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RESUMEN

Debido a la importancia estratégica que representan las operaciones
en la Faja Petrolifera del Orinoco para el desarrolio de la nacion, en Ia
industria petrolera es fundamental orientar los esfuerzos en la investigacion y
el desarrollo de tecnologias para la explotacion de crudos pesados y
extrapesados, para la remediacibn de ambientes impactados por
hidrocarburos y para la preservacion de la infraestructura. Estas tecnologias
incluyen los procesos biotecnolégicos que involucran el uso de bacterias o
sus metabolitos.

Uno de los productos de origen biol6gico mayormente utilizados en
las operaciones de la industria petrolera son los biosurfactantes,
principalmente del tipo ramnolipido producido a partir de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa.

A fin de establecer una estrategia para conocer los grupos
mayoritarios de bacterias en ambientes relacionados con pozos petroleros y
detectar bacterias de interés biotecnolégico, se seleccioné un area de
estudio modelo de acuerdo a su criticidad por el alto contenido de
microorganismos.

Por técnicas basadas en cultivos, se estudiaron las caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas de las bacterias presentes en el &rea, su
capacidad para formar biopeliculas y para producir biosurfactantes. Para la
identificacion genética de las bacterias se realizé la amplificaciéon por PCR
del ADNr 23S, su secuenciacion, alineamiento y comparacién con las bases
de datos disponibles y se disefié un método basado en huellas moleculares
por analisis de restriccion de este gen, una metodologia molecular que
puede ser estandarizada y aplicada de manera rapida y confiable para



detectar los grupos bacterianos mayoritarios que habitan en ambientes de
diferentes areas operacionales de la industria petrolera, tanto para conocer
si representan riesgos en la integridad de estructuras y procesos, como para
obtener bacterias con uso potencial en procesos biotecnolégicos.

La técnica de PCR-RFLP disefiada y usada en este estudio, resulté
util para identificar y diferenciar los grupos mayoritarios de bacterias
presentes en ambientes relacionados con la produccién de petréleo como
son las bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus.
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I. INTRODUCCION

La Faja Petrolifera del Orinoco (FPO) posee una indiscutible
importancia estratégica para la nacion, ya que en ella se encuentra la mayor
reserva de hidrocarburos del mundo y a través de la renta petrolera, el
Gobierno Bolivariano impulsa importantes proyectos sociales, educativos,
econdmicos y de salud que benefician al pueblo venezolano.

El uso de microorganismos es considerado como una de las opciones
tecnoldgicas orientadas al incremento del recobro en estos reservorios, a su
mejoramiento en funcion de facilitar los procesos de transporte en superficie
0 a la proteccién de la infraestructura por dafios de origen biolégico.

Los microorganismos presentes en los yacimientos, son responsables
de transformar carbono y nitrégeno a partir de matrices complejas de
hidrocarburos y se han adaptado a condiciones extremas de vida. El
desarrollo de procesos tecnolégicos con el uso de este tipo de
microorganismos puede proporcionar soluciones a las necesidades de
operacién antes descritas.

Adicionalmente, el aumento de la conciencia ptblica sobre la
contaminacion ambiental influye en la busqueda y el desarrolio de
tecnologias que ayudan en la limpieza de contaminantes organicos e
inorganicos en areas impactadas por hidrocarburos como consecuencia de
los procesos de explotacién de crudos. Un método alternativo y ecolégico en
tecnologias de remediacion de ambientes contaminados con estos
compuestos es el uso de biosurfactantes o de microorganismos que lo
producen.

Los biosurfactantes son un grupo estructuralmente diverso de
moléculas tenso activas sintetizadas bioldgicamente con una amplia
variedad de aplicaciones industriales y biotecnolégicas. Estas moléculas



reducen las tensiones superficial e interfacial tanto en soluciones acuosas
como en mezclas de hidrocarburos, convirtiéndolas en candidatas
potenciales para participar en distintos procesos aplicables en la industria
petrolera, tales como, recuperacion mejorada de crudos con el uso de
microorganismos (MEOR por sus siglas en ingiés), biorremediacion de
ambientes impactados con hidrocarburos o formulaciéon de emulsiones.

