en la hielera en frio al laboratorio tan
rdpido como sea posible, una vez ahi dejar que el hielo glaciar
se descongele en el refrigerador a 4 °C.

3. En la campana de flujo laminar, usando los filtros de 0.22 Um,
filtrar las muestras de cada sitio por separado y cortar los filtros
con las tijeras estériles.
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4. Colocar los fragmentos de papel filtro en SDA y RGA por du-
plicado e incubar a 28 °C y 4 °C hasta observar crecimiento.
Después resembrar en PDA para obtener cultivos axénicos.

5. Tomar una muestra de cada cultivo con morfologia diferente
usando una punta de pipeta y observar en el microscopio en
porta y cubreobjetos afiadiendo una gota AAL.

6. Con los aislados que resulten ser diferentes morfolégicamente,
realizar “Colony PCR”, tomando con una punta de 10 [l una pe-
queiiisima cantidad de biomasa y resuspender en 50 [l de agua
estéril. Usar 1 Yl para realizar la PCR White et al. (5) para la
amplificacién de la region ITS con los primers ITS1f e ITS4r; y
de acuerdo al método descrito por Vilgalysy Hester (4) para la
amplificacién de la regién LSU con los primers LORO y LR5.

7. Una vez amplificados los MM mandar secuenciar el producto
de PCR, analizar via BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/Gen-
Bank/) (6) y realizar inferencia filogenética de cada aislado
para descifrar su categorizacién biolégica.

GLACIARES DE GRAN ALTITUD
Y HONGOS EXTREMOFILOS

o
4

TOMA DE MUESTRAS

SITIOS EXTREMOS AMPLIFICACION ITS Y LSU OBSERVACION EN _CULTIVOS
EN MEXICO Y POSTERIOR IDENTIFICACION MICROSCOPIO AXENICOS EN PDA
CON AAL
Figura 1. Diagrama de los métodos de aislamiento, identificacién morfoldgica y mo-

lecular de micro hongos psicréfilos.
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. RESULTADOS

La presente metodologia permite el aislamiento e identificaciéon de
micro hongos cultivables de los glaciares. Combinando caracteristicas
morfolégicas, indispensables en la identificacion taxondémica, y méto-
dos moleculares, basados en ITSy LSU. Con esto se identificardn par-
cialmente (a nivel de género) o especificamente (a nivel de especie)
los hongos. En algunos casos resulta indispensable realizar amplifi-
cacién de mds MM especificos de acuerdo con el género fingico
encontrado. Los hongos filamentosos mds abundantes aislados de los
glaciares mexicanos han sido: Cladosporium Alternaria y Penicillium y
las levaduras: han sido miembros de los géneros: Cladosporium, Al-
ternaria y Penicillium (Calvillo-Medina et al., 2020). Es importante re-
calcar que un andlisis de inferencia filogenética (basado en MM) es
util para la correcta caracterizacion de los aislados. Asi como de ser
posible, caracterizar fisicoquimicamente parte de las muestras de
agua glaciar para poder realizar andlisis funcionales y ecolégicos.

- Msnm y | Efiqueta | # . # Morfologia _#_ PCR | PCR
Sitio Coordenadas oc Frasco aislados | aislados distinta axénicos | Lo | o)
SDA BRA SDA
Iztaccihuatl N 19°
Glaciar La | 10.003° W 5”2;:"’“ I|LL:]2' 75 74 63 63 40 | 40
panza 098° 38.203" B

Tabla 1. Muestras tomadas, hongos aislados y PCR realizadas a colectas de glaciares.

La presente metodologia puede contribuir a explorar la riqueza y
diversidad fingica de las comunidades microscépicas de los glacia-
res mexicanos en busca de hongos extreméfilos. Dichos psicréfilos
pueden haber desarrollado adaptaciones a condiciones extremas y
podrian utilizarse para biorremediacién u otra aplicacién industrial
o médica.
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B INTRODUCCION

Los extreméfilos son organismos que pueden crecer en diferentes
condiciones fisicoquimicas (1). Tienen una maquinaria metabdlica
que les permite vivir en condiciones extremas, asi como utilizar di-
ferentes fuentes de carbono y fuentes de nitrégeno orgdnico e inor-
gdnico (2). Bajo estas condiciones, los extreméfilos secretan enzimas
extracelulares, las cuales inician la degradaciéon de macromoléculas
inorgdnicas (3,4). Recientemente, el interés por el aislamiento y la
caracterizacion de nuevos extreméfilos ha incrementado porque pro-
ducen extremozimas (5). Las extremozimas presentan caracteristicas
estructurales que les permiten llevar a cabo la catdlisis en condicio-
nes extremas y son ideales para su aplicacién en la industria, asi
como para el desarrollo de nuevos procesos biotecnoldgicos (6). Ge-
neralmente, se puede inducir la producciéon de extremozimas en un
organismo previamente aislado, para ello es necesario agregar al
medio de cultivo, un inductor especifico de la enzima de interés y en
ocasiones se requiere un indicador dcido-base (7). Por todo esto, el
objetivo de este trabajo es aislar bacterias extreméfilas productoras
de extremozimas con aplicacién industrial. Para el aislamiento de
las bacterias, se inocularon medios ricos mediante estriado en placa
hasta la obtencién de cultivos axénicos. La induccién de enzimas se
llevé a cabo en medios selectivos con inductores especificos para
hacer un cribado de su capacidad para producir extremoenzimas.

1. Laboratorio de Microbiologia del Polo Tecnoldgico, Tecnm-Instituto Tecnoldgi-
co de Tuxtla Gutiérrez. Carr. Panamericana km 1080, Col. Junan Crispin. CP
28050, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.
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. MATERIALES Y EQUIPO

A continuacién, se describen los materiales necesarios para este
aislamiento y cribado enzimdtico (tabla 1), asi como las soluciones,
reactivos y material biolégico (tabla 2).

MATERIALES NECESARIO
= Matraz Erlenmeyer 250 mL 10
® Probeta 100 mL 1
® Tubos cénicos de polipropileno 15 mL 50
® Tubos cénicos de polipropileno 50 mL 50
® Cajas Petri 100
B Asa bacteriolégica 1
m Avutoclave 1
= Varilla acodada 1
= Incubadora 1
= Micropipeta T mL 1
= Pipeta 10 mL 10
Tabla 1. Materiales necesarios para aislamiento y cribado enzimdtico.
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIC
m Soluciéon HCI 0.1 M 100 mL
® Solucién NaOH 0.1 M 100 mL
m Peptona de caseina 10 g
® Extracto de levadura 10 g
® CaCl, 59
= MgSO, 59
m FeCl, 59
B Lactosa 100 g
m Carboximetil celulosa 100 g
® Xilano de abedul 100 ¢
m Aceite de oliva 100 mL
® Rojo fenol 59
= Yodo lugol 100 mL
® Material biolégico (muestra de agua de 500 mL

sitios termales o extremos)

Tabla 2. Soluciones, reactivos y material bioldgicopara aislamiento y cribado enzi-
mdtico.
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] DESCRIPCION DEL METODO

1. Colectar al menos cuatro muestras (M1, M2, M3, M4) de 30 mL
de agua del sitio termal. Las muestras se colocardn en tubos céni-
cos de polipropileno de 50 mL estériles. Registrar la temperatura,
pH y conductividad eléctrica del sitio de colecta (figura 1).

2. Preparar 300 mL de medio de cultivo medio basal MB (1.5 g de
lactosa, 6 g de peptona de caseina, 0.2 g de CaCl,, 0.1 g de
MgSO, y adicionar 0.8 mL de 1 % FeCl, por litro) ajustar el pH
a 3.0 con HCI o NaOH. Colocar alicuotas de 3 mL de medio MB
en tubos de polipropileno de 15 mL y esterilizar a 1 Ib/plg? por
15 min.

3. Inocular 1 mL de muestra de agua del sitio termal en los tubos de
propileno con 3 mL de medio (A1, A2, A3, A4). Incubar los tubos
inoculados a temperatura de aislamiento durante 48 horas. Re-
visar el cambio de turbidez cada 24 h por observacién directa.

4. Una vez que exista turbidez en los cultivos de enriquecimiento
realizar diluciones seriadas 10", 102, 103, 104, 10° y 10 con
medio de cultivo estéril como diluyente de cada una de los tubos
inoculados que hayan presentado turbidez.

5. Inocular 300 UL de cada una de las diluciones en cajas de Petri
con medio sélido MB con de una varilla acodada y extenderlo de
forma homogénea en el medio. Incubar a temperatura de mues-
treo durante 48 h. Observar la formacién de colonias aisladas.
Registrar caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscéd-
picas de las colonias que presenten caracteristicas particulares o
diferencias morfolégicas notables.

6. Tomar una colonia aislada con un asa bacteriolégica estéril e
inocular en medio sélido MB mediante estriado en placa. Incubar
a temperatura de muestreo durante 24-48 h.

7. Identificar colonias aisladas del medio MB sélido. Transferirlas a
3 mL de medio MB liquido estéril en tubos cénicos de polipropile-
no de 15 mL. Incubar a temperatura de muestreo y observar la
turbidez del cultivo.

8. Propagar el cultivo mediante resiembras periédicas en medio MB
liquido estéril con aumentos de volumen de cinco a diez veces. La
relaciéon inéculo: medio se recomienda de 1:10. Medir el creci-
miento. Monitorear la Absorbancia mediante espectrofotometria
hasta registrar una D.O 600 nm entre 0.600-0.800 en el cultivo.
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9. La seleccién de los organismos con extremoenzimas extracelula-
res se llevard a cabo mediante la determinacién cualitativa de
la actividad enzimdtica. Para ello, los aislados se siembran en
medio MB sélido de seleccién en el que se variard la fuente de
carbono del medio. Para la selecciéon de organismos con activi-
dad B-galactosidasa, utilizar medio MB + lactosa (3 %) + rojo
fenol (0.25 %); celulasa, utilizar medio MB + carboximetil celu-
losa(3 %); lipasa, medio MB + aceite de oliva (1.5 %); proteasa,
medio MB + peptona de caseina (3 %); y, xilanasa, medio MB
+ xilano de abedul (3 %). Los aislados con actividad enzimdtica

presen'rom un halo alrededor del crecimiento (figura 2).
1. COLECTA mi M2 M3 M4 2 PREPARAR

DE MUESTRAS D U ] MEDIO MB

E 3. INOCULAR
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E INCUBAR
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<
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3 2 3 3 E INCUBAR
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5

Inocular 300 WL en cada caja Petri
Incubar a temperatura de muestreo

2 6. INOCULAR
A < EINCUBAR
Tomar una colonia aislada e inocular
en medio sélido MB. Incubar a temperatura
: de muestreo durante 24 - 48h

7. IDENTIFICACION DE
COLONIAS AISLADAS

Transferir una colonia aislada

Incubar a temperatura de muestreo
Observar la turbidez del cultivo

3ml medlo MB !

8. PROPAGACION DEL
CULTIVO

Resiembra periédicas en medio MB liquido
Relacién de inéeulo 1:10
Obtener un cultivo con D.O,,,, 0.600=0.800

9. SELECCION DE ORGANISMOS CON
i EXTREMOZIMAS EXTRACELULARES

B- T T |
GALACTOSIDASA  CELULOSA LIPASA PROTEASA XILANASA

MB+ MB+ MB+ MB+ MB+
LACTOSA+ CARBOXIMETIL  ACEITE DE PEPTONA XALINO
ROJO FENOL CELULOSA OLIVA DE CASEINA DE ABEDUL

Figura 1. Diagrama de flujo para el aislamiento de bacterias extreméfilas producto-
ras de extremozimas.
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. RESULTADOS

Los resultados se reportan con las caracteristicas macro y microsco-
picas de los aislados de acuerdo a la tabla 3. La actividad enzima-
tica cualitativa es positiva si presenta halo de actividad enzimdtica

(figura 1).

CARACTERISTICAS DESCRIPCION

MORFOLOGIA COLONIAL

Tamafio Diémetro de la colonia en medio sélido

Forma Estd determinada por su borde y su espesor y puede ser circular,
puntiforme, irregular, rizoide o fusiforme

Borde Los bordes de la colonia se describen como entero, ondulado, lobulado o
filamentoso

Elevacién La elevacién de la colonia respecto a la superficie del medio se define
como plana, convexa o elevada

Superficie La superficie de la colonia se define como lisa, rugosa o plegada

Consistencia

La consistencia se determina con el asa y puede ser cremosa o
membranosa

Color

El color de la colonia se define en general y se usan términos comunes
para definirlo, en algunos casos de especifica si existe un pigmento
producido difusible o no

Luz transmitida

Las caracteristicas 6pticas consisten en observar a través de la colonia
para determinar la luz transmitida, la cval puede ser opaca, traslicida o
transparente

Luz reflejada

La caracteristica &ptica de la luz reflejoda se observa en la superficie de
la colonia y se describe como opaca o brillante

CARACTERISTICAS

MICROSCOPICAS

Tamafio Diametro del org

Forma La forma puede ser redonda o coco, bacilo, hifa, espirilo o espiroqueta
Agrupacién La agrupacién puede ser de dos o mds células y se define segin la forma
Tipo Eltipo de célula puede ser vegetativa, hifa o espora

Tincién Gram

La tincién Gram aplica solo para bacterias y puede ser positiva o
negativa

Otras caracteristicas

Las células pveden presentar ofras caracteristicas importantes como
estructurales subcelulares, cilios, flagelos, tubos germinativos, etc.

CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

Temperatura (°C)

pH

Agitacién (rpm)

ACTIVIDAD ENZIMATICA

B- Galactosidasa

Positivo si hay presencia de halo

Celulasa

Positivo si hay presencia de halo

Xilganasa

Positivo si hay presencia de halo

Proteasa

Positivo si hay presencia de halo

Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas y macroscépicas de los organismos.
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Figura 2. Determinacidn cualitativa de extremozimas hidroliticas.
a) Actividad B-galactosidasa,

b) actividad celulasa,

c) actividad lipasa,

d) actividad proteasa,

e) actividad xilanasa.

La flecha indica la presencia del halo de actividad.
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. COMENTARIOS DE FIGURAS Y TABLA

Figura 1.
Diagrama de flujo para el aislamiento de bacterias extreméfilas
productoras de extremozimas.

Esta figura no ha sido previamente publicada. Muestra el flujo de
trabajo que ha sido estandarizado en el laboratorio 3, para el ais-
lamiento de bacterias extreméfilas productoras de extremozimas.

Figura 2.

Determinacién cualitativa de extremozimas hidroliticas. a) Actividad
B-galactosidasa, b) actividad celulasa, ¢) actividad lipasa, d) acti-
vidad proteasaq, e) actividad xilanasa. La flecha indica la presencia
del halo de actividad.

Esta figura no ha sido previamente publicada. La presencia de halos
indica la hidrolisis de polisacdridos a moléculas menos complejas.
Esta imagen puede usarse como referencia para identificar microor-
ganismos productores de extremozimas tales como B-galactosidasa,
celulasa, lipasa, proteasa y xilanasa.

Tabla 3.

Caracteristicas morfolégicas y macroscépicas de los organismos.

A través de esta tabla se pueden conocer las caracteristicas micro-
biolégicas y bioquimicas de los aislados. Esto permite diferenciarlas
de otros organismos y determinar caracteristicas Unicas del organismo
estudiado.
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B INTRODUCCION

Los microorganismos terméfilos son fuente de enzimas de interés bio-
tecnolégico debido a su resistencia a altas temperaturas. Una forma
de detectar la produccién de estas enzimas es por medio del creci-
miento de los microorganismos en medios de cultivo que poseen una
fuente de carbono especifica: almidén (amilasas), aceite (lipasas),
quitina (quitinasas) y proteina (proteasas), y la consecuente forma-
cién de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia. Los métodos
propuestos en este trabajo han sido utilizados especificamente para
la determinacién de actividad lipolitica de Geobacillus thermoleovo-
rans CCR11, y en general para actividades proteolicas y quitinoliti-
cas en bacterias del género Bacillus.

1. Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica, Facultad de Bioandlisis,
Universidad Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz,
Ver.

2. Laboratorio de Quimica y Biotecnologia, Facultad de Bioandlisis, Universidad
Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.

3. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897 Veracruz, Ver.
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[} MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
m Cajas Petri esterilizadas 40
® Campana de flujo laminar 1
= Autoclave 1
B licuadora 1
® Frascos de vidrio de licuadora para papilla 2

(frasco, base, aspa y empaque)

m Equipo de microfiltracién con membranas de 0.45 Um 2
m Jeringas de 10 mL para equipo de 2
microfiltracién

® Matraces de 500 mL
® Filiro de lana de vidrio 1
® Centrifuga refrigerada 1

SOLUCIONES, REACTIVOS

Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Triptona de caseina cbp
m Extracto de levadura cbp
= Agar 20 g/L
m 0.6 M Tris-HCI [pH 8.0] 200 mL
® AlbUmina de suero bovina cbp
® Cloruro de calcio dihidratado cbp
® Caseinato de sodio cbp
m Gelatina cbp
® Tributirina cbp
® Cloruro de sodio cbp
m Aceite de cartamo alto en dcido oleico cbp
® Rodamina B solucién stock 0.001 % (p/v) 10 mL
m Caldo nutritivo cbp
= Almidén soluble cbp
m Solucién de Yodo de Gram 200 mL
® Quitina de caparazén de cangrejo 20 g
® HCI concentrado frio 350 mL
= Etanol frio 2L

cbp: cuanto baste para
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| DESCRIPCION DEL METODO

1. Produccién de proteasas. Para detectar proteasas se pueden
utilizar como sustratos la caseina, albumina o gelatina (1). Para
preparar el medio con albumina, primero se prepara el medio
de cultivo suspendiendo la triptona de caseina (2 g/L) y el ex-
tracto de levadura (0.2 g/L) en 750 mL de agua destilada, se
agregan 50 mL de amortiguador Tris-HCl 0.6 M [pH 8.0] y final-
mente el agar (15 g/L). Se esteriliza a 120 °C por 15 min y se
deja enfriar hasta 50 °C. La albdmina (5 g/L) se disuelve en 200
mlL de agua destilada, se esteriliza por microfiltraciéon con mem-
branas de 0.45 Um y se calienta a 50 °C. Finalmente, se mezclan
las dos porciones y se vierte en las cajas de Petri.

Para preparar el medio con caseina, se suspende la triptona de
caseina (2 g/L), el extracto de levadura (0.2 g/L), el cloruro de
calcio dihidratado (0.5 g/L), y el caseinato de sodio (5 g/L) en
950 mL de agua destilada. Se agregan 50 mL de amortiguador
Tris-HCI 0.6 M [pH 8.0] y el agar (15 g/L). Se esteriliza a 120°C
por 15 min, se deja enfriar hasta 50 °C, y se vierte en las cajas
de Petri.

Para preparar el medio con gelating, se suspende la triptona
de caseina (2 g/L), el extracto de levadura (0.2 g/L), y la ge-
latina (6 g/L) en 950 mL de agua destilada. Se agregan 50 mL
de amortiguador Tris-HCI 0.6 M [pH 8.0]y el agar (15 g/L). Se
esteriliza a 120 °C por 15 min, se deja enfriar hasta 50 °C, y se
vierte en las cajas de Petri.

2. Produccién de enzimas lipoliticas. Para detectar la produccién de
enzimas lipoliticas se pueden utilizar como sustratos la tributirina
(2) o la rodamina B (3). Para preparar el medio con tributiring,
se suspende la triptona de caseina (10 g/L), el extracto de leva-
dura (5 g/L), y el cloruro de sodio (5 g/L) en 995 mL de agua
destilada; se agrega el agar (10 g/L) y se esteriliza a 120 °C
por 15 min. Una vez que se enfrie a 50 °C, se afiade la tributi-
rina (5 mL/L), se homogeniza por 1 min a velocidad alta en el
frasco de licuadora esterilizado, y se vierte en las cajas de Petri.

Para preparar el medio con rodamina B, primero se disuelve la
rodamina B (0.001 % p/v) en agua destilada y se esteriliza
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por microfiltracién con membranas de 0.45 Pm. Se prepara el
medio de cultivo disolviendo el caldo nutritivo (8 g/L) y el cloruro
de sodio (4 g/L) en 970 mL de agua destilada, ajustar a [pH 7.0],
se agrega el agar (10 g/L), y se esteriliza a 120 °C por 15 min. Se
deja enfriar hasta 60 °C, y se afiade aceite de cdrtamo alto en
oleico (25 mL/L) y la solucién de rodamina B estéril (5 mL/L), se
homogeneiza por 1 min a velocidad alta en el frasco de licuado-
ra esterilizado, y se vierte en las cajas de Petri. Para una mejor
visualizacién de los halos de hidrdlisis, es necesario irradiar las
cajas con luz UV.

3. Produccién de amilasas. Para detectar la produccién de amilasas, se
prepara el medio suspendiendo la triptona de caseina (10 g/L), el
cloruro de sodio (10 g/L), y el almidén soluble (20 g/L) en 1000 mL
de agua destilada. Se agrega el agar (15 g/L) y se esteriliza a 120
°C por 15 min. Se deja enfriar hasta 50 °C, y se vierte en las cajas
de Petri. Para detectar la zona de hidrdlisis, se agrega en las placas
solucién de yodo de Gram (4).

4. Produccién de quitinasas. Para detectar la produccién de quitina-
sas, primero se suspende la quitina (1 mg/mL) en agua destilada
y se pasa cinco veces por un homogenizador manual del tipo
VWRQ. Se disuelve el caldo nutritivo (16 g/L) en agua destilada
y se mezcla un volumen de la quitina con un volumen del caldo nu-
tritivo, se agrega agar (20 g/L), y se esteriliza a 120 °C por 15
min. Se deja enfriar hasta 50 °C, y se vierte en las cajas de Petri
(5). La quitina se puede comprar o se puede obtener suspendiendo
20 g de caparazén de cangrejo en 350 mL de HCI concentrado
frio, y dejando reposara 4 °C por 24 h. Se filtra con lana de vidrio
en un matraz con 2 L de etanol absoluto a -20 °C con agitacion vi-
gorosa, se centrifuga la suspensién resultante a 10,000 g a 4 °C
por 20 min, y se lavan los precipitados de quitina repetidamente
con agua hasta que el pH sea neutro. Finalmente, se liofilizan los
precipitados hasta sequedad y se almacenan a -20 °C.

En todos los casos, se deben inocular las cajas preparadas con la
cepa de estudio por estria cruzada, e incubar a la temperatura épti-
ma de crecimiento por 24 h. En temperaturas por arriba de 40 °C, se
recomienda sellar las cajas con papel Parafilm, introducirlas en una
bolsa de pldstico con cierre, ainadir tres o cuatro torundas de algo-
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dén humedecidas en agua destilada, cerrar la bolsa e incubar. Si el
medio sélido se funde durante la incubacién, se puede incrementar
la concentracién de agar a 20 g/L. Al finalizar la incubacién, se ob-
servardn halos de hidrélisis alrededor de las colonias.

Preparacién Inocvlacién con Incubacién Apariciénde
de placas lacepade halo de
: estudio por 24h hidrolisis

Figura 1. Esquema general para identificacién de cepas con actividad enzimdtica por
cultivo en placa.

. RESULTADOS

Anotar el nombre de la cepa y registrar si hubo (+) o no (-) halo de
hidrdlisis en la tabla siguiente:

Cepa Albomina Caseina Gelatina | Tributirina Rodamina | Almidén | Quitina

Tabla 1. Registro de aparicién de halo de hidrélisis en cultivo en placa.

A manera de ejemplo, en la figura 2 se muestra el halo de hidrélisis
en placas con rodamina B bajo luz visible y luz UV; y en la figura 3
se observa el halo de hidrdlisis, con fondo claro y oscuro, en placas
de tributirina.

Figura 2. Placa de medio de cultivo con rodamina B, a la izquierda bajo luz visible y
a la derecha bajo luz UV a 365 nm. La fluorescencia indica hidrélisis del sustrato (6).
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Figura 3. Placa de medio de cultivo con tributirina, a la izquierda con el fondo ilumi-
nado y a la derecha con el fondo obscuro (6).

Los métodos descritos tienen una importante aplicacién en la fase
inicial para la identificacién de actividades enzimaticas de microor-
ganismos, ya que permiten, de una manera rdpida, la deteccién de
estas caracteristicas sin la necesidad de realizar extractos crudos
enzimdticos y la consecuente aplicacién de un protocolo espectrofo-
tométrico.
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IDENTIFICACION DE Geobacillus
PRODUCTORES DE LIPASA AISLADOS DEL

LAGO CRATER DEL VOLCAN EL CHICHON

Arturo Pefia Blassi', Sandy Luz Ovando Chacén'”, Peggy
Elizabeth Alvarez Gutiérrez'

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
ovansandy @hotmail.com / sandy.oc@tuxtla.tecnm.mx

B INTRODUCCION

El género Geobacillus ha sido aislado de pozos petroleros, del sub-
suelo, fosas marinas y respiradores hidrotermales. En 2004 se repor-
t6 el aislamiento de una cepa del género Geobacillus en el sur de
California a una temperatura de 4 °C (1). Posteriormente, se reportd
el potencial biotecnolégico de este género de bacterias terméfilas
como en la sintesis de diferentes enzimas hidroliticas con actividad
lipasa, proteasa y amilasa, ademds de su potencial en la produccién
de exopolisacdridos, bacteriocinas y biocombustibles, asi como en
la biorremediacién (2). Las lipasas producidas por microorganismos
terméfilos han tenido una mayor demanda por su amplia gama de
aplicaciones en diferentes industrias como la de alimentos, combus-
tible, detergente, farmacéutica entre otras, debido a que exhiben
una estructura altamente estable a altas temperaturas, asi como en
presencia de solventes orgdnicos (3). Las lipasas producidas por los
Geobacillus aislados de las aguas del lago crater del volcdan El Chi-
chén han mostrado ser termoestables a temperatura de hasta 71 °C,
por lo que se pretende optimizar las condiciones para maximizar
el rendimiento de produccién de enzimas y su potencial en la indus-
tria alimentaria; asi mismo, los miembros del género Geobacillus han
mostrado tener potencial para la producciéon de biosurfactantes.

1. Pefia Blassi, A.T, *Ovando Chacén, S.L.1, Alvarez Gutiérrez, PE.1 TecNM / Ins-
tituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez. Carretera Panamericana km. 1080, col.
Juan Crispin, CP 28050. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO

® Matraz Erlenmeyer de 250 mL
® Espatula

3
1
® Cajas Petri 30
B Asa bacteriolégica 1
® Matraz aforado de 25 mL 1
® Filtro tamafio de poro 0.22 Um 10
® Ultra turrax 1
® |Incubadora 1
® Transiluminador UV 1
= Papel Parafilm® 1 rollo
m Pelicula plastica 1 rollo
B Bolsas Ziploc 1 paquete
® Probeta de 50 mL 1
® Probeta de 25 mL 1
® Marcador de resaltado 2 colores
B Bitdcora de laboratorio 1
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Agua destilada 1L
® Rodamina B 5¢
m Peptona 500 g
= NaCl 250 ¢g
® Extracto de levadura 500 g
= Agar 500 g
m Aceite de oliva comercial 1L

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Aislamiento de Geobacillus con capacidad lipolitica.
1.1. Tomar una asada a partir del matraz proporcionado que pre-
senta crecimiento de Geobacillus para su escrutinio en placas.

1.2. Realizar siembra por estria cruzada en placa con medio ro-
damina B (MRB) (peptona 10 g/L, NaCl 5 g/L, extracto de
levadura 5 g/L, agar 17 g/L, aceite de oliva 31.25 mL/L y
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rodamina 0.001 %) (4). Preparar previamente la solucién de
rodamina B en agua destilada estéril a una concentracién de 1
mg/mL, la solucién resultante y el aceite de oliva se esterilizan
mediante filtracién con un filtiro de nitrocelulosa de 0.22 ym de
tamano de poro.

1.3. Incorporar el aceite de oliva y la rodamina B en el agar bajo
condiciones asépticas y agitar la mezcla con un Ultra Turrax
IKA T25 digital a 60 °C (5), finalmente verter en las cajas Petri
(figura 1).

1.4. Sellar las cajas Petri con pelicula pldstica y colocar dentro de
bolsas de polipropileno para reducir la evaporacion (6).

1.5. Incubar las cajas Petri a 60 °C durante 72 h.

1.6. Transcurrido el tiempo de incubacién observar las cajas Petri en
un transiluminador UV marca Bio Rad-2000 a una longitud de
onda de 360 nm (5).

1.7. La formacién de un halo naranja brilloso alrededor de las colo-
nias es indicativa de cepas puras con capacidad para sintetizar
enzimas lipasas (figura 2).

. RESULTADOS

Figura 1. Incorporacidn del aceite de oliva y

Rodamina, mezclado.
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Figura 2. Aislamiento de microorganismos con actividad lipasa.

Uno de los Geobacillus ya fue evaluado en cuanto a su perfil de ac-
tividad en funcién del pH, temperatura y su capacidad para degra-
dar diferentes tipos de aceites, por lo que en un futuro se pretende
evaluar su capacidad para degradar diferentes residuos ricos en
lipidos como son los residuos generados de industrias aceiteras del
estado de Chiapas. Asi como su capacidad para producir biosurfac-
tantes que de pruebas preliminares se obtuvieron algunos indicios.
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BIOPROSPECCION DE OXIDO -
REDUCTASAS EN HONGOS FILAMENTOSOS
PARA LA REMOCION DE COLORANTES EN
MEDIO LIQUIDO

Marina Gutiérrez Antén', Alejandro Santiago Herndndez',
Maria Eugenia Hidalgo Lara'™

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
ehidalgo@cinvestav.mx

B INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos son usados globalmente en numerosas indus-
trias, tales como: textil, farmacéutica y cosméticos (1); sin embargo,
estas industrias producen grandes cantidades de desechos de co-
lorantes con contenido quimico téxico, algunos no bio-degradables
y carcinogénicos, considerados como una amenaza para el medio
ambiente y la salud humana (2). Los tratamientos biolégicos son con-
siderados para la remociéon y destoxificacién de colorantes, pues
ahorran costos y son amigable con el medio ambiente; por ejemplo,
el uso de hongos y su producciéon de enzimas involucradas en la
degradacién de colorantes por éxido-reducciéon (3). El objetivo de
este método es la bioprospecciéon de enzimas termofilicas fingicas
con actividad de éxido-reduccién, tales como lacasa (Lac); lignino-
peroxidasa, (LiP) y manganeso-peroxidasa (MnP), provenientes de
aislados fungicos terméfilos, para su aplicacién en la degradaciéon
de colorantes presentes en cuerpos de agua.

