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ABSTRACT

Soda lakes are highly alkaline and saline habitats containing sodium carbonate at great
concentrations with extremely high pH, sediments at soda lakes usually contain abundant
concentrations of sulfide indicating active sulfate reduction activity [1]. Sulfate-reducing
bacteria (SRB) are obligate anaerobes characterized by their ability to reduce sulfates to
sulfides with simultaneous oxidation of organic substrates [2]. The SRB play an important
rol in the development of bioremediation technologies for wastewater treatment, which
has been studied extensively in the last decades [3,4]. 12 strains were isolated from the
Parangueo Soda Lake, located in Valle de Santiago, Guanajuato, México. All Parangueo
strains, were identified and belongs to the Deltaproteobacteria class from the phylum
Proteobacteria, 11 strains belongs more specifically to the genera Desulfonatronum with
7 species described, most of them are close to D. Thiodismutans and D. Lacustre. The
other strain is close to the genera Desulfobotulus with only 2 species described. After
the construction of the phylogenetic 16S based tree, 2 interesting clusters were observed.
Strains 180_PAR, and 190_PAR form an interesting cluster which could represent a new
specie in the Desulfonatronum genera, while P1_PAR also forms an interesting cluster
which also could be a new specie into the Desulfobotulus genera.

The aim of this research was to characterize the strain 180_PAR which could represent
a new specie, as well as to evaluate the sulfide production of the other SRB isolated as a
potential tool for bioremediation of metal and metalloid contaminated water.
Keywords: Anaerobic technology, sulfate reducing bacteria, alkaliphiles, bioremediation.

RESUMEN

Los lagos de soda son habitats con una alcalinidad y salinidad muy altas, los cuales con-
tienen elevadas concentraciones de carbonato de sodio y valores de pH extremadamente
altos. Los sedimentos de estos lagos usualmente contienen grandes concentraciones de
sulfuros, lo cual indica actividad sulfato reductora [1]. Las bacterias sulfato reductoras
(BSR) son anaerobias estrictas, caracterizadas por su habilidad de reducir sulfatos a sul-
furos con oxidacién simultdanea de sustratos organicos [2]. Las BSR juegan un papel muy
importante en el desarrollo de tecnologias de bio-remediacién para el tratamiento de aguas
residuales, lo cual ha sido estudiado ampliamente durante las tltimas décadas [3, 4]. En
esta investigacion se aislaron 12 cepas del lago alcalino de Parangueo, localizado en Valle de
Santiago, Gto., México. Las cepas fueron identificadas y se encontré que éstas pertenecen
a la clase Deltaproteobacteria del filo Proteobacteria; 11 de los aislados pertenecen mas
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especificamente al género Desulfonatronum, el cual tiene 7 especies descritas, la mayoria
se encuentran muy cercanas a D. Thiodismutans y D. Lacustre. La otra cepa, se encuen-
tra dentro del género Desulfobotulus con solo 2 especies descritas. Las cepas 180_PAR
y 190_PAR forman un clister interesante, el cual puede representar una nueva especie
dentro del género Desulfonatronum, mientras que la cepa 22N_PAR también puede ser
una nueva especie dentro del género Desulfobotulus.

Palabras clave: Tecnologia anaerobia, bacterias sulfato—reductoras, alcaldfilos, biorre-

mediacion
INTRODUCCION
Normalmente, la vida en ambientes

anoxicos es procariota en gran medida.
Los procariontes han evolucionado no
solo en cuanto al desarrollo de varias ru-
tas fermentativas, sino también en la ca-
pacidad de acoplar la oxidacion de sus-
tratos organicos a la reducciéon de com-
puestos inorganicos (diferentes al O,),
para conservar energia para crecimiento
anaerobio [5].

Los lagos alcalinos son hébitats naturales
altamente alcalinos y salinos, los cuales
contienen carbonato de sodio en altas
concentraciones, esto asegura un pH es-
table y extremadamente alto. A pesar
de estas condiciones extremas, los lagos
alcalinos son usualmente altamente pro-
ductivos en cuanto al desarrollo de comu-
nidades microbianas. Las altas concen-
traciones de sulfato y la represién de las
metanogénicas por altas concentraciones
de sal, son la base de un ciclo del azufre
muy activo [1].