Los biosurfactantes de tipo ramnolipido son los mas utilizados en
aplicaciones industriales. Se conocen los genes estructurales y los
mecanismos regulatorios que controlan la produccion de ramnolipidos a
partir de cepas de Pseudomonas aeruginosa. La produccion de
biosurfactante de tipo ramnolipido ocurre bajo condiciones limitantes de
nitrégeno y de hierro. La funcion estéa codificada por los genes rhiA y rhiB,
organizados en un operén que esta agrupado con los genes rhiR y rhll, los
cuales regulan la transcripcion de los genes rhl a través de una compleja red
genética de sefiales de célula a célula denominada autoinduccion o
deteccién de quérum (Quorum Sensing) que es un mecanismo de control de
expresiones genéticas dependiente de la densidad celular. Adicionalmente,
la formacion de biopeliculas se encuentra estrechamente relacionada con la
produccién de biosurfactantes y por ende con el Quorum Sensing.

Para conocer los microorganismos presentes en un area determinada
e involucrados en los procesos antes descritos, se emplean distintos
métodos que comprenden técnicas microbiolégicas de cultivo y técnicas
basadas en biologia molecular. Uno de los métodos moleculares usados
para la identificacion de especies bacterianas es la comparaciéon de las
secuencias de los ARNr 23S (o del gen que lo codifica, ADNr 23S) y a partir
de las secuencias obtenidas se pueden establecer las relaciones
filogenéticas entre los distintos organismos existentes en una comunidad.

En este estudio, las bacterias presentes en muestras de agua de
produccién provenientes de la FPO se caracterizaron siguiendo pruebas



bioquimicas, de acuerdo a su dindamica de crecimiento y por su capacidad
para formar biopeliculas y generar metabolitos de interés para la industria
petrolera como son los biosurfactantes. La identificacion bacteriana se
realizé mediante la amplificacién por PCR del ADNr 23S, su secuenciacion,
alineamiento y comparacién con las bases de datos disponibles y se
determind la relacién filogénética de las especies encontradas.

Se desarrollé una metodologia de biologia molecular basada huellas
moleculares por analisis de restriccion del ADNr 23S (ARDRA) para detectar
los grupos mayoritarios de bacterias que habitan en ambientes relacionados
con pozos de petrdleo. La metodologia desarrollada puede ser
estandarizada para su aplicacién en diferentes areas operacionales de la
industria petrolera a fin de conocer las poblaciones de bacterias existentes
en esos ambientes o seleccionar bacterias para usos biotecnolégicos.




Ii. PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, en la caracterizacién de muestras provenientes de las
areas operativas de la industria petrolera venezolana, se utilizan técnicas de
cultivo para deteccién de grupos bacterianos especificos en estudios de
diagnéstico de problematicas ambientales. Estos son métodos indirectos en
los cuales se detecta el tipo de metabolismo celular involucrado pero no se
llega a la deteccién del microorganismo o la identificacion de su especie. Sin
embargo, en muchos casos es necesario conocer las especies presentes en
el proceso.

En este trabajo, con la finalidad de conocer la poblacién bacteriana de
ambientes relacionados con pozos petroleros, se seleccioné un area de
estudio modelo, se establecié una estrategia basada en métodos clasicos de
cultivo para conocer las bacterias involucradas, su dinamica de crecimiento,
su capacidad para formar biopeliculas y para producir biosurfactantes y
métodos de biologia molecular para la identificacion de las especies
bacterianas.

Se desarrollé una metodologia molecular que incluye una técnica
molecular ARDRA, el analisis de restriccién del ADNr 23S, que puede ser
aplicada de manera rapida y confiable para detectar los grupos mayoritarios
que habitan en estos ambientes.



2.2 JUSTIFICACION

En la industria petrolera venezolana, dentro los procedimientos
estandar aplicados en evaluaciones ambientales, se dispone de
metodologias para estimar el contenido de bacterias en muestras de distinta
naturaleza como agua, suelo o combustibles. Estos métodos son Utiles para
detectar la presencia de bacterias en el sitio y para la toma inmediata de
decisiones operacionales pero no es posible conocer las especies
involucradas en los procesos ni sus interacciones.