1. Gutiérrez-Antén Marina, Santiago-Herndndez, Alejandro, Hidalgo-Lara Maria
Eugenia. Laboratorio de Ingenieria de Proteinas. Departamento de Biotecno-
logia y Bioingenieria, CINVESTAV-IPN, Av. Instituto Politécnico Nacional No.
2508, CP 07360, Cd. de México, México.
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[} MATERIALES Y EQUIPO

MATERIAL / EQUIPO CANTIDAD

= Cajas Petri 3

® Tubo Eppendorf 9

® Tubo de polipropileno de 50 mL 2

® Matraz Erlenmeyer de 250 mL 3

® Pipeta de 5 mL, TmL y 100 L 1c/u
® Vaso de precipitado de 100 y 250 mL 5

® Microfibra sintética p /filtro 1 pza
® Espdtula 2

® Charolas para pesar 5

= Autoclave 1

® Potenciémetro 1

® |ncubadora rotatoria 1

® Espectrofotémetro de UV-Vis con celda de 1

cuarzo de 1 mL

® Parrilla para agitacion 1

® Balanza analitica 1

B Agitadores magnéticos 3

® Centrifuga para tubos Eppendorf 1
Medio sélido para la producciéon de esporas (por litro)

REACTIVOS CANTIDAD

® Glucosa 10 g
m Extracto de malta 10 g
m Peptona 29
m Extracto de Levadura 29
® Asparangina 1g
= KH,PO, 29
= MgSO,7H,0 1g
® Tiamina-HCI 1 mg
= Agar 20 g

m Esterilizar en autoclave

MATERIAL BIOLOGICO

= Inéculo de 1x10° de esporas/mL del hongo filamentoso
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Colorantes

REACTIVOS CANTIDAD
® Rojo Congo (RC) 45 mg
® Azul de Bromofenol (AB) 45 mg

Medio de cultivo liquido para la produccién de enzimas (por litro)

REACTIVOS CANTIDAD
= Medio Basal llI** (ver Anexo A) 100 mL
= Glucosa (10 %) 100 mL
= Tiamina (100 mg/L)" 10 mL
= Tartrato de amonio™ (ver Anexo A) 25 mL
® 2,2 - dimetilsuccinato, pH 4.2 100 mL
= Sol. de elementos traza™ (ver Anexo A) 60 mL
® Esporas (A,;,=0.5) 100 mL

ef ol .
esterilizado por filtracién
“ esterilizado por autoclave
Soluciones amortiguadoras

SOLUCIONES CANTIDAD

® Glicina-HCI 100 mM pH 3.0 con ABTS 5 mM. 100 mL

m Tartrato de sodio 50 mM pH 2.5, con AV (2 mM) 100 mL
y H,O, (0.4 mM)

® Malonato de sodio 50 mM pH 4.5, 100 mL
con MnSO, (0.5 mM) y H,O, (0.5 mM)

*Nota: Preparar la solucién de H,O, minutos antes de la toma de lectura.

B METODOLOGIA

1. Sembrar una muestra del hongo filamentoso terméfilo de interés
en tres placas Petri con medio de cultivo sélido (4), para la pro-
duccién de esporas (~20 mL) e incubar de 30 a 45 °C por 7 dias.

2. Colectar las esporas en agua destilada esterilizada (5 mL) en un
tubo de polipropileno de 50 mL, y filtrar con microfibra sintéti-
ca para homogenizar el inéculo. Medir la Absorbancia de una
muestra de inéculo hasta obtener una lectura de A, =0.5.

3. Inocular con 1x10% esporas/mL en los tres matraces Erlenmeyer
conteniendo 100 mL de medio de cultivo liquido (Tien-Kirk, 1988,
modificado), para la produccién de enzimas.
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4. Afadir al matraz 150 mg/L de Rojo Congo (RC) y Azul de Bro-
mofenol (AB), por separado. Designar un matraz como control.

5. Incubar los tres matraces Erlenmeyer (45 °C; agitaciéon orbital,
120 rpm, en oscuridad, 12 dias).

6. Por intervalos regulares (cada 24 h), colectar una muestra de
1.5 mL del cultivo en un tubo Eppendorf de 2 mL y centrifugar a
5,000 rpm por 15 min para remover sélidos.

7. Recuperar el sobrenadante (~1.2 mL) en otro tubo Eppendorf
de 2 mL limpio.

8. Medir la actividad enzimdtica y cantidad de colorante reducido.
a) Actividad enzimatica.

1. Preparar una mezcla de reacciéon de volumen total de 1 mL
(100 YL de muestra enzimdtica) con el volumen de la solucién
amortiguadora y sustrato correspondiente (900 L) para cada
enzima.

2. Verter la mezcla de reacciéon (1 mL) en una celda de cuarzo
y leer en espectrofotémetro de UV-Vis la Absorbancia a Amax
requerida. Todas las actividades enzimdticas son expresadas en
U/mL.

Lacasa (Lac): la actividad de Lac se determina utilizando ABTS
(2,2’ -azino-di-[3-etil-benzotiazolina-(6)-dcido sulfénico]) como
sustrato. La mezcla de reaccién contiene ABTS (5 mM) en solucién
amortiguadora Glicina-HCl 100 mM a pH 3.0. La oxidacién de
ABTS se mide por el incremento en Absorbancia a 420 nm por la
formacién del radical ABTS de ¢,,,= 29 300 M~" cm™.

Lignino Peroxidasa (LiP): la actividad de LiP se determina usan-
do alcohol veratrilico (AV) como sustrato. La mezcla de reaccién
contiene AV (2 mM) y H,O, (0.4 mM) en solucién amortiguadora
de tartrato de sodio 50 mM a pH 2.5. La oxidacién de AV se
mide por el incremento en Absorbancia a 310 nm por la forma-

cién de veratraldehido de &, = 9 300 M Tem™.

Manganeso Peroxidasa (MnP): la actividad de MnP se determi-
na usando MnSO, 0.5 mM y 0.5 mM de H,O, en solucién amor-
tiguadora de malonato de sodio 50 mM a pH 4.5. La oxidacién
de Mn?" se mide por el incremento en la Absorbancia a 270 nm
por la formacién de Mn**-malonato de £, =11 590 M cm™".
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b) Andlisis de decoloraciéon por UV-Visible

1. Colocar T mL de sobrenadante en una celda de cuarzo y leer
en espectrofotémetro de UV-Vis la Absorbancia a Amax reque-
rida.AB (A,,.) y RC (A,.,). La reduccién de color se mide por la
diferencia de Absorbancia entre las muestras analizadas y, es
expresada en porcentaje (%) siguiendo la siguiente férmula.

% Decoloracién = _Ao-At x100

Ao

Donde A_es la Absorbancia medida, inmediatamente después
de afiadir el colorante al cultivo de fermentacién liquida y A, es
la medida de Absorbancia después de cada intervalo de tiempo
(cada 24 h).

9. Graficar y completar la tabla de resultados

Nota: Para el tratamiento de desechos ver Anexo B

1. Siembra 2. Colectary filtrar
del hongo en Incubar a 45°C las esporas
placa por 7 dias *
21 etk e Isdle 5. Incubar los matraces
esporas/ml en tres matraces Erlenmeyera 45°C con una
Erlenmeyer agitacién rotatoria de 120
& rpm en oscuridad por 12 dias
4. Afiadir los colorantes *
de RC y AB, por separado Tomar una muestrade cultivo <5
= en los matraces Erlenmeyer de 1.5mL
\ Control ) & I
g 118 Azul de
Bioiictanol 6. Centrifugar la muestra I
a 5000 rpm por 15 min ,t

para remover sélidos.

¥ |

intervalos

Realizar la mezcla 7. Recuperarel regulares
de reaccion sobrenadante de cultivo (cada 24 h)
8. Mediren el I

espectrofotémetro y tomar
lectura de Absorbancia

4

Y |
Registrar resultados

[ — — =

Figura 1. Estrategia experimental, para cuantificar actividad enzimdtica y decoloracién.
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. RESULTADOS

Matraz 1

DECOLORACION DEL RC

Decoloracién | Tiempo Decoloracién | Tiempo Decoloracién
Tiempo(dias) | Ao | At (%) (dias) | Ao| At (%) (dias) | Ao | At (%)
1 5 9
2 6 10
3 7 11
4 8 12
1. Tabla de resultados de % de decoloracién y actividades enzimdticas (Matraz 1).

Matraz 1 ACTIVIDAD
i ENZIMATICA
Tiempo (U/L)

(ch=) Lac [LiP |[MnP

o

ON|[Oh | AN W [N (=

0

o

-—)
p—

N

250 -

—e—LiP —=—MnP Lac

200 A
150
100

50

ol

Actividad enzim atica (U/L)

Tiempo (dia)

Figura 2. Cinética de actividad enzimdtica para el matraz 1. Grdfica de ejemplo.

Este es un método sencillo que permite seleccionar de un grupo de
hongos aislado, a aquellos hongos que tienen complejos enzimdticos
de oxido reduccién robustos, y que por tanto pudieran ser considera-
dos como candidatos para su utilizacién en la remocién de colorantes
en cuerpos de agua.
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SELECCION FUNCIONAL DE ENZIMAS
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APLICACION EN LA DEGRADACION DE
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*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
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] INTRODUCCION

La utilizacidon de enzimas en la industria, como catalizadores biolé-
gicos, ha demostrado la disminucién de los tiempos en los procesos
industriales. Las enzimas hidroliticas son las mds empleadas en la
industria y las que dominan las ventas a nivel mundial (1). En la
actualidad ha surgido un creciente interés en el estudio de enzimas,
principalmente hidrolasas, entre ellas las que se encargan de la de-
gradacion de la biomasa vegetal: celulasas, xilanasas. Una limitante
de la utilizacién de enzimas en este proceso se debe a que son ne-
cesarias enzimas que trabajen eficientemente a altas temperaturas
y diferentes condiciones de pH (2). En la busqueda de celulasas con
caracteristicas adecuadas para la degradaciéon de biomasa vegetal
es Util poder realizar una seleccién funcional en medio sélido para
poder analizar un gran nimero de microorganismos candidatos en
poco tiempo y con esto, seleccionar aquellos que cumplan con las
caracteristicas adecuadas para el proceso industrial.

El ensayo funcional mediante tincién con Rojo Congo en medio sé-
lido ha demostrado ventajas sobre otros métodos utilizados para
detectar la actividad enzimdtica de enzimas hidroliticas de interés
industrial (3). El fundamento de este método consiste en que el colo-

1. Cayetano-Cruz Maribel, Santiago-Herndndez Alejandro, Hidalgo-Lara Maria
Eugenia. Laboratorio de Ingenieria de Proteinas, Departamento de Biotecnolo-
gia y Bioingenieria, CINVESTAV, Av. Instituto Politécnico Nacional No. 2508,
CP 07360, Cd. de México, México.
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rante Rojo Congo forma una interaccién estable con diferentes po-
lisacdridos como la carboximetilcelulosa (CMC), carboximetil (1,3)
-B-d-glucano (CMP) y con heteropolisacaridos como la xilano (4). Al
ser degradado el sustrato por la enzima, el colorante ya no puede
formar el complejo con el sustrato. Por esta razén, después de los
lavados con cloruro de sodio (NaCl) se observan las regiones en
donde no pudo ser retenido el colorante como halos de hidrélisis. Por
lo que el método descrito a continuacién permite, de manera rdpida,
detectar la actividad enzimdtica y al mismo tiempo determinar si
dicha actividad enzimdtica prevalece a una temperatura mds alta
(45-70 °C). De tal forma, seria posible seleccionar bacterias, leva-
duras u hongos que secretan enzimas celulasas termofilicas extra-
celulares de interés industrial, ya que estas enzimas estarian siendo
seleccionadas por su capacidad de exhibir actividad catalitica a
altas temperaturas.

. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO

m Cajas Petri de pldstico estéril 90 x15 mm 4
= Asa bacteriolégica 2
® [ncubadora 2
® Agitador de placas 1

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

m Bacterias productoras de enzimas hidroliticas de los
géneros Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus,
entre otros (colonias)
m Xilano o carboximetilcelulosa (CMC) 1
B Agua destilada 1
= Agar 2TY con xilano o CMC (peptona 1.6 % (w/v),
extracto de levadura 1 % (w/v), cloruro de sodio
NaCl 0.5 % (w/v), Agar 2 % (w/v), xilana 0.2 % (w/v)
o CMC 0.5 % (w/v)
= Solucién Rojo Congo 1 % (w/v) 1
m Solucién cloruro de sodio NaCl T M 1

—
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B DESCRIPCION DEL METODO

1. Preparar 4 cajas Petri con agar 2TY para el crecimiento de las
bacterias productoras de las enzimas hidroliticas. Preparar 100
mL de medio para las 4 cajas Petri de 90 mm de didmetro como
sigue: pesar 1.6 g de peptona, 1 g de extracto de levadura,
0.5 g de NaCl, 2 g de agar y 0.2 g de xilana para la deteccién
de actividad de xilanasa.

Para detectar actividad de celulasa, utilizar CMC al 0.5 % (W/V)
como sustrato. Pesar 1.6 g de peptona, 1 g de extracto de leva-
dura, 0.5 g de NaCl, 2 g de agar y 0.5 g de CMC para 100 mL
de medio.

Verter 25 mL de medio en cada caja Petri y dejar solidificar.

2. En las cajas Petri con medio preparadas en el paso 1, sembrar
por duplicado una asada de colonia de las bacterias a evaluar,
colocando la biomasa sobre el agar sin extender. Se recomienda
colocar méximo 30 colonias por cada caja Petri, para que haya
buena separacion entre ellas. Dejar una distancia de aproxima-
damente 1 cm entre colonias (figura 1).

3. Latemperatura y tiempo de incubacién se determinardn mediante
estudios previos de acuerdo con la actividad enzimdtica de inte-
rés y las condiciones en las que deseamos estudiar la actividad
de la enzima. Una vez determinadas las condiciones, incubar una
caja Petri a la temperatura adecuada para detectar la actividad
enzimdtica de interés e incubar el duplicado de la caja a una tem-
peratura mayor (se recomienda probar incrementos de 5 a 10 °C).

NOTA: Para una xilanasa con temperatura éptima de actividad a
50 °C, incubaruna caja a 50 °C por 1h y el duplicado a 60 o 70 °C
por 1 h.

4. Retirar las placas de la incubadora. En condiciones de no esterili-
dad, adicionar 3 mL de la solucién de Rojo Congo 1 %, agitar por
3 min. Desechar el exceso en un recipiente debidamente etique-
tado. Los residuos deben eliminarse de acuerdo con normativas
locales.

5. Adicionar 3 mL de la soluciéon de NaCl 1 M, agitar por 3 min.
Desechar el exceso. Repetir los lavados las veces necesarias hasta
revelar los halos de hidrélisis (se recomienda hacer 3 lavados).
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6. Observar las colonias que presentan un halo de hidrélisis en la
caja incubada a la temperatura més alta. Un método para es-
timar la colonia que produce una enzima mds activa es medir el
didmetro del halo de hidrdlisis, el cual serd igual al didmetro de
la colonia con su halo menos el didmetro de la colonia.
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Figura 1. Esquema de procedimientos para la seleccién de enzimas por medio del

ensayo funcional mediante tincién con Rojo Congo. Los ndmeros representan cada uno
de los pasos de la descripcidn del método. Creado con BioRender.com.

. RESULTADOS

Las colonias que presentan un halo de hidrdlisis en la caja incubada
a una mayor temperatura estdn produciendo una enzima que es ac-
tiva a una temperatura mds alta. De esta forma se pueden incubar
cajas Petri inoculadas con las colonias a mayores temperaturas hasta
seleccionar aquellas colonias que producen las enzimas mds estables
(en este caso, estables y activas a una mayor temperatura).

Para ejemplificar los resultados esperados, presentaremos el caso
del escrutinio de una biblioteca en Escherichia coli expresando va-
riantes del gen (gen con mutaciones aleatorias) de una xilanasa. Una
caja fue incubada a 50 °C, temperatura dptima a la que trabaja

110 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




la xilanasa silvestre y a 70 °C que es la temperatura en la que la
xilanasa silvestre (control) pierde la actividad. Lo que se buscd fue
alguna colonia cuya xilanasa producida presentara actividad xila-
nolitica a una mayor temperatura.

En la figura 2 se muestra un esquema representativo con los posibles
resultados esperados. En a se observan halos de hidrdlisis en las co-
lonias sembradas en la caja Petri. En b se muestran las mismas colo-
nias que en a pero esta placa se sometié a una temperatura mds alta.

a b

Temperatura 1 TemperaI}ura mas
alta

Figura 2. Esquema representativo de resultados esperados. Tincién con Rojo Congo.
a) Placa incubada a temperatura dptima de la actividad enzimdtica y b) placa incu-
bada a temperatura mds alta. Se observan halos de hidrélisis de clonas con actividad
xilanolitica a cada temperatura (circulos en color mds claro).

De esta forma, las colonias que presentan un halo de hidrélisis en las
placas incubadas a la temperatura mds altas secretan una enzima
estable a una mayor temperatura en comparacién con aquellas co-
lonias que no presentan el halo de hidrdélisis.

Por tanto, el método aqui descrito permite seleccionar funcionalmen-
te microorganismos, bacterias, levaduras u hongos, que secretan ce-
lulasas o xilanasas termofilicas, las cuales son cataliticamente activas
a altas temperaturas, en el rango de 50 a 80 °C.
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DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD
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Y AGENTES OXIDANTES

Lilia Arely Prado Barragén', Juan Carlos Coronado Corral®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
juan.coronado47095@potros.itson.edu.mx

[l INTRODUCCION

El mercado internacional de enzimas estd dominado por la venta
de proteasas microbianas alcalinas, las cuales son la clave del éxito
en limpieza de los detergentes para lavanderia biolégicos. Los ex-
tractos proteoliticos se adicionan como parte de la formulacién de los
detergentes de lavanderia doméstica y son responsables de la catdli-
sis de la hidrélisis del material proteico que conforma las manchas de
mugre o suciedad. Dentro de las principales caracteristicas de las pro-
teasas se encuentra su estabilidad frente al resto de los componentes
presentes en la formulacién (surfactantes, polifosfatos, silicatos, carbo-
natos, perboratos, sulfato de sodio, abrillantadores, blanqueadores;
entre otros); asi como a temperaturas elevadas (> 40 °C), mantener
actividad en amplio rango de pH (7 - 11) y periodos cortos de agi-
tacién (1, 2). Ademds, deben ser efectivas a bajas concentraciones y
ser compatibles con compuestos oxidantes y secuestrantes idnicos (3,
4). La proteasa alcalina compatible con detergentes de Bacillus sp.
APP-07, aislada de suelo de lavanderia de Solapur, Maharashtra,
India mostré excelente estabilidad y compatibilidad con detergen-
tes, surfactantes, blanqueadores y agentes oxidantes (5).

1. Departamento de Biotecnologia, Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad
Auténoma Metropolitana. Avenida San Rafael Atlixco No. 186, Colonia Vicen-
tina CP 09340 Iztapalapa, CDMX.

2. Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnolégico de
Sonora, 5 de febrero 818 Sur, Col. Centro. CP 85000, Ciudad Obregdn, Sonora.
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En este trabajo se describe un protocolo para la determinaciéon de la
estabilidad de extractos proteoliticos en soluciones de detergentes
de lavanderia: solventes, tensoactivos, y agentes oxidantes.

MATERIALES Y REACTIVOS:

MATERIALES E INSTRUMENTACION

m Tubos de ensaye (10x 100 mm)

® Micropipeta de 1000 UL

® Micropipeta de 200 pL

B Micropipeta 20 UL

® Microtubos 2000 pL

" Gradilla

® Termémetro

® Bafo de agua con recirculacién de agua y
temperatura controlada

" Vértex

® Microcentrifuga

® Papel filtro (Whatman No.1)

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE
PROTEINA METODO DE LOWRY

® Agua destilada

m Buffer fosfatos 50 mM
® Na,CO, 2% (p/v)

= NaOH 0.1% (p/v)

® CuSO,.5H,0

= KNaC,H,O,-4H,0

m Reactivo Folin-Ciocalteu

TENSOACTIVOS

= Tween 80
® Trition X-100
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REACTIVOS PARA DETERMINACION DE
ACTIVIDAD PROTEOLITICA

= Acido tricloacético al 5%

m CaCl, 5 mM

® Caseina Hammerstain® 1% (p/v)
= Acido tricloroacético al 5 % (p/v)
® Tirosina

® Extracto proteolitico (proteasa)

AGENTE OXIDANTE

" HZO2

SOLVENTES

= Metanol

= Etanol

B Acetona

= 2-butanol
B [sopropanol
® Acetonitrilo

] METODO

Estabilidad proteolitica en presencia de solventes, tensoactivos y oxi-
dantes

1.

Pre-incubara 60 °C (10 min) por separado el extracto enzimdtico
(EE), y los agentes (A), como: disolventes orgdnicos (20 % v/v),
tensoactivos (0.1 % v/v) y agentes oxidantes (1.0 % v/v).
Mezclar el extracto enzimdtico con cada una de las soluciones a
una proporcién 1:1 agitar e incubar a 60 °C durante 45 min (6).
Determinacién de actividad proteolitica residual.

Adicionar 50 UL de la mezcla de reaccién con 750 UL de una
solucién de caseina Hammerstein ® al 1 % (p/v) preparada en
solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7). Agitar e incu-
bar a 60 °C por 10 min.

Detener la reaccién con la adicién de 1,200 UL de dcido triclo-
roacético (TCA) al 5 %.

Centrifugar las muestras a 10,000 g por 10 min y filtrar a través-
de papel filtro Whatman No. 1 (7).
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Determinacién de proteina soluble por el método de Lowry.

6. Mezclar 200 YL del filtrado con 1000 YL de reactivo A [(Na,CO,
al 2% en NaOH 0.1 N) y (CuSO,.5H,0 al 0.5 %, proporcién 50:1
mL)] y 100 pL de reactivo B [KNaC,H,O*4H,O al 1 %)]. Agitar la
mezcla de reacciénpor 5 s (vértex).

7. Dejar reposar 10 min a temperatura ambiente.

8. Adicionar 100 UL de reactivo Folin-Ciocalteu TN.

9. Agitar por 5 s (vortex).

10. Reposar en la oscuridad por 30 min a temperatura ambiente.
11. Medir la Absorbancia a 750 nm (7).

12. Caleular la concentraciéon de la actividad proteolitica por inter-
polacién a una curva patrén de tirosina (8). La curva patrén se
elabora de acuerdo a la siguiente tabla:

NUMERO DE TUBO 1 2 3 4 5 6

CONCENTRACION DE TIROSINA (mg/mL) 1.0 |08 [06 |04 [0.2 |0.0
SOLUCION DE TIROSINA (mL) 1.0 (08 |06 |04 |02 |00
AGUA DESTILADA (mL) 00 |02 |04 |06 |08 |1.0

13. Se considera como el 100 % de actividad proteolitica a la acti-
vidad generada por el extracto tratado de la manera descrita
a partir del numeral 3. La actividad residual o porcentaje de
estabilidad (%) se calcula a partir de la siguiente férmula:

" Actividad residual = ( Actividad proteolitica EE - A )xl 00

Actividad proteolitica EE

La tolerancia y estabilidad de las enzimas extremas son candidatas
prometedoras para las diversas aplicaciones potenciales en los de-
tergentes para lavanderia. Ademds, dadas estas caracteristicas de
compatibilidad con solventes, agentes oxidantes y surfactantes. Los
extractos enzimdticos podrian servir para varias aplicaciones posi-
bles en las industrias del cuero y otros procesos industriales rigurosos.
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DETERMINACION DE LA COMPATIBILIDAD
DEL EXTRACTO PROTEOLITICO CRUDO
DE UNA BACTERIA HALOFILA CON
FORMULACIONES DE DETERGENTES
COMERCIALES

Maria Isabel Estrada Alvarado!, Luis Alberto Cira Chavez'”

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
luis.cira@itson.edu.mx

] INTRODUCCION

Las bacterias secretan proteasas extracelulares para hidrolizar pro-
teinas grandes en moléculas mdas pequeiias facilitando la absorcién
por la célula. Las proteasas son una de las enzimas comerciales mds
importantes utilizadas, con aplicaciones en el procesamiento de ali-
mentos, cuero, formulacién de detergentes comerciales, recuperacion
de plata, industria farmacéutica, sintesis de péptidos, procesamien-
to de proteinas, tratamiento de residuos y formulaciones plaguici-
das (1). Las proteasas alcalinas de bacterias haléfilas se utilizan
esencialmente en la industria de los detergentes y no deben tener
una estructura pura (2). Las enzimas se utilizan en cantidades muy
pequeias en las preparaciones de detergentes para aumentar la
capacidad limpiadora de las mismas (3). En el rendimiento de una
enzima es fundamental la compatibilidad con los ingredientes del
mismo, el tipo de manchas a eliminar, la dureza del aguaq, la tempe-
ratura de lavado y el procedimiento (4). El objetivo del método es
determinar la compatibilidad de extractos enzimdticos con actividad
proteolitica de una bacteria haléfila con detergentes comerciales.

1. Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnolégico
de Sonora, 5 de febrero 818 Sur, col. Centro. CP 85000, Ciudad Obregén,
Sonora.
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. MATERIALES Y REACTIVOS:

MATERIALES E INSTRUMENTACION

m Tubos de ensaye (10 x 100 mm)

= Micropipeta de 1000 UL

® Micropipeta de 200 PL

® Micropipeta 20 UL

® Microtubos 2000 pL

" Gradilla

® Bafio de agua con recirculaciéon de agua y
temperatura controlada

® Vortex

® Microcentrifuga

® Papel filtro (Whatman No.1)

Reactivos para determinacién de actividad proteolitica
= Acido tricloacético al 5 %
m CaCl2 5 mM
» Caseina Hammerstein® 1 % (p/v)
" Acido tricloroacético al 5 % (p/v)
® Tirosina

Detergentes en polvo
B Ariel, Ace y Tide (Procter Gamble, México)
® Viva, 123 y Persil (Henkel, México)
® Carisma (La Corona, México)

Detergentes liquidos
m Ariel, Tide, Gain y Ace (Procter Gamble, México)
® Viva y Persil (Henkel, México)
" Arm & Hammer (Arm & Hammer, EE.UU.)
® Great Value, Vide

Extracto enzimdtico con actividad proteolitica obtenido
de la bacteria haléfila
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REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE
PROTEINA METODO DE LOWRY

m Reactivo A

® Agua destilada

m Buffer fosfatos 50 mM

" Na,CO, 2 % (p/v)

® NaOH 0.1 % (p/v)
CuSO,:5H,0

Reactivo B

KNaC,H40,4H,0

Reactivo C

Reactivo Folin- Ciocalteu (1N)

B METODO

Inactivacion de enzimas endégenas de los detergentes.

1.

Dilvir cada detergente en agua destilada; los detergentes sélidos
a 7 mg/ml y liquidos al 1 % v/v, para simular las dosis en con-
diciones de lavado reales reportado por Hmidetet al (2009) (5).
Inactivar las proteasas enddgenas delos detergentes sélidos y
liquidos incubdndolos a 70 °C en bafio de agua durante 1 h,
antes de la adicién del extracto enzimatico (EED).

Determinacion de actividad proteolitica residual.

1.

Mezclar 50 UL del extracto enzimdtico (EED con 750 YL de una
solucién de caseina Hammerstain® al 1 % (p/v) preparada en
solucién amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7), agitar e in-
cubar a 60 °C por 10 min. El blanco consiste en la misma mezcla
de reacciéon utilizando 50 UL de agua destilada en lugar del
extracto enzimdtico.

Detener la reaccién con la adicién de 1200 UL de écido triclo-
roacético (TCA) al 5 %.
Se recomienda realizar la prueba por triplicado. Centrifugar las

muestras a 10,000 g por 10 min y filtrar a través de papel filiro
Whatman No.1 (6).
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Determinacion de proteina soluble por el método de Lowry.

1.

Mezclar 200 UL del filtrado con 1000 YL de reactivo A [ (Na,CO,
al 2 % en NaOH 0.1N) y (CuSO,.5H,0O al 0.5 %, proporcién
50:1 mL] y 100 L de reactivo B [KNaC H,O, *4H,O al 1 %)].