Las BSR aisladas de estos lagos, son rep-
resentadas por tres géneros de litotréficos
Desulfonatronum, Desulfonatronovibrio
y Desulfonatronospira (hasta ahora son
los tnicos géneros representativos de los
Desulfovibrionales obtenidos en cultivos
puros) y varias BSR utilizadoras de
AGV’s [1, 6].

El desarrollo de procesos biotecnolégicos
utilizando BSR para la remocion de
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sulfatos y metales, ha sido estudiado am-
pliamente, obteniéndose altas tasas de
sulfato reduccion, sin embargo, estos pro-
cesos se han llevado a cabo sobre todo
en condiciones con valores de pH neutros
[6]. Es por esto, que el aislamiento y apli-
cacién de BSR de sitios con condiciones
de pH extremos resulta de particular in-
terés, sobre todo para el tratamiento de
efluentes acidos de mineria o corrientes
con altas concentraciones de sales.

OBJETIVO

Caracterizar fisiolégicamente y evaluar la
produccién de sulfuro de cepas de BSR
aisladas del lago alcalino del Rincon de
Parangueo en Valle de Santiago, Guana-
juato.

METODOLOGIA

Identificacion filogenética

La identificacién filogenética se realizo
mediante la amplificacién del gen ADNr
16S de los aislados, posteriormente la
secuenciacién de los segmentos amplifi-
cados y su analisis y comparacién con
secuencias depositadas en una base de
datos. La amplificacion se realizd6 me-
diante la reacciéon de polimerasa en ca-
dena (PCR), para lo cual se utilizaron
los primers 63F y 1387R en una termoci-
cladora bajo las siguientes condiciones de
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amplificacion: una iniciacién de 10 min-
utos a 94 °C, seguido por 35 ciclos con-
sistentes de una desnaturalizacién (45 s a
94 °C), alineamiento (45 s a 58 °C), ex-
tensién (1 min a 72 °C); y una extension
final de 10 min a a 72 °C. Los fragmentos
amplificados fueron enviados a secuenciar
por el método Sanger. Para el andlisis
de las secuencias, éstas fueron limpiadas
con el programa BioEdith, y posterior-
mente comparadas con las secuencias de-
positadas en la base de datos de NCBI,
en la cual se recuperaron secuencias de
las especies mas cercanas. Finalmente,
se llevd a cabo el alineamiento de las se-
cuencias de los aislados y de las especies
cercanas y la construccion del arbol filo-
genético con el programa MEGA versién
6.06.

Medio de cultivo

Una vez realizada la identificacién de los
aislados, se utilizo el siguiente medio,
basado en el medio Desulfonatronum
813 de la DSMZ, el cual fue formulado
con: KH,PO, (0.2 g/L), MgCl,-6H,O
(0.1 g/L), NH,CI (0.25 g/L), Na,SO,
(4 g/L), KCI (0.2 g/L), NaCl (15g/L),
Na,CO; (3.5 g/L), extracto de levadura
(0.2 g/L), solucién de oligoelementos
de Widdel (1ml/L), solucién de metales
traza (1ml/L), resarzurina 0.1% (1ml/L).
Se ajusté el pH del medio a 9 y se llevé
a ebullicién para remover el oxigeno dis-
uelto, se enfri6 en nitrégeno gas, y se dis-
pensé en tubos Hungate con nitrogeno
gas, finalmente se esteriliz6 durante 20
min a 121 °C. Antes de inocular se agrego
solucién de vitaminas V7 (100ul/5mL),
Na,S-9H,0 y lactato hasta alcanzar una
concentracién final de 0.4 g/L y 20 mM
respectivamente.
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Determinacion de sulfato

La determinacion de sulfato y tiosulfato
se realizé por cromatografia iénica con el
cromatografo 761 Compact [C Metrohm
y el 838 Advanced Sample Processor, con
una solucién de Na,CO; 3 mM como
eluyente y una solucién de H,SO, 75 mM
como regenerante.

Determinacién de sulfuro

Este analisis se llevd a cabo con el
método Cord-Ruwish (1985), el cual es
un método turbidimétrico basado en la
formacion de CuS. Esto se realizé agre-
gando 0.1 ml de muestra a 4 ml del reac-
tivo de Cord-Ruwish (compuesto de 50
mM de HCl y de 5mM de CuSO,) y
se procedio a leer inmediatamente en un
espectrofotémetro UV-Visible Cary 50 a
480 nm.