Las técnicas basadas en la PCR junto con métodos post PCR como
los anélisis de restriccion del ADNr 23S permiten conocer e identificar
especies bacterianas en un ambiente determinado y, soportados con
técnicas clasicas de cultivo, ayudan a comprender la dinamica de la
comunidad en la cual se desarrollan. La ventaja de estos métodos es que
permiten una vision directa de la composicién comparativa y la diversidad de
la microbiota dominante.

En este estudio, se obtiene informacién que ayuda a comprender
como interaccionan las bacterias con su ambiente y como ambos cambian
debido a estas interacciones. La metodologia que se desarrollé puede ser
estandarizada para su aplicacién en diferentes areas operacionales de la
industria petrolera.

2.3 ALCANCE

El estudio se lleva a cabo con muestras de agua de produccion de
crudos pesados y extra pesados de la FPO. Las bacterias presentes en
muestras de agua de produccibn de petréleo son cuantificadas,
caracterizadas bioquimicamente y evaluadas por su capacidad para producir
biosurfactantes y formar biopeliculas. Posteriormente son identificadas por
técnicas moleculares mediante la ampilificacién, secuenciacion y analisis de



las secuencias obtenidas del ADNr 23S. Se desarrolla una metodologia de
biologia molecular basada en la técnica de ARDRA para detectar los grupos
mayoritarios de bacterias que habitan en ambientes relacionados con pozos
de petréleo.

2.3 HIPOTESIS

Si se desarrolla una metodologia de biologia molecular basada en
técnicas de analisis de restriccion de fragmentos amplificados por PCR del
ADNr 23S, se facilitaria la identificacion de los grupos mayoritarios de
bacterias encontradas en un ambiente determinado y, esta metodologia
acompanada con técnicas dependientes de cultivo, nos permitiria detectar la
presencia de bacterias productoras de biosurfactantes, involucradas en
procesos relacionados con la industria petrolera como son la biodegradaciéon
de hidrocarburos, la recuperacién mejorada de crudos, la biorremediacion de
ambientes contaminados o la formacién e inhibicibn de biopeliculas en
tuberias.

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo general

Identificar los grupos mayoritarios de las bacterias presentes en
muestras de agua de produccién de petréleo mediante la amplificacion,
secuenciacion y andlisis de las secuencias obtenidas del ADNr 23S, asi
como, por analisis de restriccion del mismo gen y complementar los
resultados con estudios microbioldégicos por métodos dependientes de
cultivo para la deteccion de bacterias productoras de biosurfactantes,
metabolito fundamental en los procesos de biodegradacién de hidrocarburos,
la recuperacibn mejorada de crudos, la biorremediacibn de ambientes
contaminados o la formacion e inhibicion de biopeliculas en tuberias.



. MARCO TEORICO

3.1 ANTECEDENTES

Los antecedentes de este trabajo se basan en algunas
investigaciones de interés sobre microorganismos productores de
biosurfactantes, el uso de los mismos en procesos de degradacion y
recuperacién mejorada de crudos, la correlacion entre la producciéon de
biosurfactantes, la formaciébn de biopeliculas y la degradaciéon de
hidrocarburos; estudios del sistema de regulacion de la producciéon de
biosurfactantes y, la deteccidbn molecular de las bacterias productoras de
biosurfactantes.

Los microorganismos que actGan en comunidades complejas en los
ciclos geoquimicos, son responsables de transformar carbono y nitrégeno a
partir de matrices complejas de hidrocarburo y se han adaptado a
condiciones extremas de vida. Las tecnologias aplicadas a los procesos de
produccién de petréleo con el uso de este tipo de microorganismos pueden
proporcionar soluciones a las necesidades de mejoramiento de crudo, ya
gue no requieren el consumo de hidrégeno y producen mucho menos
diéxido de carbono que los procesos termoquimicos (Kilbane, 2006).