2. Agitar la mezcla de reaccién por 5 segundos (vortex).

3. Dejar reposar 10 min a temperatura ambiente.

4. Adicionar 100 YL de reactivo Folin-Ciocalteu TN.

5. Agitar por 5 s (vortex).

6. Reposar en la oscuridad por 30 min a temperatura ambiente.

7. Medir la Absorbancia a 750 nm (7).

8. Calcular la concentracion de la actividad proteolitica por inter-
polacién a una curva patrén de tirosina (7). La curva patrédn se
elabora de acuerdo a la siguiente tabla:

Nimero de tubo 1 2 3 4 5 6
Concentracién de tirosina (mg/mL) 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Solucién de tirosina (mL) 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Agua destilada (mL) 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Se entiende que la suma es: 1:0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

9. Se considera como el 100 % de actividad proteolitica a la acti-

% Actividad residual = (

vidad generada por el extracto tratado de la manera descrita
a partir del numeral 3. La actividad residual o porcentaje de
estabilidad (%) se calcula a partir de la siguiente férmula:

Actividad del extracto enzimatico con detergente EED

) x100
Actividad del extracto enzimatico EE

10.La compatibilidad del extracto proteolitico estd directamente

relacionada con la actividad residual. A mayor actividad resi-
dual mayor serd la compatibilidad del extracto enzimdtico con
el detergente, es decir, el extracto enzimdtico es candidato para
utilizarse en la formulacién del detergente.
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. RESULTADOS

DETERGENTE ACTIVIDAD RESIDUAL (%) COMPATIBILIDAD
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4.3 BIOPELICULAS



ESTUDIO DE BIOPELICULAS FOTOSINTETICAS
SUBAEREAS POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Ménica Ramirez Vézquez', Maria Laura Gonzdlez Reséndiz?,
Hilda Patricia Leén Tejera®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
UNAMhIt@ciencias.unam.mx

] INTRODUCCION

El fundamento de la microscopia confocal es el uso de la fluores-
cencia, esta técnica no invasiva es Util para obtener imdgenes de
alta resolucién y reconstrucciones tridimensionales; se generan imd-
genes punto a punto de cada plano focal de la preparacién para su
posterior reconstruccién digital en una imagen Unica. Un microscopio
confocal emplea como fuente de iluminacién rayos laser de distin-
tas longitudes de onda, un Idser puntual incide sobre la muestra, la
cual absorberd la energia y emitird luz propia que pasard por un
diafragma (pinhole) y serd amplificada por detectores obteniendo
una serie de imdagenes en distintos planos focales (1). Para el estudio
de cianobacterias y algas, en particular para aquellas que viven en
condiciones extremas como son los ambientes subaéreos expuestos a
desecaciodn, altas temperaturas y radiacion UV, esta técnica es una
herramienta muy valiosa; ya que es posible llevar a cabo la explo-
racién de los patrones de distribucion de las células, colonias u or-
ganismos dentro de una comunidad sobre un determinado sustrato o
bien, estudiar el estado fisioldgico y la respuesta de los organismos
a un ambiente extremo, pudiendo estimar y reconocer pigmentos
naturales (clorofilas, ficobilinas) o usar flourocromos para resaltar
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), material genético u or-
ganelos de interés si el objeto de estudio es eucarionte. Ademds, se
pueden realizar protocolos de inmunomarcajes de proteinas espe-
cificas involucradas en procesos de respuesta a estrés ambiental. El

1. Unidad de Microscopia Avanzada, REMAv-INECOL monica.ramirez@inecol.mx
2. Depto. Procesos y Tecnologia, UAM-C mlauragonzalez@ciencias.unam.mx
3. Lab. Ficologia Marina, Facultad de Ciencias.
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microscopio confocal permite realizar secciones dpticas horizontales
o sagitales de biopeliculas intactas, vivas de hasta 400 ym de gro-
sor, para la caracterizacion y reconstruccion de su estructura tridi-
mensional (2). La combinacién de esta técnica con el andlisis digital
de las imdgenes permite determinar y discriminar el grosor de la
biopelicula, el material inorgdnico y la fluorescencia natural de los
pigmentos fotosintéticos o de otras moléculas, las interacciones entre
los organismos y las superficies a las cuales se adhieren. También es
posible analizar la distribucién de substancias poliméricas extrace-
lulares (EPS) y la viabilidad de los microorganismos presentes (3, 4).

. MATERIALES Y EQUIPO

Preparacion de las muestras.

Es preferible la observacion del material recién recolectado, sin em-
bargo, si se deben observar gran nimero de muestras o bien retrasar
su observacién, es preferible fijar una parte para preservar la integri-
dad y arquitectura del material. Para evitar la pérdida de la fluores-
cencia del material se recomienda una solucién de paraformaldehido
al 3 % en tampédn fosfato (PBS) 0.1 M y Sacarosa 60 mM, mantenido
a 4°C (2, 4).

Montaje de las muestras.

Las muestras estudiadas pueden presentar un problema adicional
para su observacion en el microscopio confocal; se trata de substratos
rigidos, opacos y gruesos, con los que no siempre es posible realizar
el montaje convencional entre porta y cubreobjetos y preservar de
forma éptima la estructura tridimensional de la muestra. Para este
caso las muestras se montan en placas MatTeck (MatTekCorporation,
Ashland, MA, USA), a las que se afiaden pequeiias cantidades de PBS
para evitar su deshidratacion durante la observaciéon al microscopio.
Observacion de las muestras y captacion de imagenes.

Para la observacién de las muestras cuyas imdgenes se incluyen, se usa
un microscopio confocal invertido espectral Leica TCS-SP8+STED (Lei-
ca Microsystems Heidelberg GMBH, Mannheim, Germany), equipado
con cuatro rayos ldser y tres canales de deteccién 6 un equipo con
caracteristicas similares. Se sugiere usar objetivos Plan Apocromdticos:
40x (1.25 AN) y 63x de aceite (1.4 AN).

126 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




La fluorescencia natural (autofluorescencia) de los pigmentos (cloro-
filas y ficobiliproteinas) es utilizada como marcador para conocer
la distribucién de las microalgas y las cianobacterias dentro de las
biopeliculas, permitiendo visualizar la morfologia, la presencia o no
de una cubierta o vaina de EPS (exopolisacdridos) y el estado de los
microorganismos. En los casos de requerir resaltar las vainas, se re-
curre al uso de marcadores como la Lectina Concanavalina A (Con-A
Alexa-Fluor 488, Molecular Probes, Inc, Eugene, OR) o WGA para
marcar los polisacdridos extracelulares (EPS o mucilago) que forman
parte de la matriz de la biopelicula (2,4). El DNA, tanto en células
vivas como muertas, se puede observar con el fluorocromo Hoechst
33258 (Molecular Probes, Inc, Eugene, OR).

MATERIALES NECESARIO

Placas de cultivo celular (fondo de cristal) MatTeck 1
Portaobjetos 1
Cubreobjetos 1
Pinzas de punta fina 2
1
1
2

® Papel aluminio hoja
® Caja Petri de vidrio
® Tubos Falcon de 5 ml
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Agua destilada 200 ml
m Tampdn de fosfatos salino (1X) (PBS) 500 ml
(Catdlogo EMS. Ref. RT-19344-10)
m Marcadores (ConcA, WGA, Hoechst) 30 ulL

B Solucién de paraformaldehido al 3% en tampén 200 ml
fosfato (PBS) 0.1M+Sacarosa 60 mM

B DESCRIPCION DEL METODO

Deteccion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

1. Colocar una porcién de la biopelicula obtenida en campo (1-10
mm?) en un tubo Falcén de 5 ml la solucién fijadora paraformal-
dehido (PF 3 % en PBS 0.1 M y Sacarosa 60 mM) por un minimo
de 6-8 h y mantener en refrigeracion (4 °C) hasta su observacién.
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2. Lavar la muestra 3 a 4 veces con el tampédn de fosfato salino
(PBS) 0.1 M / pH 7.4, para retirar el fijador (agitar y decantar).

3. Para el marcaje de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
se afiade de 10 a 30 PL Concanavalina (ConA) 0.8 mM o WGA
durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad cubriendo con
papel aluminio.

4. Transcurrido el tiempo, eliminar el marcador (ConA o WGA) y
lavar con PBS de 3 a 4 veces.

5. Colocar el material en placas de cultivo con fondo de cristal
(MatTek Corporation, Ashland, MA, USA) o en Portaobjetos con
cubreobjetos y observar en un microscopio confocal (invertido).

Deteccion de dcidos nucleicos.

6. Este marcaje se puede afiadir directamente a la muestra previa-
mente marcada para visualizar los EPS.

7. Afnadir 30 Pl de Hoechst 33258 (Molecular Probes, Inc, Eugene,
OR).

Observaciéon y condiciones del equipo. (Nota: cabe mencionar
que estas condiciones pueden variar dependiendo de la marca y
el modelo de equipo; asi como la potencia de los rayos laser). La
autofluorescencia de clorofila a fue observada en el canal azul (ex-
citacion=594 nm, emisién=670-790 nm) y en el canal rojo las fico-
bilinas (excitacion=561 nm, emisién=575-625 nm). La linea 488 nm
de laser Ar fue empleada en el canal verde para observar los EPS
marcados con ConA (emision=500-550 nm) y en el canal gris para
la observacién de la reflexiéon (emision=480-495 nm).

[ RESULTADOS

Esta técnica facilita visualizar la arquitectura (estructura y grosor)
y los distintos componentes de una biopelicula; cada componente y
su arreglo celular (pared, vaina, arreglo tilacoidal, etc.) emitird en
una longitud de onda especificas, se registrard la sefial y se podrd
elegir un pseudocolor diferente para cada uno (figura 1). Se pue-
den realizar marcajes adicionales (fluorocromos especificos) con el
fin de evidenciar otros componentes o sus estructuras, como son las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (figura 2). Con el uso de
software para andlisis digital se facilita observar el grosor de la
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biopelicula, su relacién con el sustrato colonizado y la distribucién de
los EPS (figura 3). Finalmente, si el microscopio cuenta con la funcién
Lambda se pueden reconocer los principales picos de emisién de los
pigmentos presentes de uno o distintos individuos dentro de la bio-
pelicula y evaluar su estado fisioldgico (figura 4).

Figura 1. Reconstruccién tridimensional (3D) de biopelicula subaérea de Gloeothece
sp. (Cianobacteria). Registro de clorofila a (azul), ficobilinas (rojo), chla+FB (rosa),
EPS (verde), sustrato (blanco-gris).

Figura 2. Reconstruccién tridimensional (3D) de biopelicula subaérea de Nostoc cf.
commune. Registro de clorofila a (azul), ficobilinas(rojo), chla+FB (rosa), EPS (verde).
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Figura 3. Mdxima proyeccidn; seccién ortogonal de una biopelicula subaérea. Se
observala clorofila a (azul), ficobilinas (rojo), chla+FB (rosa), EPS (verde), sustrato
(blanco-gris). Los cortes sagitales permiten visualizar la localizacién de los organis-
mos en las superficies que habitan, analizar el grosor de la biopelicula y la distribu-
cién de las substancias poliméricas extracelulares.

Intensidad de |a fluorescencia

Longitud de onda (nm)
Figura 4. Perfil espectral proveniente de una exploracién Lambda Aexc 488 nm. Se
observan dos picos significativos de emisién de autofluorescencia; el primer pico emitido
por las ficobilinas (562-620 nm) y el segundo por a Chla (665-760nm). Estos datos
permiten evaluar el estado fisioldgico del espécimen.
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SOLUBILIZACION DE FOSFATO
INORGANICO POR BACTERIAS
AISLADAS DE JALES MINEROS

Brenda Celeste Rodriguez Chacén', Diana Iveth Orbe Diaz?,
Angela Forero Forero®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:

avforerof @ciencias.unam.mx

B INTRODUCCION

Las bacterias son muy sensibles y responden rdpidamente a los cam-
bios en el medio, por lo que han sido consideradas como eficientes
bioindicadores de la calidad del suelo. Las asociaciones planta-bac-
teria pueden ser utilizadas para mejorar la produccién de biomasa
y la rehabilitaciéon de suelos contaminados con metales, utilizando
tecnologias como la fitorremediacién y fitomineria. Las Bacterias
Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV’s) realizan dos mecanis-
mos que benefician a la planta, los indirectos en los que destacan
la produccién de enzimas liticas y sideréforos, y los mecanismos di-
rectos en donde se encuentran la producciéon de fitohormonas, fija-
cién de nitrégeno y solubilizacién de fosforo inorgdnico, siendo este
el segundo mds requerido, después del nitrégeno. A pesar de ser
abundante tanto en formas inorgdnicas como orgdnicas, los niveles
de fésforo en el suelo se encuentran en concentraciones que van de
200 a 5000 mg fésforo / kg suelo. El fésforo insoluble se encuen-
tra en forma mineral como apatita, hidroxiapatita y oxiapatita, de
esta manera no estd disponible para favorecer el crecimiento de las

1. Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental, Facultad de
Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Auténoma de Guerrero, 1517977 3@
vagro.mx

2. Centro de Ciencias de Desarrollo Regional, Universidad Auténoma de Guerrero,
Ivethod 1 1@gmail.com

3. Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México, avforerof@
ciencias.unam.mx
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plantas; sin embargo, es convertido a formas orgdnicas tales como
inositol fosfato, fosfomonoésteres, fosfodiésteres y fosfotriésteres por
las BPCV’s (1,2,3).

Los microorganismos solubilizadores de fosfato son reconocidos pro-
motores de crecimiento vegetal. Estas poblaciones microbianas reali-
zan una actividad importante, ya que en muchos suelos se encuentran
grandes reservas de fésforo insoluble, que no pueden ser asimilados
por las plantas. Los microorganismos solubilizadores de fosfato usan
diferentes mecanismos de solubilizacién, como la produccién de éci-
dos orgdnicos, que solubilizan dichos fosfatos insolubles en la zona
rizosférica. Los fosfatos solubles son absorbidos por la planta, lo cual
mejora su crecimiento y productividad. Por lo anterior, el empleo de
bacterias con la capacidad de solubilizar el fésforo contenido en
jales mineros ayudaria a disefiar una estrategia integral para bio-
rremediar estos sitios contaminados (4,5).

El reconocimiento de bacterias poliextremas capaces de solubilizar
fésforo ofrece una alternativa para implementar estrategias de fi-
torremediacién aistidas con bacterias que ayuden a recuperar sitios
contaminados con xenobidticos.

. MATERIALES Y EQUIPO

SOLUCIONES Y REACTIVOS NECESARIO
m Agua destilada 1000 ml
® Glucosa 10 g
" Ca,(PO), 5S¢
= MgCl,.6H,O 5¢9
= MgSO,.7H.0 39
= KCL 02g¢
® (NH,),SO, 0.1 g
® Azul de bromofenol 0.025 g
® Agar con pH 7 17 g/L

Tabla 1. Preparacién de medio NBRIP (Medio de fosfatos del National Botanical
Research Institute) (6).
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B DESCRIPCION DEL METODO

Solubilizacién de fosfatos inorgdnicos

1. Mezclar los reactivos glucosa, Ca,(PO),, MgCL.6HO,
MgSO,.7H.0, KCl, (NH,),SO,, azul de bromofenol, agar con pH
7 y agua destilada en un matraz de 1,000 mL y esterilizar en
autoclave a 15 Lb durante 15 min (figura 1).

2. En esterilidad, con mechero o campana de flujo laminar, vaciar
20 mL de medio por caja Petri, dejar solidificar.

3. Tomar una asada del inéculo o muestra utilizando el asa bacte-
riolégica e inocular por picadura en el medio NBRIP e incubar

96 h a 30 °C (figura2).

4. Después del tiempo de incubaciéon medir el didmetro de las colo-
nias y el didmetro de los halos.

5. Calcular el indice de solubilizacién (IS) con la férmula siguiente:
Férmula: 1IS= Dh/Dc

Donde Dc es Didmetro de la colonia y Dh es el didmetro del halo.

> S Esterilizar a 15Lb
15 minutos
- 20 mL

2 o ses
W ‘\ N ==

Reactivos  Agar  Agua destilada

Autoclave Agar NBRIP

Figura 1. Preparacién de medio NBRIP. Fuente los autores.

‘@-/-‘-

|nqcular por Incubar a 30°C Medir colonias y
picadura por 96h halos

Cepas de jales
mineros

Figura 2. Solubilizacién de fosfatos. Fuente los autores.
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. RESULTADOS

Se considera un resultado positivo cuando hay formacién de un halo
transparente alrededor de la colonia (figura 3).

Figura 3. Solubilizacién de fosfatos
en medio NBRIP.

A) cepa problema,

B) cepa problema,

C) control positivo y

D) control negativo

Cabe resaltar que existen muchos microorganismos capaces de so-
lubilizar fosfatos, pero existen algunos que lo solubilizan con mayor
éxito (cantidad evaluado por el tamaio del halo, y por la rapidez
del tiempo en la que lo hacen), pero son relativamente menos las es-
pecies bacterianas que son mds especializadas que otras, dado que
son capaces de solubilizar en mayor cantidad y menor tiempo con
condiciones de ambiente extremo, es decir que solubilizan estando
en ambientes oligotréficos, con xenobidticos, y en micronichos muy
acidos que exiten en los Drenajes Acidos de Mina (DAM).

Por lo dicho anteriormente, contar con bacterias poliextremas capa-
ces de solubilizar fésforo ofrece una alternativa para implementar
estrategias de fitorremediacién asistidas con bacterias que ayuden
a recuperar sitios contaminados con xenobidticos.

Con este trabajo se busca aportar una técnica para el entendimiento
de las asociaciones planta-suelo-microorganismos, y cudl es el papel
de cada uno de los microorganismos presentes en un ecosistema,
desde el punto de vista ecoldgico. La aplicaciéon del mismo en mul-
tiples escenarios de caracteristicas similares apoyard en la realiza-
cién de modificaciones o mejoras del mismo.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR
DIFUSION EN AGAR
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B INTRODUCCION

Existen diferentes técnicas de difusion en agar para evaluar la acti-
vidad antimicrobiana de una muestra. En éstas, el agente antimicro-
biano que puede estar contenido en extractos, sobrenadantes, entre
otros, difunde en el agar e inhibe el crecimiento de una bacteria pa-
tégena (1,2). En comdn, las técnicas de difusién en agar son sencillas,
de bajo costo y no requieren equipo especializado. Son pruebas
cualitativas y se deben adaptar a las caracteristicas especificas del
microorganismo a confrontar (3). Si bien no es un método especifico
para el estudio de microorganismos de ambiente extremos, este ha
sido utilizado exitosamente en la identificaciéon de microorganismos
halotolerantes con actividad antimicrobiana (1). El objetivo de este
método es evaluar la actividad antimicrobiana de extractos, sobre-
nadantes y compuestos purificados de microorganismos halotoleran-
tes aislados de ambientes extremos sobre una bacteria patégena
de interés.

. MATERIALES Y EQUIPO

El medio de cultivo se seleccionard dependiendo de los requerimien-
tos nutricionales del microorganismo patégeno con el que se traba-
jard. Se recomienda el uso de medios sin componentes que puedan
interferir en la medicién, como Mueller-Hinton y TSA (Agar de di-
gerido de soja y caseina).

1. Laboratorio de Inmunologia & Vacunologia; Centro de Investigaciones Biolégi-
cas del Noroeste S.C. Instituto Politécnico Nacional No. 195. Col. Playa Palo de
Santa Rita Sur, CP 23096 La Paz, B.C.S. México.
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MATERIALES NECESARIOS

Placas Petri m Asa de Digralsky
Pipeta 10 mL ® Asa bacteriolégica
Micropipeta 1000 uL = Microtubos de 2 mL
Puntas de 100 - 1000 uL ® Incubadora
Sacabocados 6 - 9 mm B Mecheros

SOLUCIONES, REACTIVOS Y MATERIAL
BIOLOGICO NECESARIOS

Solucién salina de cloruro de sodio (NaCl 0.85 %)
Medio de cultivo (Agar de digerido de soja y caseina
(TSA) o Mueller-Hinton)

Muestra a evaluar

Bacteria patégena

[} DESCRIPCION DEL METODO

Con el fin de confirmar que los resultados obtenidos sean reprodu-
cibles, se recomienda realizar por lo menos dos experimentos inde-
pendientes y tres réplicas por cada tratamiento.

1. El disefio del experimento debe incluir un grupo tratamiento (so-
brenadante, extracto o compuesto purificado), un control (+) (un
antibidtico al cual el patégeno sea sensible) y un grupo control
negativo (-). En caso de utilizar extractos como tratamiento, se
deberd vtilizar el solvente de resuspensién como control (-); si
se usa un sobrenadante, se deberd utilizar el medio de cultivo
empleado.

Preparacion de las placas de Petri con agar:

1.1. Preparar el medio de cultivo (Ej. TSA o Mueller Hinton) segin
las instrucciones del fabricante y esterilizar en autoclave.

1.2. Una vez que el medio estéril se atempere (aproximadamen-
te 45 °C), con ayuda de una pipeta estéril y cuidando las
condiciones axénicas, agregar 15 mL por cada placa Petri a
utilizar. Dejar solidificar a temperatura ambiente y reservar.

2. Preparaciéon del inéculo bacteriano:

2.1. Previo a la aplicacién del método, cultivar la bacteria a con-
frontar en el medio agar correspondiente a la temperatura
necesaria (30-37 °C), por un periodo no mayor a 24 h (ajusta-
ble a las necesidades de la bacteria problema).
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2.2. Transcurrido el tiempo de incubacién, transferir colonias de
la placa en un tubo con solucién salina (0.85 %) hasta ajus-
tar una densidad éptica equivalente al 0.5 de la escala de
McFarland (1x108 UFC/mL).

3. Desarrollo del método:

3.1. En las placas de agar, depositar 100 UL del cultivo bacteriano
ajustado a 0.5 de la escala de McFarland (1x10% UFC/mL).

3.2. Con movimientos circulares, realizar la dispersiéon del indculo
por toda la placa con ayuda de un asa de Digralski. Dejar
reposar por 10-30 min hasta que el exceso de liquido se
absorba.

3.3. Considerando la distancia entre los tratamientos, realizar
perforaciones (6-9 mm) con un sacabocados estéril en cada
placa inoculada. Retirar los bloques circulares de agar y de-
jar libres los pozos para distribuir los tratamientos.

3.4. Agregar 20 UL del tratamiento a evaluar (extractos, sobre-
nadantes de cultivo microbiano halotolerante, etc.) a cada
pozo. Dejar reposar 30 min e incubar las placas con la tapa
hacia arriba a la temperatura correspondiente.

3.5. Incubar hasta la aparicién de halos de inhibicién del creci-
miento en el grupo control (+) (24-48 h).

3.6. Medir el didmetro de los halos de inhibicién generados con
un Vernier.

3.7. Comparar, si es el caso, el didmetro del halo de inhibicién del
grupo tratamiento con el grupo control (+).

En la figura 1 se representan los pasos previamente descritos.

. RESULTADOS

Se espera observar halos de inhibicién como se presentan en la fi-
gura 2. Se deberd apreciar un halo de inhibicién en el grupo control
(+) v, si es el caso, halos de inhibicién en los tratamientos (muestras)
aplicados.

El resultado se expresa colocando la dimensién del didmetro del
halo de inhibicién (mm) comparado con el del grupo control (+) como
se muestra en la tabla 1.
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Figura 1. Técnica de difusién en pozo de agar para la deteccién de actividad antimi-
crobiana a partir de sobrenadante, extracto o compuesto purificado de microorganis-
mos halotolerantes aislados de ambientes extremos. Creado con Biorender.

475B 367

Control +

Figura 2. Actividad antimicrobiana de un sobrenadante de microorganismos haloto-
lerantes aislados de ambientes extremos frente a Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis por método de difusién en pozo de agar. Control (+): estreptomicina
(0.5 mg/mL).
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

AISLADO . .
DIFUSION EN DISCO DIFUSION EN POZO
(mm) (mm)
Control (+) 15.5£0.5 13.13 £ 1.52
359B 12 £ 0.1 10 £ 0.6
367 221+ 0.8 32t 2
475B 24 + 0.1 14.43 £ 0.15
1118 A - -

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de sobrenadantes de microorganismos halotole-
rantes aislados de ambientes extremos frente a Clavibacter michiganensis sub sp.

michiganensis.

Control (+): estreptomicina 0.5 mg/mL.

Con la implementaciéon de esta metodologia se logrard identificar
de manera sencilla y préctica microorganismos con potencial capaci-
dad de producir compuestos antimicrobianos. Una vez identificados
se podrdn caracterizar con técnicas mds especificas, con el fin de
dilucidar el compuesto activo, sus caracteristicas quimicas y su meca-
nismo de accién.
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METODO PARA LA DETECCION DE
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR
MICRODILUCION

Kevyn Guerra'’, Carlos Angulo'”

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
kmguerra@pg.cibnor.mx / eangulo@cibnor.mx

] INTRODUCCION

El método de microdilucién en medio de cultivo liquido es una técnica
de susceptibilidad a antimicrobianos. A diferencia del método de di-
fusién en agar, los compuestos a evaluar se encuentran en una mayor
disponibilidad en el medio, permitiendo obtener resultados cuantitati-
vos (1). Esta técnica permite determinar la concentracién minima inhi-
bitoria (CMI) si se evalia el mismo compuesto a diferentes concentra-
ciones. Para discernir del crecimiento e inhibicién de un microorganismo
se recomienda el uso de algin colorante (2). Un ejemplo es el azul de
alamar (resazurina) que se transforma en resorufina rosa fluorescente
en presencia de células metabdlicamente activas (3). Por lo tanto, este
método puede ser evaluado de manera visual (colorimetria); y si se
cuenta con un lector de microplacas capaz de medir fluorescencia se
puede calcular el porcentaje de células viables. El objetivo de este
método es evaluar la actividad antimicrobiana de extractos, sobre-
nadantes y compuestos purificados de microorganismos halotolerantes
aislados de ambientes extremos sobre bacterias patégenas de mane-
ra cuantitativa, sencilla y reproducible.

. MATERIALES Y EQUIPO

El medio de cultivo se seleccionard dependiendo de los requerimientos
nutricionales del microorganismo patégeno con el que se trabajard. Se

1. Laboratorio de Inmunologia & Vacunologia; Centro de Investigaciones Biold-
gicas del Noroeste S.C. Instituto Politécnico Nacional No. 195. Col. Playa Palo
de Santa Rita Sur CP 23096 La Paz, B.C.S. México.
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recomienda el uso de medios sin componentes que puedan interferir
en la medicién, como Mueller-Hinton y TSB (caldo de digerido de
soja y caseina).

MATERIALES NECESARIOS

= Micropipeta de 100 UL

® Micropipeta 1000 uL

® Microplacas estériles con tapa de 96 pozos
® Microtubos de 2 mL

® Incubadora

= Mecheros

m Lector de microplacas (opcional)

= Microfiltro (0.22 um)

m Parafilm

SOLUCIONES, REACTIVOS Y MATERIAL
BIOLOGICO NECESARIOS

Resazurina 0.2 % esterilizada por filtracion

Medio de cultivo caldo de digerido de soja y caseina(TSB)
o Mueller-Hinton)

Agua destilada estéril

Muestra a evaluar

Bacteria patégena

B DESCRIPCION DEL METODO

Este método consiste en evaluar si un sobrenadante, extracto, o com-
puesto purificado a partir de microorganismos halotolerantes ais-
lados de ambientes extremos puede ser capaz de inhibir el creci-
miento de una bacteria patégena. Con el fin de confirmar que los
resultados obtenidos sean reproducibles, se recomienda realizar por
lo menos dos experimentos independientes y tres réplicas por cada
tratamiento.

En la tabla 1 se presenta el grupo tratamiento y los grupos control
que se deberdn considerar para comparar y calcular la viabilidad
celular, y el contenido en cada pozo. En todos los casos, se agrega-
ran 10 YL de resazurina estéril.
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GRUPOS COMPONENTES

50 YL de la muestra + 50 WL del cultivo de
la bacteria patégena a 1x10° UFC/mL

Muestra a evaluar®

50 YL de medio de cultivo estéril + 50 UL del

Control de crecimiento cultivo de la bacteria patégena a 1x1 0’ UFC/mL

Control de esterilidad 100 YL del medio de cultivo estéril

50 UL de medio de cultivo estéril + 50 UL de
la muestra

50 UL de antimicrobiano comercial + 50 pL
Control positivo del cultivo de la bacteria patégena
a 1x10° UFC/mL

Tabla 1. Muestras y controles para la deteccidn de actividad antimicrobiana por
microdilucién en microplaca.

*Muestra a evaluar: puede ser extracto, sobrenadante o compuestos purificados a
partir de microorganismos aislados de ambientes extremos.

é¢Porqué se llama blanco y no control de muestra?
1. Preparacién del inéculo bacteriano:

1.1. Previo al desarrollo del método, cultivar la bacteria paté-
gena a confrontar en el medio agar correspondiente, a la
temperatura necesaria (30-37 °C), por un periodo no mayor
a 24 horas (ajustable a las necesidades de la bacteria pa-
tégena con la que se evaluard el efecto de la muestra de
interés).

1.2. Transcurrido el tiempo de incubacién, transferir colonias de la
placa a un tubo con medio de cultivo estéril y cultivar hasta
obtener una densidad éptica equivalente al 0.5 de la escala
de Mcfarland (1x108 UFC/mL).

1.3. Diluir el inéculo 1/150 en medio de cultivo estéril para una
concentracién 1x10® UFC/mL.

2. Preparaciéon de las muestras.

2.1. En caso de trabajar con extractos o compuestos purificados
de microorganismos halotolerantes, preparar la muestra a la
concentracién deseada y diluir 1/10 en el medio de cultivo
estéril (Mueller- Hinton o TSB).

2.2. En caso de utilizar sobrenadantes libres de células de mi-
croorganismos halotolerantes, utilizar la muestra directa y

MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




realizar diluciones seriadas de la muestra en el medio a utili-
zar. Las diluciones se realizardn hasta observar como minimo
una inhibicién del crecimiento del 50 %.

3. Preparacién del colorante:

3.1.

3.2.

Preparar una solucién de resazurina al 0.2 % pesando el
reactivo suficiente para el volumen final deseado. Para un
volumen de 10 mL, se deberdn agregar 2 mg de resazurina.
Considerar que se agregaran 10 UL por cada muestra, blan-
co o control positivo (+).

Agregar el reactivo a agua destilada estéril. Una vez homo-
genizado, esterilizar la solucién por filtracién (filiro de PVDF
0.22 um) y mantener a 4 °C hasta su uso.

4. Desarrollo del método:

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Segun su disefio experimental y distribucion en la microplaca,
colocar 50 UL de la(s) muestra(s) en los pozos correspondientes.
Agregar a cada pozo 50 UL del cultivo de la bacteria paté-
gena ajustado a 1x10° UFC/mL.

Cerrar la microplaca y sellarla con Parafilm. Incubar a la
temperatura correspondiente para el cultivo del patégeno.
Incubar hasta observar turbidez en los controles de creci-
miento del microorganismo (24-48 h).