Caracterizacion fisiologica

La determinacién de los éptimos de crec-
imiento para temperatura, salinidad y
pH, se llevé acabo realizando cinéticas
con diferentes temperaturas, concentra-
ciones de NaCl y valores de pH respec-
tivamente. Para encontrar los 6ptimos
para cada parametro se determinaron las
i de crecimiento para cada valor estu-
diado, lo cual se obtuvo graficando el
tiempo contra el logaritmo natural de las
curvas de crecimiento (DOgonm ) v deter-
minando la ecuacién de la recta en la fase
de crecimiento exponencial, la pendiente
de la recta corresponde a la p de crec-
imiento. Todas las pruebas se realizaron
por duplicado y 2 réplicas.
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Ensayos de dismutacién

El ensayo de dismutacion se llevd a
cabo como parte de la caracterizacién
de la cepa 180_PAR, ya que se ha re-
portado que varias especies del género
Desulfonatronum tienen esta capacidad
metabdlica tnica de ciertas BSR. La dis-
mutacién, que puede ser formalmente de-
scrita como una fermentacién inorganica,
consiste en la desprotonacién del sul-
fito o tiosulfato [5]. Para esta prueba
el inéculo fue lavado por centrifugacién
y resuspension en medio libre de lac-
tato y sulfato, bajo condiciones de es-
terilidad y con nitrégeno. Las bacte-
rias lavadas, fueron inoculadas por dupli-
cado bajo las siguientes condiciones: con
tiosulfato/acetato; tiosulfato/CO,; lac-
tato/sulfato (control para comprobar que
las células se encontraban en buen estado
después del estrés al que fueron someti-
das); lactato (para descartar presencia de
sulfato) y sulfato solamente para descar-
tar presencia de lactato remanente en el
in6culo).

Caracterizacion fisiolégica de la
cepa 180_PAR

El estudio de la eco-fisiologia consiste en
determinar los extremos y Optimos de
crecimiento de una cepa (pH, temper-
atura y concentracion de cloruro de so-
dio). La cepa 180_PAR fue seleccionada
para su caracterizacion y en su caso ser
propuesta como cepa tipo en caso de rep-
resentar una nueva especie. La com-
posicion del medio utilizado para llevar
a cabo los estudios de caracterizacién se
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion filogenética

En la Figura 6.1 se muestra el arbol
filogenético de los aislados del lago de
Parangueo, todas las cepas de Parangueo
pertenecen a la clase Deltaproteobacteria
del filo Proteobacteria. La gran mayoria
se encuentra dentro de la familia Desul-
fonatronaceae del orden de los desulfovib-
rionales, el cual cuenta con un tnico
género que es Desulfonatronum y 7 es-
pecies descritas.

El grupo mayor se encuentra muy cerca
de D. Thiodismutans y D. Lacustre y
las cepas 180_PAR y 190_PAR for-
man un clister interesante que podrian
ser nuevas especies dentro del género.
PAR_22N y PAR_P1, por otro lado se
encuentran dentro de la familia Desul-
fobacteraceae del orden de los Desul-
fobacterales, la especie mas cercana
pertenece al género Desulfobotulus con
solamente 2 especies descritas. Este
clister se encuentra relativamente lejos
de D. Sapovorans por lo cual también
podria pertenecer a una nueva especie
dentro del género Desulfobotulus.

baso en el medio de la DSMZ Desulfona-
tronum 813.

En la Figura 6.2 se muestran los perfiles
de crecimiento de la cepa 180_PAR, para
temperatura, salinidad y pH. La cepa
crece en un rango de temperatura de 10 a
45 °C, con un 6ptimo de 35 °C; en cuanto
a salinidad (g/L NaCl), ésta crece incluso
en ausencia de NaCl, con rango de crec-
imiento de 0 hasta 90 g/L de NaCl, con
un 6ptimo de entre 1 y 5 g/L. Aunque
el grafico da la impresién que la veloci-
dad de es muy parecida de 1 a 25, la fase
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Figura 6.1: Arbol filogenético 16S de los aislados de Parangueo.

exponencial comienza mas rapido de 0 a
5 g/L (60 h), mientras que conforme au-
menta la concentraciéon de sal, también
lo hace el tiempo de inicio de la fase ex-
ponencial. Sorokin et al. (2011) han re-
portado que es tipico que las alcaldfilas
de lagos de soda no requieran NaCl para
crecimiento y, por lo tanto deben ser de-
scritas como natrondéfilas méas que como
haldfilas.