Sin embargo, con frecuencia se presentan otros problemas en las
instalaciones de produccién de petréleo como la precipitacion de las
fracciones pesadas de los crudos, que puede ocasionar cambios en la
composicion de sus fracciones parafinicas y, como consecuencia,
taponamientos en las tuberias durante su transporte. Por lo tanto, es
necesario desarrollar tecnologias que permitan el manejo de los crudos en
condiciones operacionales y que minimicen o eviten estos problemas.
Convencionalmente se usan compuestos quimicos con actividad
emulsificante, pero el uso de productos de origen biologico es una alternativa
a considerar. En este sentido, Etoumi, en el afio 2007, publicé los resultados



de estudios sobre el uso de bacterias productoras de biosurfactantes con
capacidad emulsificante de crudos. Las cepas productoras se aislaron de
sedimentos marinos impactados por hidrocarburos. Los analisis por
cromatografia de gases de los crudos tratados con estas bacterias
mostraron una disminucion de las fracciones pesadas de hidrocarburos e
incremento de fracciones mas livianas entre C5 - Cao.

En cuanto a los procesos MEOR, las bacterias pertenecientes a los
géneros Bacillus y Clostridium se han usado con frecuencia por su
capacidad para soportar las condiciones del yacimiento, debido a que
forman esporas que les permite permanecer latentes hasta encontrar las
condiciones favorables para crecer y generar los metabolitos de interés en
estos procesos. También son de interés las bacterias pertenecientes al
género Pseudomonas por su capacidad para producir agentes tensoactivos,
gases, alcoholes, disolventes y, a veces polimeros. (Bonell, 2008).

Por su parte, las biopeliculas se forman en las tuberias de los
sistemas de distribucién cuando las células microbianas se adhieren a las
superficies y se multiplican para formar una capa de limo, que son
microambientes dinamicos con procesos de metabolismo, crecimiento y
formacién de productos. La tasa de formaciéon de las biopeliculas depende
de las propiedades fisicoquimicas de la interfase, de la rugosidad de la
superficie y de los factores fisiolégicos de los microorganismos fijados (De
Sousa, 2008).

Por otro lado, Hasanshahian y Emtiazi, el el afio 2008, realizaron un
estudio de correlacion entre la produccién de biosurfactantes, formacién de
biopeliculas y degradacién de crudos por bacterias aisladas de un medio
ambiente marino de seis lugares diferentes en el Golfo Pérsico.
Seleccionaron 25 bacterias de las cuales el 83 % eran degradadoras de
petroleo. Las cepas CS-2 (Pseudomonas) BC, PG-5 (Rhodococcus) y H
(Bacillus) mostraron adherencias en un  30%, 46%, 10% y 1%



respectivamente. La cepa H presentd una baja produccién de biosurfactante
y formacién de biopeliculas, también mostré el menor crecimiento en crudos.
El andlisis por PCR de estas cuatro cepas mostré que todos los aislados
poseen el gen para la enzima alcano hidroxilasa. Todos los aislados
pudieron utilizar ciclohexano, octano, hexadecano, octadecano y aceite
combustible diesel, sin embargo, el ensayo de microtitulacion en placa
mostré que la cepa BC mostré el mayor crecimiento en octadecano y mayor
formacién de biopeliculas.

Posteriormente Arutchelvi y col. en el afio 2011, estudiaron el efecto
de biosurfactantes ramnolipidos durante la formacién de biopeliculas por la
bacteria CPLC de Pseudomonas aeruginosa en superficies de polipropileno.
Esta cepa produce una mezcla de biosurfactantes de tipo ramnolipidos. Los
autores optimizaron las condiciones nutricionales y ambientales necesarias
para la produccion del ramnolipido y su participacién en la formacién de la
biopelicula sobre la superficie de polipropileno. Encontraron que se requiere
pH acido y temperaturas inferiores a los 35°C, asi como, una velocidad de
rotacion del fluido superior a 200 rpm para la fijacion de ramnolipido en la
superficie de polipropileno y la formacién de biopeliculas. El estudio se
enfoco6 en el uso de las biopeliculas en procesos de biorremediacion.