Al observar turbidez, agregar 10 UL de resazurina estéril
(0.2 %). Incubar de 1-2 h, hasta observar cambio de tonali-
dad de azul a rosa en el control de crecimiento.

Si se cuenta con lector de microplacas, medir la fluorescencia
a una longitud de onda de 590 nm de emisién y 560 nm de
excitacion.

Calcular el porcentaje (%) de viabilidad celular con la si-
guiente férmula:

% Viabilidad = — -2 (100)

Fc - Fe

Donde:

Ft = Lectura del tratamiento (muestra + bacteria);

Fb = lectura del blanco; Fc = lectura del control de crecimiento
Fe = lectura del control de esterilidad.
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4.8. Se considerard la CMI cuando la viabilidad celular sea me-
nor al 10 %.

4.9. En caso de no contar con lector de microplacas, se considera-
rd como presencia de células viables al pozo de tonalidad
rosa, y con inhibicién del crecimiento los pozos de color azul.

En la figura 1 se representan los pasos previamente descritos.
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Figura 1. Técnica de microdilucién para la deteccidn de actividad antimicrobiana de
extractos, sobrenadantes y compuestos purificados de microorganismos halotoleran-
tes aislados de ambientes extremos. Creado con Biorender.

. RESULTADOS

Se espera observar un cambio de coloracién de azul a rosa, donde
el color rosa representa la presencia de células metabdlicamente
viables, esto se debe observar al menos en el control de crecimiento.
Las tonalidades de color azul representan células muertas o la inhi-
bicién del crecimiento, esto se debe observar al menos en el control
positivo.

En caso de obtener los datos de fluorescencia se grafican los re-
sultados (figura 2) utilizando la férmula previamente mencionada.

148 MANUAL DE METODOS EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




Ademads, si se realizaron diluciones del mismo tratamiento (muestra)
se calcula el valor de la CMI (tabla 2).

Con la implementacién de esta metodologia se logrard identificar
microorganismos con potencial capacidad de producir compuestos
antimicrobianos y permitird determinar la concentracién minima in-
hibitoria. Una vez identificados se podrdn caracterizar con técnicas
mas especificas, con el fin de dilucidar el compuesto activo, sus carac-
teristicas quimicas y su mecanismo de accidn.

120

100 1

80 1

60 +

40 1

20 1

PORCENTAJE DE VIABILIDAD

mQ 25 50 75 100 EST
EXTRACTO (ug/mlL)

Figura 2. Viabilidad celular de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tra-
tada con de extractos de microorganismos halotolerantes aislados de ambientes ex-

tremos.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

AISLADO S. aureus E. coli
CMI (mg/mL) CMI (mg/mL)
Control (+) 11.5 0.5 18.33 £ 1.52

367 26 =1 302
47 5B 26 + 0 3233+ 1.15

1118 B - -

Control (+): estreptomicina 0.5 mg/mL.

Tabla 2. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de extractos de microorganismos haloto-

lerantes aislados de ambientes extremos contra bacterias patdgenas de humanos.
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4.6

PROSPECCION DE ORGANISMOS
EXTREMOFILOS, DE SUS GENES, PROTEINAS U
OTROS PRODUCTOS PARA SU UTILIZACION EN
DIFERENTES APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS:

PREPARACION DE BIOFERTILIZANTES O
AGENTES PROMOTORES DE CRECIMIENTO
DE PLANTAS



METODO DE ELABORACION DE
BIOINOCULANTES DE BAJO COSTO COMO
PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL

Diana Iveth Orbe Diaz', Brenda Celeste Rodriguez Chacén?,
Jeiry Toribio Jiménez*

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
jeiryjimenez2014@gmail.com

B INTRODUCCION

La busqueda de una mayor eficiencia en la produccién agricola con-
lleva el uso de grandes cantidades de agroquimicos, estos se han
aplicado de manera excesiva en diversos cultivos, afectando seria-
mente el deterioro de las tierras de cultivo y a la generacién de
mecanismos de resistencia para sobrevivir algunas plagas y enfer-
medades. Actualmente diversos grupos de trabajo se han enfocado
en la bisqueda de diversas estrategias como fuentes de nutrientes
para promover cultivos mds amigables con el ambiente (biofertilizan-
tes, enmiendas agricolas, compostaie, etc.) (1-3), siendo la utilizacién
de los propios microorganismos aislados de las zonas de cultivos y
adaptados a condiciones “extremas” propias de los suelos agricolas
contaminados (xenobidticos, infértiles, oligotréficos, salinos o dcidos
entre otras caracteristicas), los que representan una utilidad viable
al momento de aplicarlos. Como se ha mencionado, uno de los prin-
cipales problemas del diseno de bioinoculantes y por ende su uso a
gran escala en el sector agricola, es la multiplicacién de las células
microbianas en medios de cultivos que contengan los nutrientes ne-
cesarios y que sean de bajo costo (producciéon de microorganismos
dentro de un sistema ligeramente extremo), es por ello que a con-
tinuacién se describe una metodologia en sélido y liquido de fdcil
produccién y uso, bajo costo, y amigable con el ambiente (4-7).

1. Cenfro de Ciencias de Desarrollo Regional, Universidad Auténoma de Guerrero,
Acapulco, Guerrero.

2. Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental, Facultad de
Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Auténoma de Guerrero, Chilpancingo,
Guerrero.
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MATERIALES NECESARIO

m Contenedor con tapa de 20 L
® Probeta 1L

® Balanza granataria

® Contenedores de 1 Kg

® Marcador indeleble

® Agitador de madera

® Contenedor con tapa 5 Kg

® Guantes de latex par
® Cubrebocas
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Agua de garrafén 20 L
® Melaza o piloncillo 3Kg
® Arroz blanco de grano entero 4 Kg
m Cloruro de sodio 0.9% 1.2L
= 100 mL de un cultivo de 18 h de 6 x 100 ml c/u
las cepas de trabajo (Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal)
® Refresco de cola 500 mL

B DESCRIPCION DEL METODO

Formulacién liquida (figura 1)

1. Colocar en una garrafa 3.8 L de agua y 125 g de melaza por
cada L, agitar vigorosamente.

2. Colocar 1.2 L de la solucién salina y el inéculo de las cepas de
trabajo.

3. Mezclar con un agitador de madera, tapar y dejarlo fermentar
por tres dias a temperatura ambiente.

4. Revisar la producciéon de gas cada 24 h y liberarlo abriendo la
tapa ligeramente.

5. Cada 15 dias agregar 2 L de la mezcla con agua, melaza y so-
lucién salina (proporcién 70 %, 125 g/Ly 30 %) hasta alcanzar
un volumen de 16 litros en los contenedores.

6. Para utilizarlos en los cultivos, diluir 1 litro del fermentado en 19
litros de agua y aplicar por asperjado.

7. Se puede almacenar por hasta tres meses a temperatura am-
biente y alejado de la luz.

153 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




BEE- EEE
vV VvVvYy vV vy

2 MESES

} 8 LITROS

4 LITROS

Figura 1. Preparacién y mantenimiento de bioinoculantes liquidos en dos meses. Ela-
boracidn propia.

Formulacién sélida (figura 2)

1. Colocar en un recipiente 4 kg de arroz previamente esterilizado.

2. En 100 mL de agua disolver 12.5 g de melaza o piloncillo y
agregarlo al arroz.

3. Mezclar hasta que se incorpore perfectamente la melaza en el
arroz.

4. Colocar 50 mL de refresco de cola, como adherente.

5. Mezclar perfectamente.

6. Agregar los 100 mL del inéculo.

7. Mezclar y tapar.

8. Almacenar hasta por tres meses a temperatura ambiente y ale-
jado de la luz.

9. Se puede aplicar directamente en la base del tallo del cultivo a

tratar o disolver 4 kg en 450 L de agua y aplicar por asperjado.

REFRESCO
ARROZ "L COLA . CEPAS

vV v v Vv

Figura 2. Preparacién de bioinoculantes en
sélido. Elaboracién propia.
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Figura 3. Apariencia y aplicacién de bioinoculates. A) Aspecto de formulacién sélida,

B) Aspecto de formulacién liquida y C) Aplicacién por asperjado

Las metodologias usadas para los bioinoculantes en fase liquida y
solida constituye una estrategia de fdcil acceso, barata, reprodu-
cible y segura desde la perspectiva de la salud humana para que
los agricultores o madres de familia incursionen en la produccién de
diversos cultivos y hortalizas para su consumo cuidando su entorno.
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METODOS BIOQUIiMICOS. PRODUCCION,
AISLAMIENTO, INMOVILIZACION,
CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE ENZIMAS Y OTRAS BIOMOLECULAS
DE EXTREMOFILOS.



OBTENCION DE LAS MEJORES
CONDICIONES DE TEMPERATURA, pH Y
AGITACION PARA LA PRODUCCION DE
LIPASAS EN Geobacillus sp.

César Octavio Garcia Hernéndez', Sandy Luz Ovando
Chacén', Peggy Elizabeth Alvarez Gutiérrez'”

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
peggy.alvarez@hotmail.com / peggy.ag@tuxtla.tecnm.mx

] INTRODUCCION

Los organismos extreméfilos poseen enzimas con gran potencial para
ser empleadas en distintas aplicaciones biotecnolégicas (1). Las en-
zimas lipasas (EC 3.1.1.3) han sido empleadas en la produccién de
biocombustibles, modificacién de grasas, en la industria farmacéutica
y alimentaria, y actualmente existe una demanda en procesos que
requieren actividad catalitica a diferentes rangos de temperatura y
pH (2). Debido al complejo proceso de crecimiento de organismos
extreméfilos y la purificaciéon de sus enzimas, presentamos un proto-
colo para encontrar las mejores condiciones de cultivo que permitan
la mayor produccién de lipasas a partir del extracto libre de células,
tomando en cuenta tres de los factores mds importantes en cultivos
microbianos: temperatura, pH y agitaciéon del medio de cultivo. Este
método se ha utilizado exitosamente para obtener las mejores con-
diciones de temperatura, pH y agitacién en las cepas Geobacillus sp
CHIT y Geobacillus sp CHI2, aisladas del lago cratérico del volcén
“El Chichén” (México).

1. Laboratorio de Microbiologia del Polo Tecnoldgico, Tecnm-Instituto Tecnoldgico
de Tuxtla Gutiérrez. Carr. Panamericana km 1080, Col. Junan Crispin. CP 28050
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.
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[} MATERIALES Y EQUIPO

A continuacién se describen los materiales necesarios para este and-
lisis (tabla 1) asi como las soluciones, reactivos y material biolégico
necesario, tanto para el cultivo de Geobacillus como para la deteccion
de la actividad lipasa (tabla 2).

MATERIALES NECESARIO

= Matraz Erlenmeyer 50 mL

= Matraces Erlenmeyer 250 mL

® Tubos de ensayo 13 x 100 mm
® Vasos de precipitado 250 mL
® Probeta 100 mL

® Vidrios de reloj

® Gradilla para tubos de ensayo
® Espatula

® Bitdcora de laboratorio

© ©

Tabla 1. Materiales necesarios para la produccién de actividad lipasa.

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

m Solucién amortiguadora de citratos 1L
50 mM (pH 3-6)
® Solucién amortiguadora de fosfatos 1L
50 mM (pH 7-8)
® Solucién amortiguadora de carbonatos 1L
50 mM (pH 9-11)
® Solucién HCI 0.1 M 100 mL
® Soluciéon NaOH 0.1 M 100 mL
® Aceite de oliva comercial 100 mL
B Peptona 10g
® Extracto de levadura 10 g
" NaCl 25 g
= CaCl, 25 g
= MgSO, 25 g
= FeCl, 25 g
m p-NPP (p-nitrofenil palmitato) 59
® p-NP (p-nitrofenol) 500 mg
® 2-propanol 1L
= Goma ardbiga 100 g
= Material biolégico (cepa de cultivo liofilizada 1

de Geobacillus sp.)

Tabla 2. Soluciones, reactivos y material biolégico para actividad lipasa.
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B DESCRIPCION DEL METODO

1. Propagacion del inéculo

1.1. Inocular el cultivo liofilizado de Geobacillus en un matraz de 50 mL
(matraz A) con 10 mL de medio productor de lipasas (MPL) (pepto-
na 0.6 % p/v, extracto de levadura 0.2 % p/v, CaCl, 0.02 % p/v,
MgSO, 0.01 % p/v, FeCl,0.04 % p/v, aceite de oliva 1.5 % v/v,
pH 5.4) estéril en una proporcién 1:10 (indculo: medio estéril v/v).
Incubar el matraz A a 60 °C durante 48 h sin agitacién.

1.2. Inocular 10 mL del cultivo del matraz A en un matraz de 250
mL (matraz B) con 90 mL de MPL. Incubar el matraz Ba 60 °C
durante 24 h sin agitacién.

2. Ensayo de la actividad enzimatica lipasa

2.1. Centrifugar 5 mL del cultivo cosechado, a 4,000 rpm durante
10 minutos. Separar el sobrenadante (extracto libre de células).

2.2. Preparar una emulsién a partir de un volumen de p-nitrofenil
palmitato (p-NPP) a una concentracién 0.79 mM disuelto en
2-propanol, con nueve volimenes de goma ardbiga 0.1 % p/v
disuelta en una solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM (pH
8) (3).

2.3. Iniciar el ensayo enzimdtico agregando 300 ML del extracto
libre de células a un tubo de ensayo con 2.7 mL de la emulsién
descrita en el paso 2.2. Mantener la mezcla en un bafio ter-
mostdtico a 60 °C durante 10 min. Determinar la Absorbancia
a 402 nm empleando un espectrofotémetro UV /Vis y calcular
la actividad enzimdtica (ver seccidn resultados y ecuacion 1).

3. Obtencion de las mejores condiciones de cultivo para la pro-
duccion de lipasas

3.1. Para encontrar la mejor temperatura para la produccion de li-
pasas, preparar tres matraces Erlenmeyer de 250 mL con 90 mL
de MPL pH 5.4 (matraces C) para cada temperatura a evaluar
(30, 40, 50, 60,70 y 80 °C). Inocular 10 mL del cultivo del ma-
traz B en cada uno de los matraces C, e incubarlos durante 24
h sin agitacién. Realizar el ensayo de la actividad enzimdtica
por triplicado, como se indica en la seccién 2 (4-6).
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3.2.

3.3.

3.4.

Para encontrar el mejor pH para la producciéon de lipasas, pre-
parar tres matraces Erlenmeyer de 250 mL con 90 mL de MPL
(matraces D) para cada valor de pH (3, 4, 5, 6,7,8,9,10y
11). Emplear soluciones amortiguadoras de citratos (pH 3-6),
fosfatos (pH 7-8) o carbonatos (pH 9-11) para preparar el
medio MPL. Inocular 10 mL del cultivo del matraz B en cada
matraz D, e incubarlos a la temperatura donde se obtuvo la
mayor actividad enzimdtica (paso 3.1) durante 24 h sin agita-
cion. Realizar el ensayo de la actividad enzimdtica por tripli-
cado, como se indica en la seccién 2.

Para encontrar la mejor velocidad de agitacién para la produc-
cién de lipasas, preparar tres matraces Erlenmeyer de 250 mL
con 90 mL de MPL (matraces E) para cada velocidad de agita-
cién (0, 50, 100, 150 y 200 rpm); el pH del medio MPL serd el
que haya presentado la mayor actividad enzimdtica del paso
3.2. Inocular 10 mL del cultivo del matraz B en cada matraz E,
e incubarlos a la mejor temperatura obtenida en el paso 3.1.
Posterior a las 24 h de incubacién, realizar el ensayo de la ac-
tividad enzimdtica por triplicado, como se indica en la seccién 2.
Finalmente, comparar los valores de actividad enzimdtica ob-
tenidos en el cultivo en condiciones basales (60 °C, pH 5.4, sin
agitacion) con los valores de actividad enzimdtica obtenidos en
el cultivo incubado en las mejores condiciones de temperatura,
pH y agitacién.

. RESULTADOS

Una unidad enzimdtica (U) se define como la cantidad de enzima
que cataliza la reaccién de un nmol de sustrato por minuto en las
condiciones de pH y temperatura del ensayo. En este caso, una U
corresponde a los nanomolesde p-NP liberados por minuto a 60 °C
pH 8. La U se calcula como se muestra en la ecuacion 1.

_ A420.Vt
" g.t.Ve [1]
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Donde: A, , es la Absorbancia a 402 nm; Vt, es el volumen del en-
sayo (3 mlL); €, es el coeficiente de extincién molar del p-NP a 402
nm (¢ 420= 1.489 mM-1 cm-1); t, es el tiempo del ensayo (10 min);
Ve, es el volumen de la enzima empleada (0.3 ml). La actividad
enzimdtica (AE) se calcula a partir de las unidades enzimdticas (U)
y el volumen total de reaccién enzimdtica (mL). Los resultados de la
actividad enzimdtica se reportan para cada condicién de pH, tem-
peratura y agitacién (figura 1). Las determinaciones enzimdticas se
realizan por triplicado. Se recomienda presentar los resultados en
un grdfico para cada una de las condiciones de cultivo evaluadas
(temperatura, pH y agitacién), como variables independientes y la
actividad enzimdtica obtenida como variable dependiente, como el
ejemplo que se muestra en la figura 2.

La obtencién de las mejores condiciones de cultivo de lipasas de ex-
treméfilos permiten el desarrollo de sistemas de producciéon a nivel
industrial. Las lipasas de extreméfilos presentan caracteristicas de-
seables para su aplicacién biotecnolégica a nivel industrial como son
la resistencia a solventes, la termoestabilidad, el pH y la estabilidad
a pH. Este tipo de lipasas pueden utilizarse para la modificaciéon de
sabores y colores en la industria alimentaria y cosmética, el desa-
rrollo de sistemas de biorremediacion de agua y la produccién de
biocombustibles como el biodiesel.

30 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 80 °C

O rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm
A 4
Temperatura (x) pH (y) Agitacion (z)

Figura 1. Diagrama del procedimientopara la obtencidén de las mejores condiciones
de cultivo para la produccién de lipasas en la bacteria terméfila Geobacillus sp.
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Figura 2. Actividad lipasa de Geobacillus sp expresada en U/ml a diferentes tempe-
raturas de cultivo.
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| ] INTRODUCCION

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica espectrosco-
pica utilizada en la identificaciéon quimica de moléculas que contie-
nen nicleos magnéticamente activos. Si se utiliza un estdndar interno,
permite realizar estudios cuantitativos para estimar la concentracion
de las moléculas identificadas (1). Entre las diversas moléculas que
se pueden identificar y cuantificar mediante RMN se encuentran los
solutos compatibles, moléculas orgdnicas de bajo peso molecular que
frecuentemente son acumuladas por algunos microorganismos para
compensar los gradientes de concentraciéon y de presidon osmética en
los que se encuentran, evitando asi la deshidratacién y la pérdida
de su turgencia celular. Las bacterias extreméfilas acumulan deriva-
dos de aminodcidos como la trehalosa, la proling, la glicina, betaina
o bien, derivados de alcoholes como el glucosil glicerol para utili-
zarlos como solutos compatibles. La identificacion y la cuantificacién
de los solutos compatibles utilizados por algin organismo especifico
permite conocer detalles sobre sus estrategias de adecuacién al ser
expuesto natural o artificialmente a algin estrés particular.

La resonancia magnética nuclear cuantitativa (RMNc) se puede rea-
lizar analizando nicleos de hidrégeno ('H), de carbono-13 ('3C) y
de nitrégeno-15 ('°N), aunque la més utilizada es la que analiza

1. Laboratorio de Simulacién de Ambientes Planetarios, Universidad Auténoma del
Estado de Morelos, av. Universidad no. 1001, col. Chamilpa, CP 62209, Cuer-
navaca, Morelos, México.

2. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, Universidad Auténoma de Ciudad
Juérez, Anillo Envolvente y Estocolomo s/n zona pronaf, CP 32310, Ciudad
Judrez, Chihuahua, México.
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nicleos de hidrégeno ("H RMNc) debido a que el 'H tiene una abun-
dancia natural superior a 99 %. Algunos de los requisitos necesarios
para que una molécula sea cuantificable por 'TH RMNc es que nece-
sita generar al menos una senal intensa y aislada de otras, que sea
preferentemente un singulete, es decir una sefial que no presente
multiplicidad. Es deseable que la mayoria de las sefiales de la mo-
lécula de interés no se traslapen con otras seiiales presentes en la
muestra bajo estudio y se debe realizar un minimo de 128 barridos
o recoleccién de informacién, para la obtencién de un espectro que
permita realizar estimaciones cuantitativas. Para realizar la cuanti-
ficacién, es necesario utilizar un estdndar interno de alta pureza con
una concentracién conocida que genere sefiales que no interfieran
con las sefiales de la molécula de interés (2). El método aqui descrito
se ha empleado exitosamente en la identificaciéon y cuantificacién
de los solutos compatibles que transportan y/o producen bacterias
halotolerantes y haléfilas al exponerse a altas concentraciones de
sales sulfatadas, semejantes a las reportadas para el océano de
agua liquida del satélite Europa (3).

. MATERIALES Y EQUIPO
MATERIALES NECESARIO

m Centrifuga

® Tubos Falcén

® Estufa

® Caja Petri

® Balanza analitica

= Mortero de dgata con pistilo
Cartucho de polipropileno
Bafo de agua

Equipo de RMN de 400 MHZ
Programa MestRenova v6.0.2

o
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SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

® Biomasa seca 200.0 mg
m Disolucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.4) 50.0 mL
" Fase C,, 500.0 mg
® Metanol puro 200.0 mL
® Agua destilada 200.0 mL
m Agua deuterada con FHP 25.0 mL

B DESCRIPCION DEL METODO

Se requieren como minimo 200 mg de biomasa seca provenientes de un cul-
tivo bacteriano crecido bajo las condiciones de salinidad de inferés. El cultivo
se detiene a la mitad de la fase exponencial, se centrifuga a 4,000 rpm a
una temperatura de 4 °C, se desecha el sobrenadante y el sedimento se lava
con 10 mL de disolucion amortiguadora de fosfatos (pH de 7.4) y se centri-
fuga una vez mads bajo las mismas condiciones. Se recupera la pastilla bac-
teriana y se coloca en una estufa a 60 °C hasta alcanzar un peso constante.
Se pesan 150 mg de biomasa seca que se homogenizan con 300 mg de
fase C , (Macherey-Nagel), un tipo de fase estacionaria que exhibe cadenas
hidrocarbonadas con 18 dtomos de carbono unidas a esferas de silica, en
un mortero de dgata para romper a las células bacterianas y provocar que
los solutos compatibles interactien con la fase C, ;. aprovechando su cardcter
polar. Una vez que se alcanza el grado de maceracién adecuado, es decir,
que la silica estd completamente empapada con la biomasa, la mezcla se
empaca en un cartucho de polipropileno y se eluye con una disolucién 1:1 de
metanol (CH,OH) y agua destilada (figura 1).

Biomasa C18 T
Metanol: agua 1:1

t"ﬁw

‘ §

%

-

—
Dispersary Transferir y -
homogenizar compactar Eluir

Figura 1. Extraccién de los solutos compatibles con la elucién de metanol:agua (1:1)
a partir de la biomasa.
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El extracto obtenido se lleva a sequedad en un bafio de agua a 70 °C. El
residuo se disuelve en 0.5 mL de agua deuterada (D,O) que contiene
10 mg de ftalato monohidrogenado de potasio (FHP) (Sigma Aldrich)
utilizado como estdndar interno para realizar la cuantificacién de los
solutos compatibles identificados. Esta disolucidn se coloca dentro de
un tubo para RMN y se obtiene el correspondiente espectro, como
ejemplo se muestra el espectro de RMN de la betaina (figura 2).

—_ 3.26 e
C'H 10000
Hic. 4221 -
/N\ /C\O- 8000
R -
L)
00
PO
3.90 -
2000
| -

SR URI SRR GO A
«3000

I” (33 (¥ 55 50 a5 4“0 "(”l'i‘) 30 5 b1 15 10 [-X3 o0

Figura 2. Espectro de resonancia magnética nuclear del soluto compatible betaina. En
la esquina superior izquierda se representa a una molécula de betaina y se resaltan en
naranja los protones que originan la sefial de 3.26 ppm y en verde los que originan
la sefial de 3.9 ppm.

[} RESULTADOS

El espectro obtenido se procesa utilizando al programa MestRenova
v6.0.2 (MestrelabResearch S. L.). La identidad de cada soluto compa-
tible se basa en el reconocimiento del niUmero y tipo de sefiales que
proporciona, asi como de la ubicacién de cada una de ellas en el es-
pectro de RMN, es decir, de su desplazamiento quimico expresado en
partes por milldén (ppm) como se ilustra en la figura 2. Posteriormente,
la concentraciéon de cada soluto compatible se determina utilizando el
drea bajo la curva de alguna sefial especifica de cada soluto, selec-
cionada para tal fin. También se necesita el drea bajo la curva y la
concentracién especifica del ftalato monohidrogenado de potasio (es-
tandar interno). La concentracién del soluto compatible se determina
con ayuda de la Ecuacién 1:
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Ecuacion 1

Cs= Concentracién del soluto compatible de interés (g de soluto/
mg de biomasa)

As= Area correspondiente a la sefial del soluto compatible de interés
Ab= Area correspondiente a la sefial del ftalato monohidrogenado
de potasio

Hs= NUmero de protones de la sefial del soluto compatible

Hb= Numero de protones de la sefial del ftalato monohidrogenado
de potasio

Cb= Concentracién del ftalato monohidrogenado de potasio (mmol)
V= Volumen total en el tubo de resonancia (mL)

PM= Peso molecular del soluto compatible (mg/mmol)

p= cantidad de biomasa seca utilizada (mg)

1. En el espectro obtenido, identifique la sefial para el ftalato mo-
nohidrogenado de potasio (estandar interno) y las sefiales para
cada uno de los solutos compatibles presentes en la muestra.

2. Determine, con ayuda del programa MestRenova v6.0.2, el drea
bajo la curva para la senal del estdndar interno y para la sefial
que representa a cada uno de los solutos compatibles identifica-
dos.

3. Calcule la concentracién para cada soluto compatible identificado.

4. Reporte sus resultados en una tabla.
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B INTRODUCCION

Los métodos para la mediciéon de la actividad de proteasas halé-
filas y/o alcalinas son escasos y la mayoria estdn disefiados para
realizarse a punto final. Este método fue desarrollado en CIATE], se
trata de un método cinético capaz de funcionar en concentraciones
de sal hasta 4 M (NaCl) y pH en un rango de 7.4 a 10.9, el método
permite andlisis de muestras numerosas con bajo gasto de reactivos
porque puede hacerse en microplaca (1). El fundamento del método
consiste en la mediciéon indirecta de la ruptura del enlace peptidico
por accién de la proteasa en una solucidon débilmente tamponada
empleando un indicador de pH; cuando el enlace peptidico es es-
cindido se libera un protén que es captado por el indicador de pH
sufriendo un cambio de color que es monitoreado por un espectrofo-
témetro. El método debe ser empleado conjugando un par indicador
de pH y buffer para cada pH deseado como se indica en la tabla 1.
Este método ha sido empleado de manera exitosa para determinar
actividad proteasa extracelular producida por bacterias haléfilas
aisladas de distintos ambientes (2), en condiciones de elevada sali-
nidad y pH alcalino, cabe mencionar que el método es muy sensible.

1. Biotecnologia Industrial, Centro de Investigacidn y Asistencia en Tecnologia y Di-
sefio del Estado de Jalisco. Normalistas 800, Colinas de la Normal, CP 44270,
Guadalajara, Jalisco.

2. Departamento de Fundamentos del Conocimiento, CUNorte, Universididad de
Guadalajara, Carretera Federal No. 23 Km 191, Colotlén, Jalisco, CP 46200.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO

» Espectrofotémetro con lector para microplacas UV /VIS 1
® Micropipetas, 1000 L, 200 uL, 20 pL 3
® Microplacas de 96 pozos 1
® Puntas para micropipeta, 1000 uL, 200 gL, 20 PL 20
® Microtubos 1.5 mL 1
® Tubo de 15 mL 1

SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

m Buffer-Sustrato: Tris 2.5 mM (pH 8.2)
+ Rojo de cresol (0.2 mM) + NaCl (4 M)* +

= Caseinato de sodio (0.5 % w/v) 10 mL

® Muestra propiamente dilvida y filtrada 2mlL

® Blanco, muestra desnaturalizada (o medio 2 mlL
de cultivo)

m Control positivo, proteasa comercial diluida 2 mL

m Buffer: Tris 2.5 mM (pH 8.2) + Rojo de cresol 2 mlL
(0.2 mM) + NaCl (4 M)* para curva

m HCI: 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 y 0.7 mM (curva 2mL
estdndar diluida en Buffer)

® Dimetilsulféxido (DMSQ) para dilucién previa 2 mlL

del indicador

*

La molaridad del NaCl puede variar desde O hasta 4 M de acuerdo con lo requeri-

do. El par Buffer-Indicador puede cambiar de acuerdo con pH que se desee evaluar
(Ver tabla 1).

B DESCRIPCION DEL METODO

1.

Preparar soluciones stock, en particular del indicador, que debe
diluirse en DMSO concentrado 25 mM.

2. Preparar la mezcla (Buffer-Sustrato) fresca, no se recomienda

guardar. Utilizar soluciones stock concentradas para generar la
mezcla, en la figura 1 se sugieren concentraciones de las solu-
ciones stock y las cantidades a usar para preparar la mezcla
Buffer-Sustrato (figura 1). El pH de la mezcla se ajusta de acuer-
do con el par Buffer-Indicador, en este ejemplo a pH 8.2 (Tris-
Rojo cresol).

3. Preparar la muestra, el blanco y el control positivo, filtrar y diluir

como convengad.
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4. Colocar en la microplaca 100 UL de la solucién (Buffer-Sustrato)
para cada muestra, blanco o control (realizando triplicados).