Para las pruebas de pH se utilizd el
mismo medio, pero basandose en los re-
sultados de salinidad; se utilizé el medio

Ensayos de dismutacién

En la Tabla 6.1, se muestran los re-
sultados de dismutaciéon utilizando Tio-
sulfato/Acetato y Tiosulfato/CO,. Las
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con una salinidad menor (5 g/L). El
medio se preparé sin buffer (Na,CO,)
con un pH de 6. El ajuste de pH se re-
alizé posterior a la esterilizacién con solu-
ciones estériles y anaerobias de NaHCO,
(10%) y Na,CO; (8%). La cepa crece
en un rango de 7.5 a 9.3, con un 6ptimo
de 9. Lo cual difiere de D. Thioau-
totrophicum y D. Thiosulfatophilum 8.3—
10.5 (9.3) 8.0-10.4 (9.5) respectivamente,
las cuales son las especies mas cercanas,
dentro del género Desulfonatronum.

pruebas de dismutacion realizadas bajo
las siguientes condiciones:

e Tiosulfato + Acetato: (+).
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Figura 6.2: Caracterizacion fisiologica de cepa 180_PAR.

e Tiosulfato + CO,: (++).
e Lactato + SO,* :(+++)

e Lactato: practicamente ausencia
de crecimiento

e Sulfato: (-)

Entre paréntesis se muestra el crec-
imiento observado (nulo (), poco (+),
medio (++), alto (+++). Aunque
aparentemente hubo mas de crecimiento
con tiosulfato/ CO, que con tio-
sulfato/acetato; solamente hubo dis-
mutacién con acetato como fuente de car-
bono, ya que practicamente todo el tio-
sulfato fue consumido para produccién de
sulfato y sulfuro, no asi con CO,,. El buen
crecimiento observado en las condiciones
usuales de cultivo (lactato/sulfato), de-
mostré que el indculo estaba en buenas
condiciones y soporté en estrés de lavado.

ISBN: 978-607-441-446-2

Por otro lado, la presencia de lactato y
sulfato se descarté al no observarse crec-
imiento.

Tabla 6.1: Dismutacion de la cepa
180_PAR
Sulfato Tiosulfato Sulfuro
mM mM mM
Tiosulfato/ 7.7 0.3 3.6
Acetato
Tiosulfato 0.14 7.3 0.2
+CO,

Produccion de sulfuro

En la Tabla 6.2, se muestran los resulta-
dos de produccién de sulfuro de las cepas
de Parangueo. Las cepas 13F, 4H11, 12B
y 131, fueron seleccionadas para evaluar
las condiciones de produccion de sulfuro,
consumo de sulfato y substrato, ya que
presentan mayor produccion de sulfuro.
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Tabla 6.2: Produccion de sulfuro de las cepas de Parangueo

Cepa Sulfato mM Tiosulfato mM Sulfuro

180 2.4 18K 7.4

190 3.6 12D 94

22N 10.1 12B 10.5

P1 1.0 2B 8.3

13F 11.0 9k-11 94

140 8.0 17D 1.2
22N8 8.3 131 11.5
4H11 9.9 11A-9 6.9

CONCLUSIONES rio thiodismutans sp. nov., and Desulfona-

La identificacion y construccion del arbol
filogenético de las cepas aisladas del lago
alcalino de Paragueo, muestra 2 posi-
bles especies nuevas; una dentro del
género Desulfonatronum y otra dentro
del género Desulfobotulus, la caracter-
izacién completa de estos aislados per-
mitira confirmarlo. Por otro lado, la
aplicacién de estas cepas es de especial
interés, debido a que tienen potencial
para tratar efluentes contaminados con
sulfatos en condiciones de salinidades al-
tas y con pH alcalinos.
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