Los estudios para la comprension del sistema de regulacién de la
produccién de biosurfactantes en Pseudomonas aeruginosa se iniciaron
desde hace mas de dos décadas, cuando en 1994, Ochsner y col.
demostraron su relacién con los sistemas /as y rhl que regulan la expresion
de factores de virulencia. Indicaron que los genes /asR y rhiR codifican para
las proteinas regulatorias LasR y RhIR respectivamente. Los genes /asl y rhll
codifican para dos sintetasas que catalizan la sintesis de sus respectivos
autoinductores: N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona (30C12HSL); y N-
butiril homoserina lactona (C4HSL). LasR interactta con 30C12HSL
mientras que RhIR lo hace con C4HSL. El complejo formado por
LasR/3BOC12HSL promueve fa expresion de genes para la produccién de
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elastasas y proteasas. El complejo RhIR/C4HSL activa la transcripcion de los
genes involucrados en la sintesis de ramnolipidos, sin embargo en algunos
casos RhIR puede reprimir la expresion cuando no se encuentra unido a su
autoinductor. Pseudomonas aeruginosa s6lo produce ramnolipidos en
ciertos medios de cultivo, cuando hay una limitacion de nutrientes

Por su parte En el afio 2008 Cha y col. confirmaron que la bacteria
Pseudomonas aeruginosa contiene los reguladores de transcripcion LasR y
RhIR con sus respectivos autoinductores y estudiaron la regulacion
transcripcional dependiente de RhIR del operén rhiAB, que codifica la
ramnosiltransferasa, la enzima implicada en la sintesis del agente
tensoactivo monoramnolipido. Demostraron que RhIR se une a una
secuencia especifica en la regioén regulatoria rh/AB, tanto en presencia como
en ausencia de su autoinductor. Los datos sugieren que en el primer caso se
activa la transcripcion, mientras que en el segundo actiia como un represor
transcripcional de este promotor. Al parecer, RhiR reprime la transcripcién de
otros genes reguladores de sistemas de comunicacion entre células o
Quorum Sensing, por lo que la actividad represora de RhIR podria ser de
importancia en la expresion asociada a los factores de virulencia de
Pseudomonas aeruginosa.

La bacteria Pseudomonas aeruginosa es un agente patégeno
oportunista. Por esta razén, Desai y Banat en 1997 lograron la produccion
heteréloga del biosurfactante por la cepa de Pseudomonas putida 1067,
considerada como una bacteria cuya manipulacion se realiza en condiciones
seguras ya que no produce factores de virulencia ni de patogenicidad. Esta
condicion se logré mediante la clonacién molecular de los genes rh/AB para
la ramnosiltransferasa con el sistema Quorum Sensing rhiRI.

Los estudios para la deteccion de microorganismos de interés en

procesos biotecnologicos, asi como la comprensién de la dinamica
poblacional microbiana en evaluaciones ambientales requieren de la

11



disponibilidad de métodos moleculares novedosos y avanzados. En este
sentido, Van Elsas, en el afio 2011 sostuvo que los métodos basados en
acidos nucleicos han revolucionado los estudios de la microbiota ambiental,
en particular, la comprensién de la diversidad, funcionalidad y las
interacciones microbianas. El autor afirmé que para investigar hipotesis
comprobables se necesita un enfoque polifasico basado en metodologias
moleculares tales como metagendmica y metatranscriptémica de organismos
cultivables y no cultivables. Asi, los avances en el conocimiento del
funcionamiento y la adaptacion de especies bacterianas a su ambiente se
fortalecen por métodos combinados de estas técnicas moleculares con
enfoques basados en métodos de cultivo.

La identificacion molecular de bacterias, basada en la amplificaciéon
del gen que codifica los ARNr 16S, o ARNr 23S, su secuenciacién y
posterior anéalisis de secuencias se utiliza fundamentaimente para bacterias
cuya identificacién mediante otro tipo de técnicas resulta imposible, dificil o
requiere mucho tiempo. La amplificaciébn del gen, para su posterior
secuenciacion, parte preferentemente de ADN extraido de un cultivo puro de
la bacteria, pero también puede conseguirse directamente de la muestra a
evaluar (Rodicio y Mendoza, 2004).