5. Adicionar 20 YL de muestra, blanco o control como corresponda.

6. Colocar la microplaca en lector de microplacas (espectrofoté-
metro).

7. Programar la opcién cinética en lector de microplacas para incu-
bar durante 5-15 minutos a 37 °C, tomando lecturas cada 30 s,
con 5 s de agitaciéon antes de las lecturas. Tomar lecturas a una
longitud de onda de 574 nm. Esta longitud cambia en funcién del
par Buffer-Sustrato que se seleccione en funcién del pH deseado
(tabla 1).

8. La curva estdndar se prepara con HCL disuelto en Buffer (libre
de sustrato), se realizan diluciones para tener concentraciones en
un rango de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 y 0.7 mM, se colocan 120 JL
de cada dilucién estdndar en la microplaca y se lee a 574 nm
(pH 8.2).

9. Realizar célculos como se indica en ecuacién 1.

STOCK

INDICADOR

25 mM EN
DSMO

INCUBAR EN LECTOR DE MICROPLACAS,
EN MODO CINETICA 15 min, 574 nm,
MUESTRA - ol 37 °C, O TEMPERATURA DESEADA

FILTRADA

MEZCLA
BUFFER-
SUSTRATO*
* AJUSTAR A 10 mL
USANDO AGUA :n(m::snr]
C(contro]
CURVA
Xul ESTANDAR
de acuerdo a HCL
molaridad
final deseada

100 pL

Figura 1. Protocolo para cuantificacién de actividad proteasa, las concentraciones de
las soluciones stock son sugeridas.

pH Buffer Indicador* Longitud de onda | Cambio de color
7.4 MOPS 2.5 mM Rojo fenol 0.35 mM 558 Rojo a amarillo
8.2 TRIS 2.5 mM Rojo cresol 0.2 mM 574 Rojo a amarillo
9.7 CHES 2.5 mM Fenolftaleina 0.5 mM 553 Fucsia a incoloro
10.9 CAPS 2.5 mM Alizarina 0.5 mM 493 Rojo a amarillo

*Indica la molaridad final en la mezcla Buffer-Sustrato, pero estos se preparan concentrados: 25 mM en DMSO

Tabla 1. Par Buffer-Sustrato a emplear en funcién del pH que se desea evaluar.
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. RESULTADOS

Una unidad (U) de actividad proteasa se define como la cantidad
de enzima requerida para liberar un micromol de H (equivalente en
HCI) por minuto, del grupo amino terminal de la caseina, en las con-
diciones del ensayo. De acuerdo con la siguiente ecuacién:

U _ Rm-Rb*120*FD
ml Rs * 20

Ecuacién 1: donde

Rm = pendiente de reaccién de la muestra en unidades de ABS /min,
Rb = pendiente de reaccién del blanco en unidades de ABS/min,
Rs = pendiente de la curva estandar en unidades de ABS/min,

FD = factor de dilucién de la muestra,

120 es el volumen de reaccion y

20 el volumen de muestra empleado.

Este método podria desarrollarse mdés a futuro investigando valores
de pH distintos empleando otros pares Buffer-Indicador, de igual
manera buscar sustratos distintos del Caseinato de sodio.
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DETECCION CUANTITATIVA Y
CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD
LIPOLITICA
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Rosa Maria Oliart Ros'™

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:

rosa.or@veracruz.tecnm.mx

B INTRODUCCION

La actividad lipolitica de las lipasas, carboxilesterasas, cutinasas y
fosfolipasas puede ser detectada por métodos espectrofotométricos
(basados en la hidrélisis de la cadena unida al p-nitrofenilo), o fluo-
rescentes (por hidrélisis de la cadena lateral del p-metilumbeliferilo).
Aqui se presentard un método cualitativo, también denominado zi-
mograma o deteccién in situ (1) y un método cuantitativo (2), ambos
Utiles en la deteccidn, identificaciéon y caracterizacion de las enzimas
lipoliticas. Ambos métodos han sido utilizados exitosamente en la
identificacién y cuantificaciéon de la actividad lipolitica de una lipasa
y una carboxilesterasa producidas por el terméfilo Geobacillus ther-
moleovorans CCR11 (3).

1. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897 Veracruz, Ver.

2. Laboratorio de Quimica y Biotecnologia, Facultad de Bioandlisis, Universidad
Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.

175 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




. MATERIALES Y EQUIPO
MATERIALES NECESARIO

® Minigel de poliacrilamida en condiciones disociantes 1 pz
con la muestra del extracto enzimdtico
(crudo o purificado), recién corrido, sin tefir
® Caja de Petri o cristalizador donde quepa el minigel 1 pz
® Microtubos nuevos de 1.5 mL 20 pz
® Pipeta automatica 1000 pL 1
" Pipeta automética 20 plL 1
" Puntas nuevas para pipetas C. sufic.
® Celdas desechables para espectrofotémetro 10 pz
" Balancin para agitacién 1
® Transiluminador de luz UV
® Microcentrifuga refrigerada
® Agitador vértex
® Parrilla de calentamiento para microtubos
" Espectrofotémetro ajustado a 405 nm

el il ol !l

SOLUCIONES NECESARIO
® Solucién de p-metilumbeliferilo butirato 200 plL
(MUF-butirato) 25 mM en etilénglicol monometil éter

= Solucién 2.5 % (v/v) de Tritén X-100 20 mL

® Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7.0 50 mL

® p-nitrofenil laurato 0.01 M en etanol absoluto 1 mL

® Carbonato de sodio 0.1 M recién preparado 100 mL
® Extracto de la enzima en amortiguador adecuado 1 mL

= Mismo amortiguador para hacer diluciones 100 mL

B DESCRIPCION DEL METODO

Método cualitativo

1. Desmontar el minigel de poliacrilamida, colocarlo en la caja Petri o
cristalizador.

2. Agregar de 20 a 25 mL de solucién de Triton X-100 2.5 % (v/v),
agitar en el balancin durante 30 min. Desechar la solucién de Tritén
X-100.

3. Agregar de 15 a 20 mL de solucién amortiguadora de fosfato de po-
tasio 50 mM pH 7.0, agitar por 20 min. Desechar el amortiguador y
repetir el enjuague con mds solucién amortiguadora por otros 20 min.
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4. Agregar de 10 a 15 mL de amortiguador de fosfato de po-
tasio 50 mM pH 7.0 mdas 200 YL de soluciéon de MUF-butirato.
Agitar por 1 min y observar inmediatamente bajo a luz UV en
el transiluminador. EIl MUF-butirato se prepara previamente en
ambiente libre de oxigeno y protegido de la luz. Se almacena
en alicuotas en microtubos forrados con papel aluminio y conser-
vados a -20 °C.

5. La banda de proteina con actividad lipolitica se verd fluorescen-
te. Hacer una incisién sobre la banda fluorescente para identi-
tificarla posteriormente con uno de los protocolos ampliamente
conocidos de tincién de geles de poliacrilamida (azul de Cooma-
sie o plata).

Enjuagar con

Correr el mini gel Desmontar el mini solucionda Toon Enjuagar con Repetir enjuague
. —> gelycolocarloen — ~ 5 —> amortiguador por —> con amortiguadory
por electroforesis la caja Petri X-1 ogzszzﬁgrmm o 20 min y desechar desechar
- |
Agregarde 10 a Observar bajo la N
15mL de Incubarde 1 a 2 luz UV y marcar la uzLTZI; eclag;'l‘:;"e =
amortiguador més > min > banda fluorescente > B
200 mL del sustrato con una incisién P

Figura 1. Diagrama de flujo del método cualitativo de deteccién de la actividad

lipolitica.

Método cuantitativo

1. Preparar tres diluciones del extracto enzimdtico obtenido de la cepa
de estudio, de 500 HL cada una en proporcién 1:10, 1:100 y 1:1000
diluyendo con el amortiguador adecuado, agitar por vértex.

2. Rotular diez microtubos para las reacciones: uno serd para el blanco
y nueve serdn para las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000, por tripli-
cado.

3. Agregar en los microtubos 800 UL del amortiguador con el que se
diluyé el extracto enzimdtico.

4. En el blanco, agregar 100 UL del mismo amortiguador, y 100 UL de
cada una de las diluciones del extracto enzimdtico (1:10, 1:100, y
1:1000) a los microtubos correspondientes.

5. Agregar 100 UL de p-nitrofenil laurato en etanol absoluto al blanco
de reaccién, mezclar por vértex y colocar en incubacién en el bafo
precalentado a la temperatura éptima de la enzima, marcar el inicio
de la incubacién; repetir en secuencia para el resto de los tubos de
reaccion. Incubar por 30 min con agitacién moderada.
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La reaccién se observa por la aparicién de un color amarillo
claro. Se puede reemplazar el sustrato p-nitrofenil laurato por
otro p-nitrofenil que tenga distinta longitud de cadena (acetato,
butirato, caproato, palmitato, etc.), dependiendo de la preferen-
cia de sustrato de la enzima de estudio. Los sustratos de cadena
mds larga, a partir de 16 carbonos, deberdn solubilizarse con
acetonitrilo grado reactivo.

6. Pasados 30 min de incubacién, detener la reaccién con 250 pL
de solucién de carbonato de sodio, empezando por el blanco.
Centrifugar a 16,000 g a 15 °C por15 min.

7. Medir la Absorbancia a 405 nm del sobrenadante. Empezar con
el blanco y restar la Absorbancia a las lecturas de las muestras.

8. NOTA: Para cuantificar la actividad de una enzima previamente
liofilizada o inmovilizada en un soporte o por entrecruzamiento,
se deben colocar 2.5 mg en el microtubo, después se agregard
el amortiguador adecuado y se finalizard con los pasos 5, 6 y 7.

9. La actividad enzimdtica se cuantifica de acuerdo al coeficiente
de extincién molar (€) del p-nitro fenol a 405 nm, en unidades de
mM-'ecm’!, dicho coeficiente se obtiene mediante la elaboracién
de una curva estdndar de concentraciones conocidas de p-nitro
fenol (mM) vs. Absorbancia, en las condiciones del andlisis.

10. Por ejemplo, si se utiliza como amortiguador el Tris-HCl 50 mM
a pH 7.5 y 50 °C, el coeficiente es de 1.1591 mM'em™'. Una
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de
enzima que libera 1 mmol de p-nitro fenol en 30 min bajo las
condiciones del andlisis. El cdlculo de la actividad enzimdtica se
realiza con la Ecuacién 1.

U - Abs s X dilucién”

mL ~ ¢ (1cm)(1.250 mL)

Precalentar el Rotlarics Agregarel Prepararlas Agregar la enzima
bafio, enfriarla —> Icrotub —> amortiguadora los —> dilucionesde la —> dilvida a los
centrifuga IICIOIbOS microtubos enzima microtubos
\
Agregar el sustrato Incubar 30 min en . . .
— —> Detenerla reaccién —> Centrifugar —>  Leer absorbancia

a los microtubos bafio

Figura 2. Diagrama de flujo del método cuantitativo para determinar la actividad
lipolitica.
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. RESULTADOS

Método cualitativo

En la figura 3 se muestra un gel de poliacrilamida donde pueden
verse del lado derecho las bandas fluorescentes con actividad lipo-
litica (B) y del lado izquierdo, el mismo gel tefiido con azul de Coo-
massie (A). El primer carril es el marcador de peso molecular, de tal
manera que puede calcularse el peso molecular de la proteina con
actividad lipolitica (3).
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Figura 3. Purificacidén parcial por membranas de ultra filtracién de CaesCCR11. Ca-
rriles (1) marcador, (2) Extracto crudo, (3) Retenido de membrana de 100 kDa, (4)
Filtrado de membrana de 100 kDa y (5) Retenido de 10 kDa del filtrado de 100 kDa.

Método cuantitativo

Los valores obtenidos para la Absorbancia de cada muestra y el
cdleulo de las unidades de actividad lipolitica pueden registrarse en
la tabla 1; al ser por triplicado, puede también conocerse la desvia-
cién estdndar de los datos obtenidos.

Dilucién Absorbancia U/mlL Promedio | Desviacion
(U/mL) estandar
1:10
1:100
1:1000

Tabla 1. Determinacién del valor promedio de la actividad enzimdtica en U/ml.

Los métodos aqui presentados tienen utilidad en el seguimiento del
proceso de purificacién de las lipasas y carboxilesterasas, para de-
tectar actividad lipolitica en extractos celulares o medios libres de
células, asi como en los distintos protocolos de inmovilizacién de en-
zimas, ya que es posible verificar la eficiencia por la retencién de la
actividad durante el almacenamiento o los ciclos de reuso.
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[l INTRODUCCION

Las enzimas lipoliticas poseen amplias aplicaciones biotecnolégicas.
La inmovilizacién mejora la estabilidad del biocatalizador, le con-
fiere la ventaja de aumentar su estabilidad en solventes orgdnicos,
fluidos supercriticos, liquidos idnicos y en condiciones extremas de
procesos industriales tales como elevadas temperaturas, pH extremo,
elevada fuerza iénica y la presencia de agentes desnaturalizantes.
Ademds, permite su uso repetido y hace mds fécil la separacién del
medio de reaccién. Existen diferentes métodos de inmovilizacién, en-
tre los que se encuentran aquellos que utilizan soportes inertes. Entre
los soportes que han despertado mayor interés para la inmoviliza-
cién de enzimas lipoliticas se encuentra el polipropileno, que permite
de manera rdpida y econémica la inmovilizaciéon via adsorcion (1).
Este método es Util en la preparacién de derivados inmovilizados
de lipasas y esterasas de microorganismos terméfilos tales como
Geobacillus thermoleovorans CCRR11 (2).

1. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacidn y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897 Veracruz, Ver.

2. Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica, Facultad de Bioandlisis, Uni-
versidad Veracruzana.Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.

3. Laboratorio de Quimica y Biotecnologia, Facultad de Bioandlisis, Universidad
Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO

Polipropileno poroso Accurel EP-100, 1g
tamafo 200 a 1000 um, poro de 0.05 a 0.5 um

y superficie de 90 m* /g

Matraces Erlenmeyer de 25 mL 6 viales con tapén 10

Microtubos nuevos de 1.5 mL suficientes
Pipeta automdtica 1000 pL 2

Pipeta automdtica 20 plL 1

Papel Whatman No. 1 suficiente
Parrilla de calentamiento o bano Maria

Centrifuga refrigerada

Placa de agitacion

R S U —)

m Espectrofotémetro
B Vértex

SOLUCIONES NECESARIO
» Extracto enzimatico y/o crudo de la enzima 1 mL

de interés (lipasa)

® Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM [pH 6.5] 100 mL

= Etanol absoluto 100 mL
® Solucién stock 1 mg/mL albimina sérica bovina 3 mL
® Agua ultrapura 5mL

[ ] DESCRIPCION DEL METODO

1.

En viales de vidrio agregar 25 mg de polipropileno (pretratadoa
temperatura ambiente durante 30 min con 0.15 mL de etanol al 50 %,
y su evaporacion a 50 °C por 10 min).

Agregar 1.5 mL de extracto enzimdtico diluido en amortiguador de
fosfato de potasio 50 mM [pH 6.5] hasta alcanzar una concentracién
de 2.5 mg proteina/mL. El extracto deberd estar previamente ca-
racterizado en cuanto a actividad y concentracién de proteinas, y se
debe hacer un estudio previo de isotermas de adsorcion para deter-
minar la concentracion de proteinas en la que el soporte adsorbe la
mayor actividad especifica (3).

Agitar a 250 rpm en un agitador orbital durante 3 h (se requiere
evaluar previamente el tiempo en el que la adsorcién sea la maxima).

182 MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




4. Al final de la inmovilizacién se debe separar el sobrenadante
por filtraciéon con embudos de filtraciéon y papel filtro (peso cons-
tante), y se determina la actividad lipolitica y la concentraciéon
de proteinas en el sobrenadante.

5. El inmovilizado se debe lavar al menos tres veces con 3 mL de
solucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 [pH 6.5] y se-
carse al vacio a temperatura ambiente durante 18 h.

6. Verificar la actividad lipolitica del inmovilizado de acuerdo con
el método descrito en la seccién “Deteccion cuantitativa y cuali-
tativa de la actividad lipolitica”. Se puede hacer también ciclos
de reUso, verificar la termoestabilidad y resistencia a pH extre-
mo utilizando el mismo método de actividad lipolitica. Se puede
también evaluar la capacidad sintética en solventes orgdnicos.

Andlisis de
Obtencién Lavados actividad y Andlisis de la
del Acondicionamient Incubacion Y proteinas actividad
secados al : %
extracto o del soporte por3h = residuales en los lipolitica del
R vacdo . s
enzimatico medios de inmovilizado

inmovilizacién

Figura 1. Esquema de trabajo del protocolo de inmovilizacién enzimdtica en polipro-
pileno.

. RESULTADOS

Para calcular la actividad enzimdtica en la enzima inmovilizada y en
los sobrenadantes, referirse al procedimiento descrito en el capitulo
“Deteccion cuantitativa y cualitativa de la actividad lipolitica”. Las
unidades de actividad de cada etapa se registran en la tabla 1.

Muestra | Inicio | Sobrenadante | Enjuague 1 | Enjuague 2 | Enjuague 3 | Inmovilizado

Tabla 1. Cuantificacién de actividad (U/mL) para las muestras de enzima.

Para calcular la concentraciéon de proteinas en los sobrenadantes
y determinar la proteina inmovilizada, se hace uso del método de
Lowry (4). La concentracién de proteina se registra en la tabla 2. La
cantidad de proteina en el inmovilizado se calcula por diferencia
con la concentracién de inicio, antes de la inmovilizacién.

Muestra | Inicio | Sobrenadante | Enjuague 1 | Enjuague 2 | Enjuague 3 | Inmovilizado

Tabla 2. Cuantificacién de proteina (mg/ml) para las muestras de enzima.
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El método propuesto permite obtener derivados sélidos de enzimas
lipoliticas con una elevada actividad especifica y una buena resis-
tencia al reuso y al almacenamiento. Estos biocatalizadores de lipa-
sa inmovilizada pueden utilizarse en la exploracién de reacciones
de sintesis de aromas como el butirato de butilo.
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B INTRODUCCION

Las enzimas extreméfilas poseen mdltiples aplicaciones en diversos
campos de la industria. Algunos de los procesos donde estas enzi-
mas se ven involucradas pueden ser llevados a cabo de manera
mdés eficiente a elevadas temperaturas o en presencia de solventes
orgdnicos, por ello se ha buscado obtener derivados enzimdticos
que sean adecuados a estos retos, como la inmovilizacién. La pro-
duccién de agregados enzimdticos reticulados o CLEAs es una es-
trategia de inmovilizacién covalente libre de soporte, que permite
obtener catalizadores sélidos y mds estables a la desnaturalizacion
por calor, solventes orgdnicos y protedlisis, que sus formas solubles
o liofilizadas (1). Este método ha sido utilizado para generar CLEAs
de la lipasa terméfila recombinante LipMat CCR11, proveniente del
terméfilo Geobacillus thermoleovorans CCR1 1y se ha obtenido un de-
rivado enzimdtico con termoestabilidad mejorada y buena resisten-
cia al reuso.

1. Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica, Facultad de Bioandlisis, Uni-
versidad Veracruzana. Carmen Serdén s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.

2. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897 Veracruz, Ver.

3. Laboratorio de Quimica y Biotecnologia, Facultad de Bioandlisis, Universidad
Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.
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. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
Matraces Erlenmeyer de 25 mL o viales con tapén 10
Microtubos nuevos de 1.5 mL Suficientes
Pipeta automdtica 1000 UL 2
Pipeta automdatica 20 WL 1
Pipeta automdtica 200 uL Suficiente
Concentrator MiniVac 1

Parrilla de calentamiento o baio Maria
Centrifuga refrigerada
Placa de agitacion

— — — —) —

B Espectrofotémetro
B Voértex

SOLUCIONES NECESARIO
» Extracto enzimdtico y/o crudo de la enzima de 10 mL

interés (lipasa)

m Glutaraldehido 10 mL
= Sulfato de amonio 100 g
® Tritén X-100 10 mL
® Amortiguador de fosfato de potasio 50 mM [pH 7.0] 100 mL
= Agua ultrapura 5mL

B DESCRIPCION DEL METODO

1.

Diluir la enzima con solucién amortiguadora de fosfato de pota-
sio 50 mM [pH 7.0] para obtener una concentracién de proteina
de 1-10 mg/mL.

Adicionar Tritén-X100 a una concentracién final del 0.15 % en
la mezcla de reaccién.

Agregar la solucién de sulfato de amonio hasta una concentra-
cién que estard en el intervalo de 20-60 %, a temperatura am-
biente. El valor 6ptimo de este porcentaje se determina haciendo
pruebas con distintas concentraciones de tal forma que se logre
el mayor entrecruzamiento de proteina activa, lo que se verifica
con la determinacién de actividad de los CLEAs (2).

Enseguida, adicionar la solucién acuosa de glutaraldehido a una
concentracién final de 300 mM. Esta mezcla se deja reaccionar,
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a 4 °C durante al menos 2 h, con agitacién constante a 300 rpm,
hasta observar la formaciéon de precipitado. La reaccién se detiene
diluyendo la concentraciéon de sulfato de amonio en el medio por
debaijo del 15 %.

5. Separar los CLEAs centrifugando la mezcla de reaccién a 9,000 g a
10 °C por 15 min, y decantando la fase soluble.

6. Lavar los CLEAs afadiendo solucién amortiguadora de fosfato de
potasio 50 mM [pH 7.0] hasta cubrir los sélidos y centrifugar. Este
procedimiento se repite tres veces.

7. Someter los CLEAs a un secado al vacio en un concentrador centri-
fugo para su posterior caracterizacién y almacenamiento a -4 °C.
Para determinar la actividad enzimdtica en los CLEAs y en los
sobrenadantes, referirse al procedimiento descrito en el capitulo
“Deteccion cuantitativa y cualitativa de la actividad lipolitica”.
Para calcular la concentracién de proteina en los sobrenadantes
y calcular la proteina entrecruzada en los CLEAs, se puede hacer
uso de la técnica de Lowry (3).

. Adiciéon de N Separacién, S
Dilucién del detergente y Entrecruz:mlenio lavadoly Caracaterizacion
extracto i con | secado al .
enzimdtico glutaraldehido almacenamiento

precipitante vacio

Figura 1. Esquema para la inmovilizacién de enzimas por entrecruzamiento con glu-
taraldehido.

. RESULTADOS

Las unidades de actividad de cada etapa obtenidas con el método
descrito en la seccién “Deteccion cuantitativa y cualitativa de la ac-
tividad lipolitica”’se registran en la tabla 1.

Muestra | Inicio | Sobrenadante | Enjuague 1 | Enjuague 2 | Enjuague 3 | Inmovilizado

Tabla 1. Cuantificacién de actividad (U/mL) para las muestras de enzima.

Muestra | Inicio | Sobrenadante | Enjuague 1 | Enjuague 2 | Enjuague 3 | Inmovilizado

Tabla 2. Cuantificacién de proteina (mg/ml) para las muestras de enzima.
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Este método permite obtener biocatalizadores sélidos con una ma-
yor resistencia a diversas condiciones de sintesis, tales como eleva-
das temperaturas, fuerzas idnicas o presencia de detergentes y otros
agentes caotrépicos, y puede ser aplicada en reacciones llevadas a
cabo en disolventes orgdnicos o en ausencia de disolvente.

. REFERENCIAS

1. Gupta, P. et al. (2009) Characterization of cross-linked immobi-
lized li- pase from thermophilic mould Thermomyces lanuginosa
using glutaraldehyde. Biores Technol 100 (18): 4074-4076.

2. Talekar, S. et al. (2013) Parameters in preparation and charac-
terization of cross-linked enzyme aggregates (CLEAs). RSC Ad-
vances 3 (31): 12485-12511.

3. Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., y Randall, R. J. (1951).
Protein measurement with the Folin phenol reagent. Department
of Pharmacology Washington University. School of Medicine, St.
Louis Missouri. Journal Biological Chemistry193: 265-275.
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PROCEDIMIENTO PARA

LA CUANTIFICACION DE
BACTERIOCLOROFILAS EN BACTERIAS
FOTOSINTETICAS

Maria Teresa NUfiez Cardona'”, Jordi Mas Gordi?, Olga
Sdnchez Martinez®

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:

mtnunez(@correo.xoc.uam.mx

B INTRODUCCION

Las bacterias fotosintéticas anoxigénicas (BFA), habitan en una gran
diversidad de ambientes y son frecuentes en aquellos considerados
extremos (Ej. alcalinos, salinos, fondos marinos), especialmente en
donde no hay oxigeno, abunda la materia orgdnica en descomposi-
cién y el sulfuro de hidrégeno, resultado de la degradaciéon de esta
Ultima. Las BFA rojas y verdes (sulfurosas y no sulfurosas) se pueden
distinguir gracias a los pigmentos que contienen y en condiciones
naturales crecen masivamente coloreando los cuerpos de agua. Las
diferencias en su pigmentacién (color) se deben a la naturaleza de
sus bacterioclorofilas que pueden ser de los tipos: a, b, ¢, d, ey g (1)
y de sus carotenos (Ejs. espiriloxantina, rodopinal, licopeno, cloro-
bacteno, etc.), en las bacterias rojas se localizan en sus membranas
formando complejos con proteinas. La bacterioclorofila a es frecuen-
te entre las especies de las BFA rojas (sulfurosas y no sulfurosas), la
bacterioclorofila b sélo ha sido detectada en algunos miembros de
los géneros de Rhodopseudomonas, Thiocapsa, Ectothiorhodospira y
también, en la extreméfila Thioalkalicoccuslimnaeus (2). Las bacterio-
clorofilas ¢, d y e, son caracteristicas de BFA verdes (Chlorobiaceae y
Chloroflexaceae) que ademds, cuentan con cantidades pequefias de

1. Lab. Ecologia Microbiana, Departamento el Hombre y su Ambiente, Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco, CDMX, México.

2.y 3. Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Auténoma de Bar-
celona.
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bacterioclorofila a; finalmente, la bacterioclorofila g, es caracteris-
tica de Heliobacteria. Los pigmentos de las BFA son utilizados para
caracterizarlas (especialmente analizados in vivo) y para estimar su
biomasa por espectrofotometria, previa extraccién con solventes or-
gdnicos (Ejs. acetona al 90 %, etanol al 100 %, metanol frio, aceto-
na: metanol, hexano, etc.). Las bacterioclorofilas presentan absorcién
maxima en el azul (menos de 450 nm) asi como en el rojo e infra-rojo
(650-1000 nm); los carotenos entre el 400-500 nm vy las ficobilipro-
teinas entre 550-650 nm del espectro de la luz.

. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
m Centrifuga 1
m Espectrofotémetro 1
= Tubos para centrifuga (10 X 1.5 cm/13 mlL) 10
m Celdas para espectrofotémetro 4
® Pro-pipetas 1
m Pipetasserolégicas de 5.0 ml 3
® Pipetas serolégicas de 10.0 ml (opcional) 5
® Gradilla 1
B | 4pices 2
® Piseta 250 ml 2
® Papel secante Rollo
SOLUCIONES NECESARIO
m Agua destilada 500 ml 500 mL
= Metanol 100 ml 100 mL
m *Cultivos liquidos de bacterias fotosintéticas™ 6

*Descrito en otro capitulo de esta obra

B DESCRIPCION DEL METODO

1. En tubos para centrifuga, colocar un volumen conocido del cultivo
bacteriano y centrifugar a 5,000 rpm durante 15-20 minutos.

2. Eliminar el sobrenadante evitando que las bacterias se suspendan.

3. Resuspender las células bacterianas golpeando suavemente los tubos
y agregar el metanol (3-5 mL). Envolver los tubos con papel aluminio
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o bien colocar las muestras en una caja oscura para evitar la expo-
sicién a la luz. Conservar a 4 °C durante 16 h para extraer los
pigmentos.

4. Pasado el tiempo de extraccién (16 h), centrifugar las muestras
a 5,000 rpm durante 15-20 min (protegerlas de la luz) y reali-
zar las lecturas en el espectrofotémetro. Si este es de doble haz
(Ej. Shimadzu UV160), en uno de los fotodetectores se coloca la
celda con la muestra (pigmentos extraidos) y en otra celda al meta-
nol (blanco). Las lecturas pueden realizarse de 300 a 800 nm. En el
caso de utilizar un espectrémetro con un solo haz, este se calibra
con el solvente. Para cuantificar la bacterioclorofila q, se utiliza
la absorbancia a 770 nm y para la bacterioclorofila ¢ a 670 nm,
para ello se utiliza la féormula siguiente:

Cultivos Centrifugado Cultivos centrifugados Espectrofotémetro

BChla/c (gL") = [(Absorbancia/C.E.)(VS/ VCC)]*1000 (3)
Absorbancia a 770 nm para la bacterioclorofila a

Absorbancia a 670 nm para la bacterioclorofila ¢

Los Coeficientes de Extincién (C.E.) en metanol (4) son los siguientes:
Bacterioclorofila a a 770 nm: 84.1gL'.cm

Bacterioclorofila ¢ a 670 nm: 86.0 gL '.cm’!

VS: Volumen de metanol utilizado para la extraccién

VCC: Volumen del cultivo de bacterias fotosintéticas centrifugado

. RESULTADOS

Una vez realizadas las lecturas de la Absorbancia y los cdlculos
respectivos de la concentracién de las bacterioclorofilas, estas se
pueden concentrar en una tabla y en su caso representarlas en un
grdfico. En la tabla 1 se registran los datos y la concentracién de la
bacterioclorofila en los cultivos (muestras).
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Tabla 1. Registro de datos para calcular la concentraciéon de bacte-
rioclorofilas

Clave Color VS (ml) Absorbancia a Concentracién
del del cultive VCC (ml) (meidhél) 770 nm o de
cultive 670nm bacterioclorofila
1 Rosa 10.0 3.0

B DESCRIPCION DEL METODO

Ademds de determinar la biomasa de las BFA mediante los pigmen-
tos fotosintéticos es posible conocersu capacidad de utilizar com-
puestos diferentes como fuentes de carbono (acetato, piruvato, etc.)
[3], asi como su respuesta a variables quimicas (diferente salinidad,
pH, fuentes de azufre) y fisicas (iluminacién, calidad de la luz, etc.),
entre otros, ya que la respuesta de las BFA estos factores se eviden-
cia en la produccién de sus pigmentos (Ej. bacterioclorofilas).