Yilmaz y col., en el afio 2011, compararon las secuencias de los ARNr
23S con las del ARNr 16S a partir de 80 muestras metagenémicas tomadas
en uno de los estudios mas grandes y que cubrié la mayor area geografica
hasta la fecha, la Expedicion Global de Muestreo del Océano (GOS). En el
estudio, estos autores obtuvieron secuencias de ARNr 23S que resultaron
ser alrededor de 100 pb mas largas que las secuencias de ARNr16S. Con
ambas secuencias encontraron resultados similares de abundancia relativa,
sin embargo, las secuencias de ARNr 16S ofrecieron una mayor resolucion
taxonémica debido a que sus bases de datos son mas amplias.
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Una de las aplicaciones de los estudios de dindmica poblacional
bacteriana es la evaluacion de los efectos de compuestos toxicos en el
ambiente. Los compuestos téxicos pueden interferir con la constitucion
genética de las poblaciones, ya sea directamente a través de la actividad
mutagénica o indirectamente a través de procesos mediados por la
poblacion. Estos procesos se inician cuando los compuestos toxicos reducen
la supervivencia o la fecundidad de los organismos expuestos. En este
sentido, De Wolf y col. en el afio 2004, publicaron una revision sobre el uso
de la técnica de analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD por
sus siglas en inglés) aplicado en el contexto ecotoxicolégico vy
proporcionaron informacién de rutas directas e indirectas a través de las
cuales las sustancias téxicas pueden afectar a la estructura genética de las
poblaciones.

Estos autores sefialan que, en condiciones estrictamente
estandarizadas, la técnica RAPD puede ser una herramienta util para el
estudio de los efectos genéticos provocados por sustancias téxicas en una
poblacién, sobre todo porque esta técnica proporciona informacién acerca de
un gran numero de loci a bajo costo y sin tener que obtener datos de la
secuencia para su disefio, sin embargo, en la actualidad s6lo una pequefia
fraccion de su potencial se utiliza en ecotoxicologia.

También sugieren que se debe aplicar herramientas y parametros
estadisticos en las investigaciones ecotoxicoldgicas con el fin de explotar
plenamente el potencial de esta técnica y afiaden que debido a su
naturaleza aleatoria, los datos de RAPD deben ser considerados como
preliminares y complementados con otros estudios genéticos como Ia
clonacién, la secuenciacion y las técnicas de huellas moleculares.

En Venezuela, un grupo de investigadores del area de Energia y

Ambiente del Instituto de Estudios avanzados (IDEA) han realizado estudios
de caracterizaciéon funcional y molecular de comunidades bacterianas
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cultivables asociadas a ripios de perforacion mezclados con fluidos de
perforacion base agua, con la finalidad de identificar potenciales
biocatalizadores que puedan ser empleados en procesos de biorremediacion
de la FPO.

Los resultados de esos estudios fueron publicados en el afio 2009 por
Ledén y col. En el mismo, los autores indican que aislaron y caracterizaron
morfolégica y bioquimicamente 88 cepas bacterianas. Posteriormente
diferenciaron las cepas mediante andlisis de agrupamiento de acuerdo a su
actividad funcional. El 100% de las bacterias estudiadas resultaron ser Gram
negativas y el 71,25% del tipo coco bastones. Las pruebas bioguimicas y el
analisis funcional permitieron identificar 66grupos funcionales y 14 grupos de
identidad funcional.

Estos autores también realizaron estudios moleculares mediante la
técnica de huella de ADN ERIC-PCR indicando la existencia de 14 grupos de
bacterias genotipicamente diferentes, con alta capacidad
hidrocarburoclastica y de produccién de biosurfactantes. Estos resultados
revelaron que las bacterias aisladas pertenecen a cinco (5) géneros
diferentes: Enterobacter (6; 50%), Pantoea (2; 14,29%), Citrobacter (2;
14,29%), Klebsiella (2; 14,29%) y Comamonas (1; 7,14%). El 92,86%
corresponde a la familia Enterobacteriaceae, clase gamma-proteobacterias,
frecuentemente asociada a ambientes contaminados con hidrocarburos.

3.2 BASES TEORICAS
3.2.1 La Faja Petrolifera del Orinoco

La FPO es la fuente de reservas de hidrocarburos liquidos mas
grande del mundo, comprende una extension de 55.314 km2 y un area de

explotacién actual de 11.593 km2, ubicada al sur de los estados Guarico,
Anzoategui y Monagas de la Republica Bolivariana de Venezuela (Figura 1).
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Este gran reservorio petrolero fue dividido en cuatro grandes areas, siendo
éstas de oeste a este: Boyaca, Junin, Ayacucho y Carabobo, y a su vez
segmentado en 29 bloques de 500 km2 cada uno aproximadamente
(PDVSA, 2010).