] CUESTIONARIO

1. Escribe las caracteristicas generales de las bacterias fotosintéti-
cas rojas y verdes del azufre.

2. Anota a cudntos nanémetros, ademds de 770 nm, se puede de-
tectar la bacterioclorofila a en las bacterias rojas del azufre.

3. éEn qué ambientes extremos se han aislado bacterias fotosintéti-
cas? Menciona tres ejemplos de estas.

4. Escribe tres ejemplos de carotenos presentes en las bacterias
fotosintéticas rojas del azufre y su utilidad en la medicina y/o
biotecnologia.

5. 2Cémo podemos distinguir si el color verde de un cultivo se debe
a la presencia de un procarionte o a un eucarionte fotosintético?
Las respuestas de este cuestionario deben llevar citas y al final
la lista de referencias bibliograficas.

. MANEJO DEL METANOL Y SUS RESIDUOS

El metanol es flamable y téxico por inhalacién, provocando irritacion
de las vias respiratorias. Puede irritarla piel al contacto y los ojos
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provocando ceguera por lesidn irrevesrsible del nervio éptico. La
ingestion provoca nduseas, vomitos, dolores de cabeza y vértigos.
Para el manejo de residuos, el contenido de las celdas debe colo-
carse en un recipiente especial (sin combinar con otros solventes) y
etiquetar como residuo peligroso. Generalmente en las instituciones
se realizan campafias para su recoleccion y disposicién final.

. REFERENCIAS

1. Blakenship R. E.,, Madigan M. T., Bauer C. E. (1985). Anoxygeni-
cphotosynthetic bacteria. Kluver Academic Publishers.

2. Bryantseva I. A., Gorlenko, V. M., Kompantseva, E. I., Imhoff,
J. F. (2000). Thioalkalicoccus limnaeus gen. nov. sp. nov., a
new alkaliphilic purple sulfur bacterium with bacteriochloro-
phyll b. Int J Syst Evol Microbiol 50(6):2157-2163.https://doi.
org/10.1099/00207713-50-6-2157.

3. Noiez-Cardona M. T.,, Chdvez-Herndndez M., Signoret-Poillon
M. (2011). Aislamiento y caracterizacién de bacterias rojas no
sulfurosas provenientes del humedal de la Mixtequilla, Veracruz
(México). ECIPeru 8(2):33-38.

4. Stal L. J., Van Gemerden H., Krumbein W. E. (1984). The simul-
taneous assay of chlorophyll and bacteriochlorophyll in natural
microbial communities. J Microbiol Meth 2(6):295-306.
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EXTRACCION DE ARN DE HONGOS
FILAMENTOSOS EN CONDICIONES DE
HIPERSALINIDAD

Heidy Peidro Guzmdn', Ramén Alberto Batista Garcia'”

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
rabg@uaem.mx

] INTRODUCCION

Las tecnologias édmicas ofrecen una oportunidad Unica para el estu-
dio fisiolégico de las adaptaciones microbianas a diferentes condi-
ciones de extremofilia. En particular, los estudios transcriptémicos, los
cuales se basan en la secuenciaciéon de ARN, permiten el andlisis de
los perfiles transcripcionales para identificar genes diferencialmen-
te expresados en condiciones de extremofilia, como aquellas que
imponen elevadas concentraciones de sales inorgdnicas (ejemplo
[NaCl]>1 M). Uno de los principales retos en los estudios transcrip-
témicos es el aislamiento de ARN de calidad suficiente (RIN>9) para
la construccién de librerias y posterior secuenciacion. La extraccion
de ARN a partir de hongos filamentosos cultivados en condiciones de
hipersalinidad se puede realizar utilizando diferentes kits comercia-
les (ejemplo: Sigma, Invitrogen, etc.). Sin embargo, en la experiencia
de nuestro grupo de trabajo, estos kits no siempre son Utiles para
lograr purificar ARN de microorganismos cultivados en presencia de
condiciones hipersalinas, como, por ejemplo, una concentracién satu-
rada de NaCl (5.13 M). En este caso se propone emplear el método
del fenol dacido, el cual ha resultado muy Util para la extraccién y
purificacién de ARN en condiciones de saturacién de NaCl, MgCl,,
KClI, sorbitol, etc.

Este método se basa en la separacion de las moléculas de acuerdo
con su solubilidad, y considera la adicién de fenol dcido a una solu-
cién acuosa de células lisadas o tejido homogenizado. Esto conlleva

1. Centro de Investigacién en Dindmica Celular, Instituto de Investigacién en Cien-
cias Bdsicas y Aplicadas. Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Cuerna-
vaca, Morelos, México.
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a la separacién de la muestra en dos fases: una superior acuosa y
una inferior orgdnica, que pueden ser separadas por centrifugacion
(1). Los &cidos nucleicos son compuestos polares con carga negativa
debido a la presencia de grupos fosfato en su estructura. La extrac-
cién con fenol dcido posibilita que los dcidos nucleicos queden en la
fase acuosa superior en lugar de la fase orgdnica inferior. Por otro
lado, el nicleo hidrofébico de las proteinas interactéa con el fenol
y causa su precipitacién, asi como de otros polimeros, incluyendo
carbohidratos o lipidos. El pH del fenol, por su parte, determina el
particionamiento del ADN y el ARN en estas fases (2).

A medida que el pH disminuye, la concentraciéon de protones aumen-
ta y las cargas de los grupos fosfatos del ADN son neutralizados.
Por su parte, el ARN, al ser una molécula de simple cadena, tiene sus
bases nitrogenadas expuestas a la solucién, las que pueden formar
puentes de hidrégeno con el agua, manteniendo al ARN en la fase
acuosa (3). El método propuesto ha sido utilizado exitosamente para
la extraccién de ARN del hongo Aspergillus sydowii, en condiciones
de baja actividad de agua impuesta por NaCl (4).

. MATERIALES Y EQUIPO

Los materiales y soluciones que se utilizardn en la extraccién de ARN
se describen en las tablas 1 y 2, respectivamente.

MATERIALES NECESARIO
= Pipetas (1 mL, 200 yL, 20 yL) 1 c/u
® Tubos Eppendorf (1.5 mL) (1 6 2 por muestra)
® Caja puntas amarillas (200 pL) 1
® Caja puntas azules (1 ml) 1
® Morteros (1 por muestra)
B Espdtulas (1 por muestra)

= Centrifuga

® [ncubadora

® Cdmara de electroforesis
= Ultracongelador (-80 °C)
= Guantes

® Horno

—_— o ot o

Tabla 1. Materiales a utilizar para la extraccién de ARN de hongos haldfilos.
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SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO

= Nitrégeno liquido

= TRIzol

u Dietilpirocarbonato (DEPC)

m Agua destilada

® Dodecilsulfato sédico (SDS) al 10 %
m Acetato de sodio 3 M pH 4.8
= EDTA 0.5 M pH 8

® Fenol dcido pH 4.8

® Etanol absoluto

® Etanol al 70 %

® Agua libre de nucleasas

e e S [ T

Tabla 2. Reactivos y soluciones necesarios para la extraccidn de ARN de hongos
haldfilos.

[} DESCRIPCION DEL METODO

Consideraciones:

Para evitar la degradacién del ARN, mantener siempre el espa-
cio de trabajo limpio, utilizar guantes y tratar en autoclave todo el
material. Es recomendable aplicar dos rondas de esterilizaciéon en
autoclave para todo el material, o utilizar una segunda ronda de
esterilizacién utilizando un horno a 260 °C durante 12 h.

1.

Centrifugar el cultivo deseado en tubos Falcén de 50 mL durante
10 min a 4,500 rpm.

Congelar inmediatamente los cultivos en nitrégeno liquido.
Colocar la muestra en un mortero pre-congelado previamente
a -80 °C, agregar nitrégeno liquido, macerar y afadir 2 mL de
Trizol (el Trizol actia sobre las ARNsas conforme son liberadas
durante la maceracioén), y continuar macerando el micelio hasta
obtener un polvo fino, evitando en todo momento que la muestra
se descongele, o tenga contacto con las manos u otros objetos.
Tomar aproximadamente 200 mg de micelio macerado, colocar-
lo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y afiadir a la muestra 1 mL
de Trizol.

Aplicar vértex a la muestra durante 15 s y centrifugar a 13,500 rpm
durante 10 min.
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6. Pasar el sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo/estéril y des-
echar la pastilla del cultivo.

7. Afadir a la muestra 600 YL de Solucién A (Agua DEPC: 36.9 mL;
SDS 10 %: 2 mL; Acetato de sodio 3 M pH 4.8: 267 [L; EDTA
0.5 M pH 8: 800 pL).

8. Aplicar vértex durante 15 s (en este paso se pueden dividir las
muestras si el volumen sobrepasa la capacidad del tubo Eppen-
dorf).

9. Anadir la muestra a un tubo con 600 YL de fenol dcido pre-
calentado a 62 °C.

10. Aplicar vértex durante 15 s.

11.Incubar a 62 °C durante 5 min. Agitar vigorosamente por 10 s
(manualmente) cada 50 s hasta alcanzar los 5 min de incubacién.

12. Centrifugar a 12,200 rpm por 2.5 min.

13. Transferir cuidadosamente la fase acuosa (no arrastrar residuos)
a un tubo Eppendorf nuevo/estéril con TmL de etanol absoluto
(para no precipitar sales).

14. Aplicar vértex durante 15 s.

15. Centrifugar a 13,200 rpm por 5 min. Decantar el sobrenadante.

16. Al precipitado afiadir 1 mL de etanol al 70 % y agitar usando
vértex durante 15 s.

17. Centrifugar a 12,200 rpm por 2.5 min. Decantar el sobrenadante
cuidadosamente.

18. Resuspender la pastilla con 400 PL de Solucién A. Aplicar vértex
durante 15 s.

19. Afiadir 1 mL de etanol absoluto y repetir del paso 14 al 17,
posteriormente pasar al paso 20.

20. Secar la pastilla en una centrifuga al vacio tipo Savant por 5 min
o dejar secar en la mesa de trabajo hasta que se evapore por
completo el etanol (50 min aproximadamente).

21.Resuspender la pastilla en 20 UL de agua libre de nucleasas.

22. Almacenar a -80 °C.

En la figura 1 se muestra un flujo de trabajo general para el proto-
colo mencionado anteriormente.
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Micelio fungico Macerar con 200mg micelio + Vortex 15 seg Centrifugar a 13500pm  600uLSolucionA Vortex 15 seg 600uL Fenol dcido Vortex 15 seg
Nitrogeno liquido + 1mL TRizol 10 min (pre-calentado)
2L TRizol l
N 1 mL Etanol  Centrifugar a 13200rpm 1 mL Etanol Tomar fase acosa  Centrifugar a 122001 Incubar (62 grados’ § min) y
. . L 2 GRS Eta a 12200pm 2 y
Coitara 12200 Vortex 15 seg 0% S min Vorex 1500 absoluto 2 S min Agitar x 60 seg
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v
K Repetir

—_ | | — | —

LmL Etanol  Secar pellet 20uL Agua libte  Almacenar -§0°C

400uLSolucion A
e absoluto de nucleasas

Figura 1. Esquema simplificado de extraccién de ARN.

. RESULTADOS

Una vez purificado el ARN por el método anterior, se comprueba su in-
tegridad mediante una electroforesis convencional en gel de agarosa.
En la figura 2 se puede observar cémo se visualizan las muestras de
ARN purificadas. En este caso en particular, se muestra ARN purificado
a partir del crecimiento de Aspergillus sydowii en cultivos suplemen-
tados con 0.5 M NaCl (carril 1) y 5.13 M NaCl (solucién saturadal)
(carriles 2 y 3). Las bandas intensas que se observan corresponden
al ARN ribosomal (aproximadamente el 90 % del ARN total de la
célula). En la figura 2, también se observa el ARN ribosomal 28S y el
ARN ribosomal 18S, caracteristicos de eucariontes. La intensidad de la
banda que corresponde al ARN ribosomal 28S suele ser el doble en
comparacion con la banda que corresponde al ARN ribosomal 18S. Si
el patrén de bandas del ARN purificado se observa con las caracte-
risticas anteriores, podemos augurar que la extraccién ha sido exitosa.
Finalmente, la calidad del ARN debe ser confirmada en un bioanali-
zador para conocer el RIN (RNA Integrity Number) de las muestras.
Cuando el RIN>9 podemos enviar las muestras a secuenciacién. Al-
gunas compaiias dedicadas a la secuenciacién de dcidos nucleicos
exigen valores de RIN mas flexibles (>7).

MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa correspondiente a la extraccién del ARN
del hongo Aspergillus sydowii.1- Condicién dptima de crecimiento (0.5M NaCl), 2 y
3. Condiciones de hipersalinidad (5.13M NaCl).

Este método puede ser aplicado para la extracciéon de ARN de hon-
gos filamentosos en condiciones extremas de cultivo como baja acti-
vidad de agua. Particularmente fue aplicado con éxito para la ex-
traccion de ARN utilizado en el andlisis transcriptémico de Aspergillus
sydowii en condiciones saturantes de NaCl, MgCl2, KCl y sorbitol,
entre otras.
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] INTRODUCCION

En este capitulo describimos los protocolos para extraccion de ADN
modificados de los descritos por Sambrook et al., 1989 (1), y para
extraccién de ARN modificados de los protocolos de Koronakis et
al., 1988 y Dammet al., 2015 (2, 3). Los protocolos originales son
funcionales en la extraccion de ADN o ARN de algunos géneros de
bacterias Gram-negativas y no son eficaces en bacterias Gram-po-
sitivas. En este capitulo, describimos un método modificado que ha
sido utilizado exitosamente para la extraccion de ADN y ARN de
cepas de Bacillus licheniformis termorresistentes (4, 5). Uno de los in-
convenientes principales al extraer ADN y ARN a partir de bacterias
termorresistentes, es que sus proteinas soportan altas temperaturas
de desnaturalizacién, por lo que se necesita cambiar los métodos
convencionales de extraccién, para garantizar la calidad, intensidad
y reproducibilidad del material genético. El aislamiento del ADN
descrito en este protocolo se basa en el uso de una solucién de lisis
de alta fuerza iénica a base de dodecil sulfato sédico (SDS), pro-
teinasa K y NaCl para destruir rdpidamente la membrana celular e
inactivar las DNasas. Posteriormente, el ADN de alto tamafio mole-
cular (entre 30 y 80 kb de longitud) se extrae con Fenol: Cloroformo
y se precipita con isopropanol. En el caso del método de extraccion
de ARN total el principio se basa en la extracciéon con fenol dcido
y cloroformo, lo que provocan la desnaturalizaciéon de proteinas y
lipidos. Lo que hace eficiente este proceso, son las multiples extrac-
ciones con los solventes que reducen la pérdida de ARN debido a
la formacién de complejos insolubles con proteinas, que después son
desnaturalizadas por el cloroformo.

1. Centro de Investigacién en Dindmica Celular, Instituto de Investigacién en Cien-
cias Bdsicas y Aplicadas. Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Cuerna-
vaca, Morelos, México.
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. MATERIALES

Preparar todas las soluciones con agua bidestilada (ddH.,0) y utili-

zar reactivos para biologia molecular grado analitico. Preparar los
reactivos a temperatura ambiente; manteniendo a temperatura am-

biente los de uso a corto plazo y a -20 °C los de uso a largo plazo.
Para los Ultimos se recomienda realizar alicuotas.

MATERIALES NECESARIO

Incubadora a 37 °C
Bafios Maria
Microcentrifuga
Agitador

Vortex

_— e N) —

SOLUCIONES

Extraccion ADN genémico

Agua destilada

Etanol al 70 %

Etanol al 95 %

Isopropanol

Cultivo bacteriano (=1.5 mL)

Solucién de Lisis (0.6 M NaCl, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI,
pH 8.0, SDS 4 %)

Acetato de amonio 5 M

NaCl (5 M)

TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA TmM, pH 8.0)

Fenol: cloroformo (1:1, v/v)

Proteinasa K (10 mg/mL en TE, pH 8.0)

RNAsa (1 mg/mL en TE, pH 8.0)

Extracciéon ARN total

H,O con DEPC (dietil pirocarbonato) 0.1 y 0.5 %

Acetona helada a -20 °C

Agua destilada helada a -20 °C

lisozima (10 mg/mL) preparada con agua con DEPC 0.5 %
Proteinasa K (100 mg/mL) preparadas con agua con DEPC 0.5 %
Fenol saturado pH 4.5
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B DESCRIPCION DEL METODO

Extraccién de ADN gendémico.

1. Centrifugar 1.5 mL de cultivo bacteriano durante 30 s a tempe-
ratura ambiente. Eliminar el sobrenadante

2. Afadir 500 UL de solucion de lisis y resuspender la pastilla ce-
lular mediante vértex o pipeteo, afiadir 50 UL de proteinasa K
(10 mg/mL). Incubar el lisado bacteriano a 37 °C durante 1 h.

3. Afadir 500 YL de una mezcla 1:1 de fenol: cloroformo. Mezclar las
dos fases mediante vértex, centrifugar y transferir la capa superior a
un nuevo microtubo nuevo. Repetir este paso dos veces mds.

4. Extraer la fase acuosa hasta dos veces con 500 UL de cloroformo,
transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo y
anadir 25 YL de NaCl 5 M y 1 ml de etanol al 95 %. Mezclar
por vértexy luego centrifugar durante 10 min a 4 °C.

5. Decantar el sobrenadante, y luego eliminar cuidadosamente el
etanol residual con una micropipeta. Dejar el tubo abierto du-
rante ~15 min para evaporar etanol.

6. Disolver la pastilla celular seca en 100 UL de TE (pH 8.0), afiadir
5 UL de RNAse A (1 mg/mL en TE, pH 8.0). Incubar la solucién a
37 °C durante 30 min.

7. Afadir 40 UL de acetato de amonio 5 M y 250 UL de isopro-
panol. Agitar brevemente y mantener por 10 min a temperatura
ambiente.

8. Recuperar el ADN por centrifugaciéon (10 min a temperatura am-
biente). Lavar la pastilla celular dos veces con etanol al 70 %.
Decantar el sobrenadante, y luego eliminar cuidadosamente el
etanol residual con una micropipeta. Evaporar, dejando el tubo
abierto por 15 min.

9. Disolver pastilla celular en 100 UL de TE (pH 8.0).

Extraccion de ARN total.

1. Se colectan las células de 1.5 mL de cultivo de 36 h de crecimien-
to, se centrifugan a 8,000 rpm por 10 min.

2. Se resuspende la pastilla celular en 50 PL de H,O con DEPC
0.1 %, se adiciona 5 UL de DEPC 0.5 % y 400 UL de acetona
helada, se mezcla manualmente y centrifuga a 10,000 rpm por
5 min. Se desecha el sobrenadante con cuidado.
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Posteriormente se resuspende la pastilla en 50 UL de DEPC 0.1 %,
se agregan 10 YL de lisozima (10 mg/mL) se incuba a 37 °C por
10 min.

Se agrega 1 WL de proteinasa K (100 Pg/mL), se incuba en hielo
10 min. Después, se adicionan 7 UL de DEPC 0.5 %, 600 WL de
fenol (precalentado a 65 °C), dar vértex 15 s.

Invertir el tubo varias veces y deja reposando a 65 °C por 5 min.
Incubar la muestra a -20 °C durante 20 min. Posteriormente colo-
car a 65 °C durante 5 min.

Dar vértex por 5 s y centrifugar a 14,000 rpm por 15 min. To-
mar cvidadosamente 3 x 200 UL de la fase acuosa. Adicionar a
un tubo nuevo.

Tomar 600 UL de fenol (precalentado a 65 °C) y adicionar al
tubo nuevo, dar vértex 15 s. Repetir los pasos 5 y 6, tomando
ahora 3 x 160 UL de la fase acuosa.

Repetir el paso 7, tomando ahora 2 x 170 YL de la fase acuosa
y pasarla a un tubo nuevo

Se agregan 150 UL de cloroformo, se mezcla por vértex, se
adicionan 120 UL de DEPC 0.1 % vy se centrifuga a 12,000 rpm
por 5 min.

10. Agregar la fase acuosa en un tubo nuevo y adicionar 25,6 UL de

11.

acetato de sodio pH 5.0 y 640 UL de etanol absoluto, se deja
precipitando toda la noche a -20 °C.

Se recupera el ARN centrifugando a 12,000 rpm por 15 min,
se desecha el sobrenadante, eliminar con ayuda de una pipeta
el remanente de etanol y la pastilla se resuspende en 50 UL de
DEPC 0.1 % y se guarda a -20 °C.

Consideraciones especiales: El fenol utilizado debe saturarse como

se muestra a continuacién: se funde el fenol a 65 °C, se afiade un

volumen igual de agua con DEPC al 0.1 %, se agita la mezcla por 3 h uti-

lizando un agitador magnético, revisar la fase acuosa, si el pH estd
por debajo o superior a 4.5 afiadir mds agua con DEPC. Cuando el

pH sea 4.5, conservar a 4 °C protegido de la luz.
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. RESULTADOS

Para la extraccion de ADN de bacterias Gram-positivas termorresis-
tente con este método la clave estd en la ruptura total de las células
y la solucién que sugerimos es el adecuado. Para mejor integridad
de las moléculas es recomendable la utilizacién de proteinasa K (10
mg/mL) y RNAasa (1 mg/mL). Se recomienda conservar el ADN en
una solucién TE pH 8.0 ya que almacenar sélo en agua es susceptible
a hidrélisis. La integridad y concentracién del ADN a partir de este
método, es excelente. En la figura 1, se observan bandas de alto
tamaiio molecular, extraidas a partir de cultivos celulares de Bacillus
licheniformis termorresistente en diferentes tiempos de crecimiento.
La pureza se determiné por NanoDrop, indicando un indice de pure-
za A260/280 de 1.6, considerado como aceptable.

DNA sl

Figura 1. ADN extraido de cultivos bacterianos de Bacillus licheniformis M2-7. Ca-
rriles 1y 2: 48 h de crecimiento. Carril 3 y 4: 12 h de crecimiento. Gel de agarosa
al 1 % en buffer TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 M y EDTA 1 mM, pH. 8) corrido en un
campo de 120 volts.

Para la extraccién de ARN total, la clave estd en dos puntos funda-
mentales de la extraccion. El primero es la utilizacion de fenol dcido,
el cual nos ayuda a degradar el ADN de la muestra problema, per-
mitiendo asi la alta concentracién de ARN total, y excelente pureza.
El segundo paso importante en la extraccién de ARN, son los mdlti-
ples lavados con fenol dcido, garantizando la eliminacién gradual
de ADN. En la figura 2, se observan bandas con alta concentraciéon
y buena integridad, representativas de los ARN ribosomal 23S vy
16S. La pureza se determiné por NanoDrop, indicando un indice de
pureza A260/280 de 1.8, considerado como aceptable.
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Figura 2. ARN extraido de B. licheniformis M2-7. Carriles 1 y 2: ARN de cultivos de
48 h de crecimiento, Carriles 3 y 4: 12 h de crecimiento. Gel de agarosa al 1% en
buffer TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 My EDTA 1 mM, pH. 8) corrido en un campo de
80 volts.

La implementaciéon de estos métodos de purificacion disminuye los

costos dado que se evita el uso de Kits de purificaciéon costosos, ade-

mds, se asegura tener purezas y concentraciones éptimas para cual-

quier ensayo gendmico.
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] INTRODUCCION

Las actinobacterias haléfilas tienen su origen en 1975 con la descrip-
cién de la especie Actinopolyspora halofila, la cual fue aislada como
contaminante de un medio de cultivo que contenia 25 % de NaCl
(1). Las actinobacterias haléfilas son importantes no solo por tener la
capacidad de desarrollarse en ambientes con altas concentraciones
de salinidad, sino también por su potencial para producir metaboli-
tos secundarios utilizados en dreas como: medicina, farmacia, micro-
biologia industrial y biotecnologia, entre otros (2, 3). Actualmente,
existen mds de 80 especies descritas como actinobacterias haléfilas.
El avance en las técnicas de biologia molecular y secuenciacién ge-
nética permite conseguir una identificacion precisa a nivel de especie
de estos microorganismos, asi como su ubicacién taxondémica y los
productos metabdlicos que podemos obtener de ellos. Para llevar
a cabo estos procesos, es necesario contar con el material genéti-
co (ADN) de la mejor calidad y sin contaminantes. En este capitulo
presentamos una metodologia que permite asegurar la pureza del
ADN obtenido de actinobacterias haléfilas antes de secuenciar uno
o varios genes o bien su genoma completo.

La técnica estd basada en el uso de un par de iniciadores especificos
disefiados por Roller y cols. en 1992, mediante los cuales pudieron
identificar, dentro del gen rRNA 23S de actinobacterias, la presencia
de un “inserto especifico” de 100 pares de bases (pb). Concluyeron
que este inserto especifico es caracteristico de las bacterias Gram
positivas con alto contenido de guanina-citocina (GC) (4).

1. Lab de Microbiologia Médica y Ambiental. Facultad de Medicina. Universidad
Autdnoma del Estado de México. Toluca, Edo. Mex.

2. Departamento de Sistemas Biolégicos, Universidad Auténoma Metropolitana-
Xochimilco, Ciudad de México. E-mail: hsandov(@correo.xoc.uam.mx
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Siguiendo las bases de Roller y cols., adecuamos una metodologia
para la deteccion de

inserto especifico” utilizado como un criterio
de pureza del ADN de actinobacterias haléfilas. El método propues-
to ha sido empleado en la deteccién de la presencia de actino-
bacterias patégenas a partir de muestras clinicas y ambientales; en
ambos casos ha sido exitoso (5, 6) (figura 1).

OPERON RIBOSOMICO

GEN
RIBOSOMAL 23S
+ GEN
- 100pb RIBOSOMAL 5§
A A
ESPACIO ESPACIO
INTERGENICO INTERGENICO
165 - 23S 23S - 55

INSERTO ( ¥100pb) EN EL 23S
rRNA DE ACTINOBACTERIAS

Figura 1. Inserto especifico en el operdn ribésémico de actinobacterias.

. MATERIALES

El material y reactivos, que se utilizardn para la extraccién del ADN
y la amplificacién del fragmento del rRNA 23S que incluye el “inser-
to especifico” de ” 100 pb presente en actinobacterias haléfilas se
muestran en las tablas 1 y 2.
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REACTIVOS NECESARIO

® Un cultivo reciente de una cepa de actinobacteria haléfila. 1
= Kit para extraccién de ADN “Promega Wizard® genomic” 1
m Juego de iniciadores: 1

23Ins F: 5°-(AC)A(AGT)GCGTAG(AGCT)CGA(AT)GG-3"
23Ins R: 5'-GTG(AT)CGGTTT(AGCT)(GCT)GGTA-3"

® Enzima Taq polimerasa 1
® Agarosa 1
® Marcador de tamaio molecular de 1,000 pb 1

Tabla 1. Materiales y reactivos requeridos para la extraccién de ADN y amplifica-

cidén del fragmento del rRNA 23S que incluye el inserto especifico de actinobacterias

haldfilas.
EQUIPO NECESARIO
m Centrifuga y microcentrifuga 1
m Termociclador 1
m Fotodocumentador 1
® Cdmara de electroforesis horizontal 1

Tabla 2. Equipo necesario para la extraccién de ADN y amplificacién del fragmento

del rRNA 23S que incluye el inserto especifico de actinobacterias haldfilas.

B DESCRIPCION DEL METODO

1.

Un cultivo puro en medio liquido de actinobacterias haléfilas es
utilizado para la obtencién de biomasa por centrifugacién. La
biomasa se extrae por raspado de colonias que son recolecta-
das en un tubo Eppendorf o bien por centrifugacion del cultivo a
10,000 rpm, respectivamente en condiciones de esterilidad.
Para la obtenciéon de ADN a partir de la biomasa se recomienda
el uso del Kit Promega Wizard® genomic”, siguiendo las indica-
ciones del proveedor.

Se lleva a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para amplificar el fragmento del rRNA 23S que incluye el “in-
serto especifico” utilizando como templado el ADN obtenido en
el paso 2, asi como los iniciadores 23Ins F y 23Ins R.
Desnaturalizacién a 94 °C por 45 s. Acoplamiento a 46 °C por
45 s. Elongacién a 72 °C por 50 s en 29 ciclos. Un ciclo de post-
elongacién a 72 °C por 5 min.
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4. Los productos de PCR obtenido se someten a una electroforesis
en gel de agarosa al 2 %, para su visualizacién. Para corroborar
el tamano de los amplicones, se incluye un marcador de tamaiio
molecular de 100-1000 pb.

. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Las bandas obtenidas de 350 pb corresponden a cepas de actino-
bacterias haléfilas.

Bandas de 250 pb corresponden a eubacterias e indican la ausencia
del inserto especifico, por lo tanto, indican ausencia de actinobacte-
rias haléfilas.

Banda de 350 pb y banda de 250 pb en la misma muestra indica
que el ADN obtenido de una actinobacteria haléfila estd contamina-
do con la presencia de eubacterias. Se recomienda repetir el cultivo
y realizar una nueva extraccién de ADN (figura 1).

. RESULTADOS

Una vez que se ha realizado la electroforesis en gel de agarosa, el
resultado esperado es el que se presenta en la figura 2. La banda
de 350 pb que se visualiza en los carriles 1 al 6 corresponde a los
amplicones obtenidos del ADN extraido de cepas de actinobacte-
rias haléfilas. Las bandas de 250 pb (figura 2, carriles 7 y 8) corres-
ponden a fragmentos amplificados con los oligonucleétidos 23Ins F y
23Ins R a partir de ADN de eubacterias, observdndose claramente
la ausencia del inserto especifico de 100 pb, indicando que el ADN
utilizado como molde no pertenece a actinobacterias haléfilas (figu-
ra 2, carril 7). Mientras que en el carril 8 (figura 2), las bandas de
350 pb y de 250 pb en la misma muestra indica que el ADN obteni-
do de una actinobacteria haléfila estd contaminado con la presencia
de eubacterias. Para asegurarnos de la pureza del material genéti-
co que se utilizard para ensayos moleculares, se recomienda repetir
el cultivo y realizar una nueva extraccion de ADN.
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Figura 2. Amplificacién del fragmento que contiene el “inserto especifico del rRNA de
actinobacterias haldfilas. L: Marcador de tamafo molecular. 1-6: Amplicén de 360
pb en actinobacterias haléfilas. 7: Amplicdn de 250 pb de eubacteria. 8. ADN de
actinobacteria haléfila contaminado con ADN de eubacteria. (Electroforesis en gel
de agarosa (2 %).

. APLICACIONES

El método propuesto, puede ser empleado para la detecciéon de
actinobacterias aisladas de distintos tipos de ambientes, incluidos los
ambientes extremos. Se recomienda su aplicacién para la deteccién
de actinobacterias en muestras de ADN como un control de calidad
antes de secuenciar genes o genomas a partir de dicho material.
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| INTRODUCCION

La extraccidén del material genético de los microorganismos es un
punto crucial en el desarrollo de protocolos moleculares. La obten-
cién de DNA en cantidad y calidad suficiente permite desarrollar
técnicas como la identificaciéon de bacterias a partir de secuencias
conservadas, la clonaciéon de genes y la expresidon de sus protei-
nas en sistemas heterdlogos. La recuperacion de DNA de terméfilos
presenta dificultades debido a la constitucion de sus paredes celu-
lares, entre otros factores, por lo que los protocolos para meséfilos
son poco eficientes. Este protocolo de extraccidén quimico-enzimdtico
muestra mejores rendimientos (1, 2). El presente protocolo ha sido
utilizado con éxito para la extraccion de DNA cromosémico de mi-
croorganismos del género Bacillus, con la suficiente pureza para ser
utilizado como templado para reacciones de PCR.

1. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacidn y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
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Veracruzana. Carmen Serddn s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.

3. Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica, Facultad de Bioandlisis, Uni-
versidad Veracruzana. Carmen Serdén s/n Col. Centro, CP 91000 Veracruz, Ver.
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. MATERIALES

MATERIALES NECESARIO
® Matraces Erlenmeyer de 25 mL 2
® Pipetas automaticas de 1000 uL, 200 plL y 50 pl 1c/u
® Microcentrifuga refrigerada 1
m Incubadora con agitacién 1
® Termoblock 1
® Microtubos estériles de 2 mL Varios
® Espectrofotémetro NanoDrop 1
SOLUCIONES, REACTIVOS
Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
®m Amortiguador de resuspensiéon celular 50 mL
(50 mM TRIS [pH. 8], 50 mM EDTA)
m Amortiguador de lisis 1 (250 mM TRIS [pH 8.0], 50 mL
lisozima 10 mg/mL)
m Amortiguador de lisis 2 (0.5 % SDS, 50 mM TRIS 50 mL
[pH 7.5], 0.4 M EDTA, Tmg/mL de proteinas a K)
® Fenol equilibrado 50 mL
B Acetato de sodio 3 M 20 mL
B |sopropanol 50 mL
® Etanol al 75 % 50 mL
® Agua libre de nucleasas 10 mL
® Cepa cultivada en medio liquido por 12 h 10 mL

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Recuperar el paquete celular del cultivo en un microtubo por
centrifugacién a 16,000 g a 4 °C durante 10 min.

2. Resuspender el paquete celular con 800 UL del amortiguador de
resuspensién (50 mM TRIS pH. 8, 50 mM EDTA) incubdndose a
-10 °C durante 10 min.

3. Adicionar 100 UL del amortiguador de lisis 1 (250 mM TRIS [pH 8.0],
10 mg/mL lisozima), mezclar e incubar en hielo durante 45 min.

4. Posteriormente adicionar 200 L de amortiguador de lisis 2 (0.5 %
SDS, 50 mM TRIS [pH 7.5] 0.4 M EDTA, 1 mg/mL de proteinasa
K), mezclar e incubar a 50 °C durante 1 h.

5. Adicionar 800 L de fenol equilibrado, mezclar por inversién
suavemente y centrifugar a 10,000 g durante 15 min a 4 °C.
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6. Transferir sobrenadante a un nuevo tubo y adicionar 0.1 volome-
nes de acetato de sodio 3 M y mezclar por inversién suavemente.

7. Incubar en hielo por 10 min, centrifugar a 16,000g a 4 °C por
15 min y recuperar el sobrenadante.

8. Adicionar al sobrenadante 1 volumen de isopropanol e incubar
a -20 °C por 1 h.

9. Recuperar el DNA precipitado por centrifugaciéon a 13,000 g a
4 °C por 15 min.

10. Decantar el isopropanol y lavar el precipitado (DNA) con 500 L
etanol 75 % frio y agitar suavemente.

11.Recuperar el DNA lavado por centrifugacién a 16,000g a 4 °C
por 10 min, decantar y secar la muestra de DNA por evapora-
cién a temperatura ambiente. Se recomienda cubrir la boca del
tubo con Parafilm y hacer pequefias perforaciones con una aguja
para evitar contaminacién por alguna particula extraia.

12. Rehidratar el DNA con 30 UL de agua libre de nucleasas.

13. Leer la Absorbancia de la muestra en el NanoDrop.

ES

resuspencion Buffer de lisis 1 e Buffer de lisis2 e Precipitacién de
obtencl?:: ﬂealrpaquex celular e incubacion incubacién proteinas, fenol y R:;;?:;:z'g:tge‘
incubacién 45 min frio 60 min 50 °C centrifugacién

Precipitaci6n de proteinas, Precipitacién del Recuperacmn del Lavado del DNA, Eliminacién del Resuspencién del
acetato de sodio y DNA, ?sc copatal etanol 75% y sobrenadadnte y DNA, agua libre
centrifugacion Rropa cenmfug.aclén centrifugado secado del DNA de nucleasas

Figura 1. Esquema general para la de extraccién de DNA.

. RESULTADOS

La evaluaciéon de la concentracién y pureza del DNA en disolucién se
podrd realizar mediante la lectura de la Absorbancia en el equipo
NanoDrop™ o en un espectrofotémetro convencional de luz UV, de
acuerdo con la tabla 1.
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LONGITUD DE
ONDA PARAMETRO CRITERIO

>1.8-2.1 Pureza 6ptima
>1.6-1.7 Pureza aceptable

260/280 Pureza <1.6 Contaminacién con fenol
>2.1 Contaminacién con RNA
> 2.0-2.2 pureza éptima
> 1.8 Pureza aceptable

260/230 Pureza < 1.8 Contaminacién con fenol, sales o carbohidratos
< 1.5 Alta contaminacién con fenol, sales o carbohidratos

260 Concentracién | 1.0 OD = 50 ug de DNA/mL

Tabla 1. Criterios de pureza y concentracién de DNA.

Se recomienda hacer una tabla con las lecturas de Absorbancia a las
distintas longitudes de onda y la cuantificacién en ng/uL (tabla 2).

Muestra Concentracién | Abs. 260 nm | Abs. 280 nm 260/280 260/230

Tabla 2. Lecturas de absorbencia, cuantificacidn y cocientes de pureza del ADN.
También es conveniente realizar una electroforesis en gel de agaro-
sa al 0.7-1.0 % y 95 V durante 60 min para verificar la presencia
de DNA cromosémico, su integridad y la presencia o ausencia de
RNA en la muestra (figura 2) (4).

DNA cromosémico

Figura 2. Gel de agarosa al 1.0 % de DNA
cromosémico de Bacillus licheniformis.

El presente protocolo resulta Gtil para la recuperacion de DNA cromo-
sdmico de microorganismos que pueden tener comportamiento como
Gram-variable o microorganismos de vida libre cuya composicién de
la pared celular resulta un obstdculo para los protocolos convenciona-
les de extraccion de DNA.
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EXTRACCION DE DNA METAGENOMICO
DEL AMBIENTE RUMINAL

Beatriz Elena Castro Valenzuela', Perla Lucia Ordéiez
Baquera'

*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
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] INTRODUCCION

La microbiota del rumen es una comunidad microbiana muy impor-
tante en el tracto gastrointestinal de los rumiantes (1). Un paso critico
para el andlisis molecular de la microbiota de rumiales es partir de
una preparacion de DNA de buena calidad ya sea para secuencia-
cién del gen 16S rRNA o para secuenciaciéon Shotgun. Se han disefiado
diferentes kits de extraccién especializados para diferentes tipos de
muestras, sin embargo, para muestras ruminales adn no se han de-
sarrollado (2). Debido a lo anterior se estandarizé una técnica para
extracciéon de DNA de buena calidad a partir de muestras de liquido
ruminal utilizando un kit especializado para muestras de heces (3) que,
de las opciones existentes, es la que tiene mayor parecido. Con las
adecuaciones realizadas, este método ha sido implementado exitosa-
mente para la obtencién de DNA metagendmico, el cual presenté una
calidad adecuada para realizar secuenciacién de alta eficiencia tipo
shotgun, y a partir del andlisis bioinformatico se han podido identificar
diferentes tipos de microorganismos como bacterias, arqueas, levadu-
ras e incluso virus.

El liquido ruminal es una matriz muy heterogénea y con un alto conteni-
do de fibras por lo que se parte de un gran volumen inicial de muestra
para tener la mayor cantidad de representaciéon de la microbiota.
Previo a la extraccion de DNA, la muestra se debe centrifugar para
precipitar el mayor contenido celular posible. A partir de ese concen-
trado se inicia la extraccién por medio de lisis celular de bacterias,
levaduras, protozoarios, arqueas e incluso virus presentes en la micro-
biota ruminal. Después del lisado los inhibidores de PCR asi como las

1. Laboratorio de nutricidn animal, Facultad de Zootecnia y Ecologia, Universidad
Auténoma de Chihuahua. Km 1 Perif. R. Almada Chihuahua, Chihuahua.
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DNAsas que puedan estar presentes en la muestra son adsorbidos
en una matriz especializada y se separan del DNA por medio de
centrifugacién, finalmente el DNA se purifica por un sistema de filtros
contenidos en microcolumnas.

. MATERIALES Y EQUIPO

La extraccion de DNA de la microbiota ruminal se realizé con un
kit especial para extracciéon de DNA a partir de muestras de heces
para humano (QlAamp® DNA Stool, QIAGEN). Se utilizé el apar-
tado de extraccion a partir de grandes volumenes de muestras con
ligeras modificaciones.

MATERIALES NECESARIO

m Tubos cénicos de 15 mL
» Refrigerador 4 °C

® Centrifuga

® Balanza analitica

B Voértex

= Microtubo de 2 mL

® Bafio Maria

= Microcentrifuga

m Tijeras

B Juego de micropipetas
® Microtubo de 1.5 mL

= Columna spin QIAmp®
= Congelador -20 °C
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SOLUCIONES, REACTIVOS

Y MATERIAL BIOLOGICO NECESARIO
m Liquido ruminal (muestra a analizar) 15 mL
= Amortiguador ASL (QIAamp®) 10 mL
® Agua para baiio Maria 5 L aprox
® Tableta InhibitEx (QIAamp®) 1
® Proteinasa K 30 pL
» Amortiguador AL (QlAamp®) 400 pL
= Amortiguador AW1 (QlAamp®) 500 pL
= Amortiguador AW2 (QlAamp®) 500 pL
® Etanol al 96 - 100 % 200 pL
= Amortiguador AE (QIAamp®) 30 UL

B DESCRIPCION DEL METODO

1. Se recolectan aproximadamente 15 mL de liquido ruminal en
un tubo cénico nuevo y estéril y se almacena a -20 °C hasta el
momento de realizar la extracciéon de DNA.

2. Colocar la muestra a 4 °C durante 24 h antes de comenzar la
extraccion de DNA y una vez transcurrido este tiempo se pasa a
temperatura ambiente.

3. Centrifugar la muestra a 3500 rpm a 4 °C durante 15 min, se
descarta el sobrenadante y se trabaja con el sedimento, que
debe pesar aproximadamente un gramo.

4. Al sedimento obtenido de la muestra de liquido ruminal se le
agregan diez volumenes de amortiguador ASL (QlAamp®; 10 mL
de amortiguador por un 1 g de liquido ruminal). Mezclar con
agitador tipo vértex vigorosamente durante un minuto o hasta
que la muestra esté totalmente homogénea. NOTA: Es importan-
te mezclar con vértex a la muestra completamente homogénea.
Esto ayuda a asegurar la obtencién de la concentraciéon maxima
de DNA en el paso de elucién.

5. Agregar 2 mL del lisado en un tubo nuevo y estéril de 2 mL. Se
recomienda cortar la punta para manejar el material viscoso
mds fdcilmente.

6. Calentar la suspensiéon a 95 °C por 15 minutos en bafio Maria
que cubra todo el contenido del tubo.

7. Mezclar con agitador tipo vértex por 15 s y centrifugar a velo-
cidad mdxima a temperatura ambiente durante 1 min.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

Recuperar todo el sobrenadante, colocarlo en un tubo nuevo de
2 mL y descartar el precipitado.

Adicionar una tableta InhibitEx (QIAamp®) a la muestra y dar
mezclar con agitador tipo vértex inmediatamente hasta disolver
completamente y durante 1 min o hasta que la tableta estd com-
pletamente suspendida.

Incubar la suspensién a temperatura ambiente durante 1 min
para permitir que los inhibidores se absorban en la matriz de la
tableta InhibitEx (QIAamp®).

Centrifugar la muestra a velocidad méxima a temperatura am-
biente por 3 min para permitir que las particulas de la pastilla
del liquido ruminal y los inhibidores se unan a la matriz de la
tableta.

Recuperar todo el sobrenadante dentro de un nuevo tubo de 1.5 mL
y descartar el precipitado. Centrifugar la muestra a velocidad
mdxima a temperatura ambiente por 3 min.

Agregar 30 UL de proteinasa K en un tubo nuevo y estéril de
1.5 mL.

Agregar 400 ML del sobrenadante del paso 12 en el tubo con
proteinasa.

Adicionar 400 UL de amortiguador AL (QlAamp®) y mezclar
con agitador tipo vértex durante 15 s. NOTA: La muestra y el
amortiguador de AL (QIAamp®) se deben mezclar para formar
una solucién homogénea.

Incubar a 70 °C por 15 min.

Adicionar 200 UL de etanol (26 - 100 %) al lisado y mezclar con
agitador tipo vértex.

Centrifugar brevemente a temperatura ambiente para remover
las gotas del interior de la tapa del tubo.

Colocar una columna spin QIAmp® en un tubo de 2 mL. Aplicar
cuidadosamente el lisado completo del paso 17 a la columna.
Cerrar la tapa y centrifugar a velocidad méxima a temperatura
ambientepor 1 min. Colocar la columna en un tubo nuevo de co-
leccién y descartar el filtrado.

Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 UL de amor-
tiguador AW1 (QIAamp®). Cerrar la tapa y centrifugar a ve-
locidad mdxima a temperatura ambiente por 1 min. Colocar la
columna QIAmp® en un nuevo tubo y descartar el filtrado.
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21.

22.

23.

Cuidadosamente abrir la columna y adicionar 500 UL de amor-
tiguador AW2 (QIAamp®). Cerrar la tapa y centrifugar a velo-
cidad mdxima a temperatura ambiente durante 3 min. Descartar
el tubo de coleccién que contiene el filtrado.

Se recomienda colocar la columna en un tubo de 2 mL nuevo y
descartar el viejo con el filtrado. Centrifugar a velocidad méxi-
ma a temperatura ambiente durante 1 min.

Transferir la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL. Cuidadosamen-
te abrir la tapa y pipetear 30 UL de amortiguador AE (QIA-
amp®) directamente sobre la membrana del QIAmp®. Cerrar
la tapa e incubar a temperatura ambiente 1 min. Centrifugar a
velocidad méxima a temperatura ambiente durante 1 minpara
eluir el ADN.

24. Almacenar a -20 °C hasta su uso.

RESULTADOS

La calidad del DNA extraido se puede observan en un gel de aga-
rosa a 1 % sometido a electroforesis el cual podrd observarse de la
siguiente manera:

1500pb
1000pb
750pb
500pb
Figura 1. DNA extraido a partir de
250pb liquido ruminal en gel de agarosa

al 1%. Columna 1 Marcadores de
tamafo molecular. Columna 2 DNA
total extraido, se observa la banda
con mayor intensidad correspon-
diente al DNA total extraido.
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Este método de extraccidon puede ser usado para estudios de meta-
gendmica de cualquier especie rumiante e incluso para fermentacién
ruminal in vitro ya que la calidad de DNA obtenido permite que se
puedan hacer secuenciaciones de alta eficiencia tipo shotgun o bien
para la secuenciacién y/o amplificacién por PCR del gen rRNA 16S
para la identificacién de bacterias del ambiente ruminal.
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7 METODOS DE CIENCIAS OMICAS: GENOMICA,
TRANSCRIPTOMICA, PROTEOMICA.



MANUAL PARA LA PREPARACION DE
BIBLIOTECAS DEL GEN 16S ARNr PARA

SECUENCIACION ILLUMINA
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B INTRODUCCION

El gen 16S ARNr es el marcador molecular mas utilizado en el estudio
de comunidades microbianas (1). La secuenciaciéon masiva del gen 16S
ARNr es una herramienta poderosa que proporciona informacién re-
levante de los microorganismos procariontes hacia la comprensién del
funcionamiento de los ecosistemas (2, 3). El proceso completo consiste
en la extracciéon de ADN y amplificacion mediante PCR de la muestra;
preparacién de bibliotecas; la secuenciacién por si misma y el andlisis
bioinformdtico (4). Independientemente del método de secuenciacion
utilizado, todas las tecnologias requieren de una elaboracién de bi-
bliotecas para secuenciacion, las cuales son cargadas dentro del se-
cuenciador. Asi, la correcta preparacién de bibliotecas es fundamental
para la obtencién de resultados de calidad (4, 5).

En general, los pasos clave en la preparaciéon de bibliotecas son: 1)
obtencién de productos de PCR de calidad; 2) limpieza de los ampli-
cones; 3) incorporaciéon de indices; 4) cuantificacién y normalizacién
de la biblioteca; 5) desnaturalizacién de la biblioteca y 6) carga en
el equipo (figura 1) (6). El objetivo de este manual es proveer una guia
ordenada para la preparacién de bibliotecas de amplicones del gen
16S ARNFr, para su secuenciacion en la plataforma MiSeq de lllumina.
Este método ha sido ampliamente utilizado para la exploracién de las
comunidades microbianas en diferentes ecosistemas, principalmente
marinos e hipersalinos.

1. Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados Del Instituto Politécnico Nacio-
nal, Departamento de Recursos Del Mar, Unidad Mérida, Yucatdn, México.

2. CONACYT-CINVESTAV, Departamento de Recursos Del Mar, Unidad Mérida,
Yucatdn, México.
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. MATERIALES Y EQUIPO

La preparaciéon de bibliotecas de secuenciacién comienza con la ob-
tencion de productos de PCR del gen 16S ARNr de muestras am-
bientales. A continuacién, se enlistan los materiales necesarios para
la preparacién de bibliotecas (tabla 1).

CONSUMIBLES Y
EQUIPOS PCR
GENERALES

LIMPIEZA DE INCORPORACION DE DESNATURALIZACION DE
AMPLICONES INDICES LA BIBLIOTECA

2 X Phusion High- 2 X Phusion High-

Micropipetas y Fld'ehfy Master Tris 10 mM pH 8.5 Fidelity Master Mix Buffe‘r de resusF)enswn (RSB)
puntas Mix (Thermo 610 mM Tris pH 8.5
I (Thermo)
Scientific)
Primer F con
Viales Perlas AMPure XP Kit de indices Nextera I
(250 y 1000 pl) qiﬁ";:;ior (Beckman Coulter) XT (lllumina) HT1 (Buffer de hibridacién)
Primer R con o,
Termociclador adaptador Etanol (EtOH) 80 % Agua grado molecular NaOH 0.2 N fresco

" recién preparado
lllumina prep

Electroforesis

capilar (QlAxcel, Agua grado Soporte magnético Grcd|||<.:| TruSeq PhiX Control Kit v3
3 molecular (opcional)
bioanalyzer, etc.)
Fluorémetro (Qubit) Cartucho MiSeq

Tabla 1. Lista de materiales, equipos y reactivos utilizados en los distintos pasos para
la preparacién de bibliotecas de secuenciacién del gen 16S ARNr por Illumina.

B DESCRIPCION DEL METODO

Obtencion de los productos de PCR y primera purificacion

1. Realizar la amplificacion del gen 16S ARNr con los cebadores
16S Forward/16S Reverse, que incluyen los adaptadores para
secuenciacién de lllumina (7). Cada reaccién de PCR (20 L) se
realiza con 2 UL de ADN (~5ng/pL), 0.5 UL de cada cebador
(10 M) y 10 YL de 2XPhusion High-Fidelity Master Mix (Thermo
Scientific). Para el caso de los cebadores 341F y 805R (7), la
amplificacién se realiza con una desnaturalizacién inicial a 95 °C -3
min, con 25 ciclos de 95 °C—305s,55 °C— 305,72 °C—-30sy una
extensién final a 72 °C — 5 min, finalmente se verifica el tamafio
del amplicén (~550pb) en el sistema QlAxcel Advanced o por
geles de agarosa (1 %) (figura 2).

2. Para la purificacién, se requiere transferir el producto de PCR
(~25 JL) a un tubo de 1.5 mL, posteriormente agregar 20 L de
perlas AM PureXP (Beckman Coulter), y mezclar suavemente con
la pipeta e incubar a temperatura ambiente por 5 min. Colocar
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el tubo en un soporte magnético durante 2 min, trascurrido el
tiempo retirar y desechar el sobrenadante, sin tocar las perlas
adheridas al magneto.

3. Realizar dos lavados con 195 UL de etanol al 80 %, incubar
en el soporte magnético durante 30 segundos, retirar el etanol
y desechar el sobrenadante. Al final del segundo lavado, hay
que asegurar que se retire el exceso de etanol. Dejar secar las
perlas a temperatura ambiente durante 5 min, retirar el tubo del
soporte magnético y afiadir 52.5 UL de Tris 10 mM a pH 8.5.
Posteriormente mezclar suavemente con la pipeta e incubar a
temperatura ambiente durante 2 min. Colocar el tubo en el so-
porte magnético durante otros 2 min y transferir a un tubo limpio
50 YL del sobrenadante sin tocar las perlas.

Incorporacion de indices (Segundo PCR) y segunda purificacién

4. Utilizando el kit de indices NexteraXT (lllumina), se prepara una
Unica combinacién de indices 1N (i7) y 2S (i5) para cada mues-
tra. La reacciéon de PCR (25 JL) se realiza con 5 YL del producto
purificado, 2 UL de cada indice (N y S) previamente asignados a
cada muestra y 12.5 UL de 2XPhusion Flash High-Fidelity Mas-
terMix (Thermo Scientific). El programa del termociclador es el
mismo que en la amplificacién del gen 16S ARNr, pero con 8
ciclos.

5. Realizar la segunda purificacién de la biblioteca como se descri-
bié anteriormente en la primera amplificacién, usando 28 UL de
perlas AMpure XP (Beckman Coulter) y 22.5 UL de Tris 10 mM a
pH 8.5. Finalmente, validar la biblioteca con 1 YL del producto
purificado en el sistema QlAxcel Advanced (QIAGEN), se espe-
ran fragmentos de ~630 pb (figura 2).

Cuantificaciéon y normalizacion de la biblioteca

6. Cuantificar cada biblioteca mediante el uso del fluorémetro Qu-
bit 3.0 (Life Technology) y calcular la concentracién de las bi-
bliotecas (nM) (figura 3), basado en el tamafio medio de los am-
plicones (tabla 2) segun lo determinado por el sistema QlAxcel
Advanced (QIAGEN).
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7.

Diluir cada biblioteca a 4 nM con Tris 10 mM pH 8.5 y tomar
alicuotas de 5 UL para obtener un pool de la biblioteca final con
indices Unicos (tabla 2).

Desnaturalizacion y dilucién de la biblioteca del pool 16S

8.

Mezclar 5 YL del pool 16S (4 nM) y 5 uL de NaOH a una concen-
tracién 0.2 N. Posteriormente, incubar por 5 min a temperatura
ambiente, adicionar 5 UL de RSB para detener la desnaturali-
zacién y agregar 990 UL de la solucion HT1 para obtener una
concentracién final de 20 pM y mantener en hielo.

Mezclar 300 L del pool 16S desnaturalizado con 300 UL de
HT1 para obtener una concentracion final de 10 pM y mantener
en hielo. La concentracién recomendada de la biblioteca es de

8-12 pM.

Desnaturalizacion y dilucién del control PhiX

10.

11.

Mezclar 2 YL de PhiX [1OnM] con 3 UL de Tris 10 mM a pH 8.5,
para obtener una dilucién de 4 nM, adicionar 5 YL de NaOH
a 0.2 N, incubar por 5 min a temperatura ambiente y agregar
990 UL de la solucién HT1 para obtener una concentracién de
20 pM.

Diluir la solucién del PhiX a la misma concentracion que la biblio-
teca 16S [10pM], invertir varias veces el tubo, dar un pulso de
centrifuga y mantener en hielo.

Combinaciéon de la biblioteca del pool 16S y el control PhiX

12.

13.

Seleccionar el porcentaje deseado de PhiX, generalmente se uti-
liza 5 % de PhiX. Mezclar 570 YL de la bibliotecal6 Sy 30 pL
PhiX, ambos a 10 pM y mantenerla mezcla en hielo, posterior-
mente incubar a 96 °C por 2 min, inmediatamente invertir el tubo
y colocar en hielo por 5 min y finalmente cargar 600 UL en el
cartucho Illumina.

Una vez cargado el pool de bibliotecas en el cartucho llluming,
se infroduce el cartucho en el secuenciador. La corrida de secuen-
ciacién puede durar entre 1-3 dias y la secuenciacién exitosa
dependerd de una correcta preparaciéon de las bibliotecas.
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Figura 1. Esquema del proceso seguido para la preparacién de bibliotecas a partir

del gen 16S ARNr.
. RESULTADOS

Visualizacién de los productos de PCR del gen 16S ARNr y la adicién
de indices para secuenciacién Illumina.

0! 5000 bp
- a A ;
2 2 8 8 - |
o) o — o~
S — — — -
O 8} O o :
13
[bp] [bp]
5000 = = 5000 20 580 bp
3000 = = 3000 T
2000 -25%0 2500 5000 — =y =
1500 — — 1500 EY £ 7% 1200 2000 305 Bl
1000 — — 1000 =
750 750
ot 630 b b
500 — — 500 B.. iy Sm.bp
0 “ f
e
& g |F
» H |
= 14 of |
% 250 250 ¢
o N 1
a ] {

15 =

- 15

EY £ 70 0 2000w bpl

Figura 2. En la imagen de la izquierda se muestra el primer y segundo PCR del gen
16S ARN en dos muestras ambientales, se aprecia la diferencia de tamafios entre
ambas amplificaciones. En los electroferogramas (derecha) se distinguen bandas es-
pecificas de tamafio 580 pb en el primer PCR (A) y al incorporar los indices Nextera
XT el amplicon presenta un tamafio de 650 pb (B).
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ADN 19
[aM] = Lron ] x 10
660 —_)(tamafo medio de biblioteca
( mol

Férmula para el cdlculo de la concentracién (nM) de la biblioteca (*).

**Cantidad de muestra requerida para diluir a 4 nM. ***Cantidad
de Tris requerido para dilucién.

e . Ter
Indice Indice ADN QUBIT [ng/ul] Molaridad (nM) | ul/muestra (4 uL Tris
No.| Mussta | e | b7 (N) | tng/ull |  2doPurificado Al —— * M)+ pH=8.54++
1 [ TO-M5 | 513 | 701 4.7 5.48 494 561 14.6 13.7 36.3
2 | TO-M6 | 513 | 702 | 4.3 2.4 496 563 6.4 18.8 11.2
3 | TO-M7 | 513 | 703 | 3.9 3.43 494 577 9.1 22.0 28.0
4 | TO-M8 | 513 | 704 2.2 1.96 513 571 5.2 154 4.6
568
promedio

Tabla 2. Registro de datos necesarios en cada etapa para la preparacién de biblio-
tecas.

Este protocolo ha sido de gran utilidad para la caracterizacién de
comunidades microbianas en el Golfo de México y en ambientes
hipersalinos de Baja California Sur y de la peninsula de Yucatdn.
Sin embargo, se espera que este método sea implementado proéxi-
mamente en otros laboratorios para incrementar el conocimiento de
la diversidad microbiana y su contribucién al funcionamiento de los
ecosistemas, principalmente en arrecifes coralinos donde esta infor-
macién es muy escasd.
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METODOS BIOINFORMATICOS. SIMULACION
MOLECULAR, MODELADO MOLECULAR



PREDICCION Y ANALISIS DE MODELOS DE
PROTEINAS

Graciela Espinosa Luna'®, Aarén Salvador Bustos Baena', Rosa
Maria Oliart Ros'
*AUTOR DE CORRESPONDENCIA:
D14020001@yveracruz.tecnm.mx

B INTRODUCCION

La prediccion de un modelo de la estructura tridimensional de una
proteina y el andlisis in silico de la misma, constituyen herramientas
muy Ctiles para la comprensién de su funcién molecular, su historia
evolutiva, mejorar sus propiedades, hacer andlisis de mutaciones y
predecir la accién de ligandos. La estimacién y andlisis de las pro-
piedades fisicoquimicas de una proteina puede ayudar en la elec-
cién del método de purificacion y en su tratamiento, especialmente
la selecciéon del valor de pH mds adecuado y la posibilidad del uso
de aditivos, ademds de aplicaciones como el disefio racional de far-
macos. Existen cada vez mds servidores gratuitos basados en redes
neuronales donde, a partir de diferentes combinaciones de las varia-
bles de plegamiento, se obtiene una estructura terciaria funcional de
la proteina. Existen dos métodos para predecir el modelo, uno es ab
initio y se basa en el uso de algoritmos para obtener el plegamiento
de una proteina a partir Unicamente de su secuencia, y el otro es
por homologia, donde se compara la secuencia de aminodcidos en
bases de datos como PSI-BLAST del Protein Data Bank, se elige la de
mayor identidad, y su modelo cristalogréfico se utiliza como molde
para definir las interacciones. Es importante sefialar que la calidad
del modelo obtenido es crucial para tener resultados confiables. El
método de modelado aqui propuesto ha sido utilizado con éxito en
la prediccién de la estructura tridimensional de una carboxilesterasa
(1) producida por el terméfilo Geobacillus thermoleovorans CCR11,

1. Laboratorio de Bioquimica. Unidad de Investigacidn y Desarrollo en Alimentos.
Tecnolégico Nacional de México. Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Av. Miguel
Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar, CP 91897 Veracruz, Ver.
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para el reconocimiento de los dominios como la tapa, la cavidad hi-
drofébica y el sitio activo, asi como la identificacién del plegamiento
canénico o/ hidrolasa.

. MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES NECESARIO
m Computadora personal 1
m Software de visualizacién USFC ChimeraX 1
instalado _https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/
® Conexidén a internet 1
® Cuenta de correo electrénico institucional 1
® Archivo en formato FASTA con la secuencia de 1

aminodcidos de la proteina de estudio

[l DESCRIPCION DEL METODO

1. Solicitar la prediccion del modelo en tres servidores diferentes:
RaptorX, Robetta y I-Tasser. La direccién de RaptorX es http://
raptorx.uchicago.edu ahi seleccionar la opcién RaptorXStructu-
rePrediction (2). No es necesario registrarse en la pdgina, se
requiere un correo electrénico para recibir los resultados poste-
riormente. La direccién de Robetta es https://robetta.bakerlab.
org Yy se requiere registro previo para obtener un nombre de
usuario y contrasefia. En la pestaiia Structure Prediction y Sub-
mit, se rellena el formulario y se envia el trabajo. La direccién
de I-Tasser es https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
y se requiere registro previo (3). La secuencia de aminodcidos
de la proteina se copia y pega en formato FASTA, se escribe la
contraseiia y se envia el trabajo. La respuesta de los servidores
puede tardar desde algunas horas hasta dias o semanas.

2. Visualizar los modelos con USFC ChimeraX (4). Es posible re-
solver las dudas acerca del uso de ChimeraX con el tutorial
(https:/ /www.cgl.ucsf.edu/chimerax /tutorials.html). En ChimeraX
cargar el archivo con File — Open; visualizar como superficie con
Actions — Surface — Show; visualizar los parches hidrofébicos en
la superficie con Presets — Interactive 3; guardar el archivo como
imagen.
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3. Evaluar la calidad de los modelos obtenidos (pueden ser uno o
hasta cinco segun el servidor utilizado) con el servidor MolProbi-
ty (http://molprobity.biochem.duke.edu) cargando el archivo del
modelo con extensién PDB desde la computadora (5).

4. Calcular los pardametros fisicoquimicos de la proteina en la pagi-
na de Expasy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/)
(6) con la secuencia de aminodcidos, asi como en la pdgina Pro-
tein Calculator (http://protcalc.sourceforge.net). Comparar la
informacién obtenida de ambos servidores.

. RESULTADOS

En las siguientes imdgenes se muestra: (figura 1) un modelo en USFC
ChimeraX y sus parches hidrofébicos en naranja; (figura 2) los resul-
tados del andlisis de contactos y geometria del modelo generados
por MolProbity; y (figura 3) la grdafica de Ramachandran del modelo.

Figura 1. Modelo de superficie y parches hidrofébicos por USFC ChimeraX.
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Analysis output: all-atom contacts and : )
,,,,gl' geometry for 3rm3.pdb n e e

Summary statistics

All-Atom (Clashscore, all atoms: ka2 [89™ percentile” (N=283, 1.20A 2 025A)

Contacts Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers { [0.48% (Goal: <0.3%
Favored rotamers. RO6 Esus Goal: >98%
Ramachandran outliers o [0.00% Goal: <0.05%
Ramachandran favored R34 [96.69%  [Goal: >98%

""’“"‘n [Rama dstribution Z-score [03420.46 (Goal: absiZ score) < 2
MolProbity score” 139 84™ percentile” (N=1439, 1.20A £ 0.25A)
CB deviations >0.25A o [000% " [Goal: 0
Bad bonds: 071990  [0.00% (Goal: 0%
Bad angles: /2717 [0.00% (Goal: <0.1%
Peptide Omegas (Cis Prolines: 0/16 [0.00% [Expected: <1 per chain, or <5%
. (Chiral volume outliers 07306

Waters with clashes P34 [0.85% [See UnDowser table for details

19 the two column results, the ke Column Eives the faw count, Fght COlmA Eves the percentage.
* 1007 percentile is the best among structures of comparable resolution; 0™ percentile is the worst. For cladhscore the comparative set of sinuctures was selected in 2004, for MolProbity score in 2006,
* MoiProbity score combines the clashscore. rotamer, and Ramachandran evaluations into 3 single score, normalized 10 be on the same scale as X-cay resclution

Key %0 table colors and cutotts here: ¥

Figura 2. Andlisis de contactos y geometria del modelo, por MolProbity.

General case
180 \) \
Psi
0
@
180 TN /" Figura 3. Grdfico de Ramachandran

-180 0 Phi 80 para el modelo predicho.

Ademds de estas imdgenes, se puede elaborar una tabla compa-
rativa de los pardmetros fisicoquimicos obtenidos en los servidores
ProtParam y ProtCalc. Pregunta de apoyo: ¢Cudles son los dngulos
Psi y Phi que se presentan en la grafica de Ramachandran?

Los resultados obtenidos con la metodologia propuesta sirven como
punto de partida para explorar el acoplamiento molecular de uno
o varios ligandos de interés con la proteina modelada, para tal fin
se requiere el uso de otros servidores como AutoDock Vina, Molegro
Virtual Docker y GOLD Protein Ligand Docking Software.
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n ANEXOS. METODOS GENERALES DE BUENAS
PRACTICAS DE LABORATORIO



ANEXO 1
PREPARACION DE MATERIAL, LIMPIEZA
Y ESTERILIZACION

Ma. Nieves Trujillo Tapia

[} INTRODUCCION

Cualquier trabajo de investigacion requiere de una buena prepara-
cién de material a utilizar, para garantizar la reproducibilidad y la
reduccidon de errores durante el desarrollo de cualquier protocolo. El
trabajo de identificacién, aislamiento de microorganismos de cualquier
tipo y/o funcién de las biomoléculas que producen requiere de medi-
das de limpieza y esterilizacién mds estricta para garantizar resulta-
dos confiables.

Hasta el momento, existe una amplia variedad de limpiadores que
remueven todo tipo de suciedad, que se incluyen ingredientes que
pueden ser: solubles e insolubles en agua, orgdnicos e inorgdnicos.
Un producto limpiador debe de realizar alguno de los siguientes pro-
cesos:

Emulsificacién de grasas: las grasas son suspendidas en el agua.
Saponificacién de las grasas: las grasas se solubilizan en agua.
Surfactacién: se reduce la tensién superficial del agua para permitir
una mejor penetracién en la suciedad.

Dispersion o defloculacién: ruptura de los agregados de suciedad en
pequefias particulas.

Suspensién: mantener las particulas insolubles suspendidas en el agua.

Peptizacion: ruptura de proteinas.

1. LAVADO DEL MATERIAL DE VIDRIO (FRASCOS Y CAJAS DE
PETRI)

2. Para el lavado del material de vidrio se recomienda el siguiente
tren de limpieza:

1.1 Remojar toda la cristaleria en una solucién con algin producto lim-
piador, dependiendo del uso que tenga este material, y se sugiere
un minimo de 30 minutos. Para hacer después un prelavado de
toda la cristaleria con un detergente enzimdtico al 0.8 %, en agua
corriente; preferentemente que no sea superior a 45 °C.
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1.2 Lavar perfectamente con detergentes biodegradables, neutros
y libres de fosfatos, que no dejen residuos para evitar interfe-
rencia en los resultados, utilizar un cepillo del tamaifo adecua-
do, para limpiar bien el fondo y las paredes.

1.3 Enjuagar perfectamente con agua corriente varias veces y el
ultimo enjuague se haga con agua destilada esterilizada y
escurrir el material perfectamente.

1.4 Para acelerar el secado del material, se recomienda darle un
enjuague con alcohol etilico al 96 ° y secar en la estufa a 60-
70 °C por el tiempo necesario.

1.5 Inmediatamente después, es recomendable empacar el mate-
rial limpio y seco para su posterior esterilizacion.

3. ESTERILIZACION DE MATERIALES.

El método mds utilizado para la esterilizacién de material y solu-
ciones es por calor htmedo (autoclave). Con este método se pueden
esterilizar objetos de acero inoxidable, cristaleria, y pldsticos del
tipo: polipropileno (PP), polimetilpenteno (PMP) o teflén (PTFE/PFA).
Los laboratorios de investigaciéon donde su principal actividad sea el
al aislamiento, manejo y manipulacién de microorganismos, incluyen-
do los extreméfilos se recomienda lo siguiente:

2.1 Seleccionar el empaque del material con base al método de
esterilizacién a utilizar. Para la esterilizacién himeda (autocla-
ve): papel kraft, manila o papel crepado. Para la esteriliza-
cién en seco: papel Kraft, manila o papel aluminio. El tamafio
de los paquetes no debe de ser mayor a: 28 x 28 x 47 cm, si
se utilizan paquetes de 25 x 25 x 20 cm, se puede disminuir el
tiempo de exposicidn y el tiempo de secado.

2.2 El empaque de material de vidrio (pipetas, tubos de ensayo,
cajas de Petri) se pueden envolver de manera individual o en
grupos con papel Kraft y rotular la capacidad de cada uno de
estos.

2.3 La esterilizaciéon del material a utilizar debe de hacerse de
manera separada: cristaleria (material seco) y liquidos.
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4. DESINFECCION DE MATERIALES.

Si se utiliza material que, por su naturaleza o ubicacién, no es posible
esterilizar con vapor caliente, pueden ser desinfectados. La desinfeccién
del material puede ser fisico o quimico, para eliminar los microorga-
nismos de formas vegetativas, pero no se puede asegurar la elimi-
nacién de esporas de bacterias.

La efectividad de la desinfeccién del material se puede incrementar
si se considera la cantidad y ubicacién de los microorganismos, la
resistencia de los microorganismos a un determinado agente quimico,
su concentracion y tiempo de exposicion.

Los principales desinfectantes utilizados son:

3.1 Glutaraldehido: es un compuesto del aldehido y se presenta
en soluciones acuosas, dcidas y alcalinas. Las soluciones alcali-
nas tienen un efecto esporocida. Tiene un pH alcalino, una vez
que estd activado tiene una caducidad de 14 dias.

3.2 Cloro: estd disponible en forma liquida como hipoclorito de so-
dio, o sélida como el hipoclorito de calcio (dicloroisocianurato
de sodio), e inhibe las reacciones enzimdticas, desnaturaliza-
cion de proteinas e inactivacion de los dcidos nucleicos, tenien-
do un amplio espectro (viricida, fungicida, bactericida (mico-
bactericida)). La concentracién minima para una eliminacién
efectiva de micobacterias es de 1000 ppm (0.1 %) durante
10 minutos. Debido a su corrosividad, no deben sumergirse los
objetos por mas de 30 minutos; posterior al remojo, se deben
de enjuagar con abundante agua.

3.3 Formaldehido: es una solucién acuosa que inactiva a los mi-
croorganismos por alquilacién del grupo amino y sulfidrilo de
proteinas y del anillo nitrogenado de bases puricas lo que
altera la sintesis de los dcidos nucleicos. Es bactericida (mico-
bactericida), fungicida, viricida y esporicida.

3.4 Peréxido de hidrégeno: es un agente oxidante que ejerce su
accién microbicida por la produccion de radicales libres que
danan las membranas lipidicas, el ADN y otros componentes
celulares. Tiene un efecto bactericida (microbactericida), fungi-
cida, viricida y esporocida en concentraciones del 6 % al 7 %

3.5 Acido peroxiacético: es un oxidante similar al peréxido de hi-
drégeno, actia principalmente desnaturalizando proteinas y
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alterando la permeabilidad de la pared celular. En concen-
traciones bajas (0.1 al 0.2 %) de 10 a 15 minutos tiene una
accién contra microorganismos, incluyendo a las esporas. Una
vez preparada la solucién tienen una duraciéon de 14 dias.

3.6 Fenoles: los derivados fendlicos encontrados como principio
activo. En altas concentraciones, tienen accién sobre la pared
celular, penetrando la célula y precipitando proteinas citoplas-
mdticas, a bajas concentraciones, causan la muerte de microor-
ganismos por inactivacion de las enzimas de la pared celular.
Es bactericida, fungicida y viricida. No se recomienda su uso
en materiales porosos, como el pldstico, ya que se pueden al-
macenar residuos.

. REFERENCIAS
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ANEXO 2
MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS

Ma. Nieves Trujillo Tapia

B INTRODUCCION

El buen manejo de los residuos quimicos y/o biolégicos también
garantiza la disminucién de contaminacién al ambiente. Por lo que
es importante que todos los residuos generados en los laboratorios
de investigacién los dispongan de manera segura, eficiente, legal
y con costos adecuados. De acuerdo con la NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002, “un microorganismo capaz de producir enfermedades”
es considerado residuo peligroso biolégico-infecciosos (RPBI) si se
encuentra en una concentracién suficiente (indculo), en un ambiente
propicio (supervivencia), en presencia de una via de entrada, y en
un hospedero susceptible.

Los cultivos de microorganismos considerados como agentes biolé-
gico-infecciosos son los que han sido generados en los diferentes
procedimientos de diagnéstico o investigacién, asi como los que se
generan en la produccién y control de agentes bioldégico-infecciosos.
Después de haber realizado las pruebas o experimentos, se generan
desechos biolégicos y los materiales que se utilizaron para realizar
el cultivo de los microorganismos biolégico-infecciosos, es necesario
hacer la separacién de ambos y seleccionar los residuos que pueden
ser tratados inmediatamente después de haber terminado el cultivo
y disminuir el riesgo de infeccién de aquellos que requieran de otro
tipo de tratamiento para reducir el volumen.

Todos los utensilios desechables usados para contener, transferir, ino-
cular y mezclar cultivos de agentes biolégico-infecciosos deben ser
envasados en bolsas de polietileno color rojo.

Los residuos de los cultivos de microorganismos potencialmente infec-
ciosos se les debe aplicar un tratamiento al momento “in situ” y este
puede ser por esterilizacién (calor himedo) o desinfeccién quimica.
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1. ESTERILIZACION.

Es el tratamiento mds utilizado y recomendado, elimina el 100 % de
los microorganismos, incluyendo las esporas. El material utilizado/
contaminado se debe de esterilizar en autoclave a 121 °C a 15
libras de presién, durante 60 minutos, antes de ser lavado. Para el
caso de cajas Petri desechables, éstas deberdn estar previamente
empacadas en bolsas de polietileno y en caso de ser RPBI la bolsa
debe ser roja. Después de la esterilizacién del material contamina-
do, deberd de vaciarse el liquido a un contenedor destinado para
estos residuos.

2. DESINFECCION QUIMICA.
Este tratamiento, se utiliza para objetos sensibles al calor, se pueden
tratar con etanol (EtOH) o peréxido de hidrégeno. Los esterilizantes
quimicos liquidos producen esterilidad de manera confiable solo si la
limpieza precede al tratamiento y si se siguen las pautas adecuadas
con respecto a la concentracién, el tiempo de contacto, la tempera-
tura y el pH.
Algunos de los desinfectantes quimicos, clasificados como germicidas
se incluyen formulaciones a base de:
Glutaraldehido >2,4 %.
Glutaraldehido al 0,95 % con fenol / fenato al 1,64 %.
Peréxido de hidrégeno estabilizado al 7,5 %.
Peréxido de hidrégeno al 7,35 % con écido peracético al 0,23 %.
Acido peracético al 0,2 %.
Acido peracético al 0,08 % con peréxido de hidrégeno al 1.0 %.
Es importante sefialar que, no se deben de usar como método princi-
pal de desinfeccién de los RPBI, y el desecho de estos residuos qui-
micos requiere de una inactivacién previa a su desecho y dependerd
del tipo de desinfectante utilizado.

3. CARACTERISTICAS DE LOS RECIPIENTES USADOS PARA LA
DISPOSICION DE RPBI.

Las bolsas y recipientes que se utilizan para envasar los RPBI deben

de cumplir las disposiciones establecidas en la NOM-087-SEMAR-

NAT-SSA1-2002, especificamente en el punto 6.2.1, inciso a), 6.2.2

y 6.2.3. dentro de las caracteristicas se consideran: color, tipo de
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material, resistencia a la tensién, elongacion, resistencia al rasgado,
resistencia a la penetraciéon y marcado. Ademds de que todo el
material utilizado para su envasado deberd estar marcado con el
simbolo universal de riesgo biolégico (figura 1) y la leyenda: “Re-
siduos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos” y no deberdn ser mezclados
con ningun otro tipo de recipientes de residuos.

Figura 1. Simbolo universal de riesgo bioldgico.

4. PASOS PARA LA REDUCCION DE RESIDUOS POTENCIAL-
MENTE TOXICOS O BIOLOGICO-INFECCIOSOS (RPBI).

4.1 IDENTIFICACION DE LOS RESIDUOS

Se deben de separar los objetos utilizados durante el seguimiento
del experimento: los objetos reutilizables de acuerdo con el material
de uso continuo (vidrio, metal) de los utensilios desechables utilizados
para contener, transferir, inocular y mezclar cultivos de los microor-
ganismos potencialmente infecciosos. Del mismo modo se deben de
separar las cajas de Petri usadas para su esterilizaciéon, eliminacién
y disposicién adecuada de los residuos.

4.2 PROCESAMIENTO Y ENVASADO DE LOS RESIDUOS GENERADOS

Después de haber sido identificados y separados los residuos de
acuerdo con el tipo y estado fisico, los residuos materiales que de-
ben desecharse se dispondrdn en recipientes rigidos de polipropile-
no ROJO o en bolsas de pldastico ROJO, los cuales serdn dispuestos
en un dlmacén temporal de residuos que disponga la institucion.
En caso de que se trabaje con cajas de Petri desechables, es re-
comendable ponerlas en bolsas de residuos biolégicos/peligrosos
(ROJA), para esterilizarlas por calor himedo (autoclave) y separar
los liquidos en contenedores especiales y los sélidos ponerlos en bol-
sas bien cerradas para su almacenamiento o incineracién.
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4.3 PROCESAMIENTO DE MATERIAL REUTILIZABLE
Todo el material que se utilizard nuevamente deberd de seguir el
siguiente tren de tratamiento.

4.3.1ESTERILIZACION

4.3.2 LAVADO

4.3.3 SECADO

4.3.4 PREPARACION

4.3.5 ESTERILIZACION

4.3.6 ALMACENAMIENTO
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ANEXO 3
MANEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS

Ma. Nieves Trujillo Tapia

B INTRODUCCION

La generacién de residuos quimicos peligrosos en un laboratorio de
microbiologia, no solo se limita a las prdcticas de biologia molecular,
por el uso de reactivos utilizados; es necesario darles un tratamiento
antes de ser desechados o almacenados temporalmente.

Algunos de los residuos quimicos:

1. ACIDOS INORGANICOS.

1.1 Generalmente se utilizan en soluciones diluidas (no mayores de
1N), las cuales se deben de neutralizar con hidréxido de sodio
(sosa) y se diluyen con agua para desecharlas por el desagie.

1.2 Si se tienen dcidos concentrados (concentraciones mayores a
1N), se deben de diluir con agua al 1:5 y neutralizar a pH 6.8
con soluciones de hidréoxido de sodio. Antes de desechar al
desagie se vuelven a diluir al 1:10 con agua.

1.3 Bases inorgdnicas, sales y diluciones bdsicas.

1.4 De la misma forma que los dcidos, las bases deben de neutra-
lizarse antes de ser desechadas al desagie. En este caso se
deben de neutralizar con écido sulfurico diluido.

1.5 Las soluciones bdsicas concentradas se diluyen previamente
con agua 1:5 y se neutralizan a pH 6.8, antes de ser desecha-
das se vuelven a diluir con agua 1:10.

2. FENOLES.
El fenol y sus derivados son compuestos orgdnicos aromdaticos, no se
deben eliminar por el desagie, aunque se diluyan. Por lo que serdn
separados en recipientes especificos para su almacenamiento tem-
poral, hasta su transferencia al destino final.
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3. ALDEHIDOS, CETONAS Y DISOLVENTES ORGANICOS.

En el laboratorio de microbiologia el formaldehido es el residuo ge-
nerado en mayor cantidad e importancia, en menor cantidad se en-
cuentran la acetona, cloroformo, xileno y otros derivados bencénicos.
No es recomendable que ningun disolvente orgdnico sea desechado
al desagie. Es conveniente que el laboratorio cuente con contene-
dores seguros para su almacenamiento temporal para su eliminacién
de manera controlada.

4. BROMURO DE ETIDIO (BrET).
El bromuro de etidio es un agente intercalante utilizado como mar-
cador de dcidos nucleicos en técnicas de biologia molecular. Es un
mutdgeno de tipo Il de efecto acumulativo, el reactivo en forma de
polvo es muy téxico por inhalacién y debe de ser debidamente eti-
quetado con el grado de toxicidad y almacenado aparte, para su
uso debe de utilizar guantes, proteccién ocular y mascarilla.

¥ &

T+ Muy toxico T+ Muy toxico

ATENCION: ENESTAZONASE  WARNING: THIS IS A ZONE WHERE
TRABAJA CON: IT IS USED:

EtBr, EtBr.
(Bromuro de Etidio) (Ethidium bromide)
CAS: 1239-45-8 CAS: 1239-45-8
Consulte las medidas de Ask for safety procedures to follow
prevencion a aplicar con el to the laboratory duties
responsable de tareas del responsible.
laboratorio.

Figura 1. Sefialética que debe de tener las dreas de trabajo con BrET.

Después de su uso, es necesario que el material y equipo utilizado sea
descontaminado con una solucién de nitrito de sodio (NaNQ,) y écido
hipofosforoso (H,PO.,).

La preparacion de la solucidon deberd hacerse en envase de vidrio y
disolver 4.2 g de NaNO, en 20 mL de H,PO, al 50 % y enrazarlo con
300 ml de agua destilada y ajustar el pH a 1.8 antes de utilizarlo.
Se debe de lavar la superficie donde se utilizé el reactivo, por lo me-
nos 5 veces con la solucién de nitrito de sodio, utilizando un pafio dife-
rente en cada limpieza. Los pafios deben de remojarse por lo menos
una hora en la solucién de nitrito de sodio. Al finalizar el proceso de
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descontaminaciéon se neutraliza la solucién descontaminante con bi-
carbonato de sodio y se verifica que el pH esté entre 5 y 9. Después
de la limpieza verificar con una ldmpara de luz ultravioleta que no
hayan quedado residuos de BrET. Los residuos generados durante las
prdcticas de biologia molecular (geles tefiidos con bromuro de eti-
dio), puntas, pipetas y materiales empleados en la descontaminacién
del equipo deben de almacenarse aparte.

Las disoluciones de bromuro de etidio sobrantes deben de ser fil-
tradas con carbén activado antes de desecharse por el desagie. El
carbén activado utilizado, se almacenard con el resto de los residuos
de BrET.

5. ACRILAMIDA.
Es un polvo blanco cristalino, utilizado como un agente de polimeri-
zacién durante la cromatografia en gel y la electroforesis. El moné-
mero de acrilamida es altamente téxico inhalado y en contacto con
la piel (dermatitis) y carcinogénico. Se reduce su toxicidad en forma
polimerizada.
Para su manipulacién es importante utilizar equipo de proteccion
(mascarilla, caretas, guantes) su manejo (pesaje y polimerizacion)
debe hacerse dentro de una campana de extraccion. Su almace-
namiento serd en un lugar especifico para este tipo de reactivos, y
deberd contar con la sefialética de la figura 1.
En caso de derrames o sobrantes liquidos no polimerizados no mayo-
res de 25 mL/25 g deben de ser tratados con una solucién reposada
de persulfato de potasio al 1.6 % y metasulfito de sodio al 1.6 %.
después de la limpieza, lavar con abundante agua.
Los residuos de acrilamida deben colocarse en recipientes destinados
Unicamente para estos residuos son considerados altamente peligro-
sos, por lo que deben de ser eliminados de acuerdo con los protoco-
los del comité de seguridad de cada institucién.

6. COLORANTES UTILIZADOS EN LAS DIFERENTES TINCIONES.
La fijacién y tincidn de muestras microbioldgicas son las preparaciones
mds frecuentes para facilitar la identificacion de los microorganismos. Los
colorantes utilizados para teir microorganismos son numerosos y muy va-
riados, ya que contienen grupos croméforos, grupos con dobles enlaces
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conjugados que dan al colorante su color y mediante enlaces idnicos,
covalentes o croméforos se unen con las células. Las caracteristicas
de los colorantes y las células tefiidas convierten a la muestra en un
RPBI, por lo que todo el proceso de tincién debe hacerse en conte-
nedores especiales, con fin de facilitar su manejo y disposiciéon tem-
poral de estos residuos. Antes de la disposicidén de los cubre y por-
taobjetos, deben de ser inactivados, colocdndolos en un envase de
vidrio con una solucién de hipoclorito de sodio al 5 %. Para el caso
de los portaobjetos que contengan esporas de hongos o bacterias en
un contenedor pequeiio de pldstico rigido de color rojo (especial de
RPBI). Estos envases son de un Unico uso y cerrados hasta que estén
llenos en su totalidad.

7. CLASIFICACION DE RESIDUOS.
Es importante separar y envasar en contenedores clasificados para
cada uno de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos de acuer-
do con las caracteristicas fisicas y bioldgico infecciosas y realizar el
tratamiento correspondiente (esterilizaciéon o desinfeccidén quimica)
antes de su disposiciéon y almacenamiento temporal.

8. ALMACENAMIENTO DE RESIDUOS.
Los recipientes con residuos nunca se apilardn o se colocardn en
zonas elevadas, tanto durante su almacenamiento intermedio como
durante el transporte.
Los residuos que puedan originar téxicos voldtiles se almacenardn en
un drea bien ventilada.
Deberd evitarse la proximidad de los residuos inflamables a cual-
quier fuente de calor. Si, ademds, son voldtiles, se almacenardn en
una habitacién bien ventilada.
El transporte fuera del laboratorio deberia estar encomendado a
personas con formacién especifica y con los medios adecuados, por
lo general dentro del contexto de la gestiéon general de residuos de
cada centro sanitario.

MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




. REFERENCIAS

Herndndez A. (2020). Procedimiento de operacién para el manejo de
acrilamida. Numero 2. Instituto de Quimica, UNAM. https://www.iqui-
mica.unam.mx /images/iqseguro/002_Manejo_de_acrilamida.pdf

Herndndez A. (2020). Procedimiento de operacién para el manejo
de Bromuro de etidio. Nomero 4. Instituto de quimica, UNAM. https://
www.iquimica.unam.mx /images/igseguro/004_Manejo_de_bromu-
ro_de_etidio.pdf

Instituto Nacional de Rehabilitacién. Comité de seguridad, HDS, bro-
muro de etidio. 2013. Disponible en: https://www.google.com/sea
rch2source=hp&ei=Sw_9XvfnOYGIsQXGsImQBQ&qg=hoja+de+se
guridad+bromuro+de+etidio&oq=hoja+de+seguridad+bromuro+
de+tetidio&gs_lcp=CgZwc3ktYWIQAzICCAAYBggAEBYQH{|IGCAA
QFhAeMgYIABAWEB4yBggAEBY QHjoFCAAQgWE6BQgQAELEDULML
WPY_YJICaABWAHgAgAGWAYgBvSGS AQQwLiM1mAEAoAEBqg
EHZ3dzLXdpeg&sclient=psyab&ved=0ahUKEwi3uaKVjq3gqAhUBRK
wKHUZYAIIQ4dUDCAY &uact=5

Gonzdlez Meléndez R. C., Elizalde Cuevas B., Cortés Cruz, M. E., Or-
duiia Sdnchez M. (2020). Las tinciones bdsicas en el laboratorio de
microbiologia: un enfoque grdfico. Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM

Millipore. Ficha de datos de seguridad. (2019). Disponible en:
https:/ /www.merckmillipore.com /INTERSHOP /web /WFS /Merck-
DE-Site/de_DE/-/EUR/ShowDocumentFile2ProductSKU=MDA _
CHEM100639&Documentld=100639_SDS_ES_ES.PDF&D
ocumentType=MSD&Language=ES&Country=ES&Origin=
PDP&Display=inline

Rutala, W. A., Weber, D. J. and the healthcare infection control prac-
tices advisory committee (HICPAC). (2019). Guideline for disinfection
and sterilization in healthcare facilites, 2008. University of North
Carolina Health Care System https://www.cdc.gov/infectioncontrol /
guidelines/disinfection/

MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




. EDITORES

B Maria Eugenia Hidalgo Lara
Centro de Investigacion y de Estudios

Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional

B Rosa Maria Camacho Ruiz
Centro de Investigaciéon y Asistencia

en Tecnologia y Disefio del Estado
de Jalisco

N

B Ma. Nieves Trujillo Tapia

Universidad del Mar

B Ramén Alberto Batista Garcia

Universidad Auténoma del Estado
de Morelos

MANUAL DE METODOS PARA EL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS




- UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
DE EXTREMOFILOS ESTADO DE MORELOS

»

°

CINTEJ

Cinvestav