De acuerdo con el Oficio N° 1.036 de junio de 2005, el Ministerio del
Poder Popular para la Energia y Petréleo asigné a la Corporacion
Venezolana del Petréleo (CVP) el Proyecto Magna Reserva para cuantificar
y cettificar las reservas de la FPO. El lineamiento estratégico establecido,
persigue el propésito de convertirla en un eje impulsor del desarrollo
econdmico, social, industrial, tecnolégico y sustentable del pais, mediante la
valorizacién y desarrollo 6ptimo de sus recursos de hidrocarburos, dentro det
marco legal vigente y el plan de desarrollo de la nacién (PDVSA 2010).

FAJA PETROLIFERA DEL ORINOCO
-  Empresas Mixtas -~ |

2
Area total: 55.314 km
2
Area de explotacién actual :11.598 km

Figura 1. Faja Petrolifera del Orinoco. Fuente: http://www.pdvsa.com
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En la actualidad, el sector del petroleo enfrenta la disminucién de las
reservas, precios variables del crudo, el aumento en la demanda de
combustibles limpios y una normativa internacional cada vez mas estricta en
la conservacion del ambiente. Con el fin de mejorar la calidad de los crudos,
lubricantes y combustibles para aumentar su eficiencia y disminuir el impacto
ambiental, se desarrollan procesos biotecnolégicos aplicados a la industria
del petréleo, como opciones complementarias para la solucion a los
problemas mencionados anteriormente, los cuales persistiran y se
intensificaran en los préximos afios (Bonell, 2008).

3.2.2 Los biosurfactantes

Son compuestos anfifilicos, es decir, poseen tanto caracteristicas
hidrofébicas como hidrofilicas; con actividad tenso activa producidos por una
gran variedad de microorganismos. Se producen en la superficie celular o
son excretados al medio. Estas caracteristicas les confieren la capacidad
para reducir la tension superficial de sustancias liquidas inmiscibles. El grupo
hidréfilo se compone de oligopolisacaridos, péptidos o proteinas y el resto
hidréfobo por lo general contiene acidos grasos saturados o insaturados y
alcoholes hidroxilados. Un rasgo caracteristico de los biosurfactantes es el
balance hidréfilo-lipdfilo (HLB, por sus siglas en inglés) que especifica la
porcién de los constituyentes hidréfilo e hidréfobo de las sustancias
tensoactivas (Desai y Banat, 1997).

Los Biosurfactantes son clasificados segin su composicion quimica y
origen microbiano (Tabla 1). En general su estructura la conforma un
componente hidrofilico que consiste de aminoacidos o péptidos anidnicos o
cationicos, mono, di o polisacaridos y un componente hidrofébico que
consiste de acidos grasos saturados o insaturados. De acuerdo a esto, los
biosurfactantes incluyen glicolipidos, lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipidos
y acidos grasos, surfactantes poliméricos y surfactantes particulados
(Ramana y Karanth, 1989).
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Tabla 1. Clasificacién de Biosurfactantes

Biosurfactante Microorganismo
Ramnolipido Pseudomonas sp
P. aeruginosa
Trehalolipidos R. erythropolis
N. erythropolis
Glicolipidos Mycobactenum sp
Soforolipidos T. bombicola
T. apicola
T. petrophilum
Celobiolipidos U. zeae
U. maydis
Lipopéptido B. licheniformis
Serrawetina S. marcescens
Lipopéptidos y lipoprotefnas Viscosina P. fluorescens
Surfactina B. subtilis
Subtilisina B. subtilis
Gramicidina B. brevis
Polimixina B. polimyxia
Acidos grasos C. lepus
Acidos grasos, Lipidos neutros Lipidos neutros N. erythropolis
y Fosfolipidos Fosfolipidos T. thiooxidans
Emulsan A. calcoaceticus
Biodispersan A. calcoaceticus

Surfactantes poliméricos

Biosurfactantes particulados

Mannan-lipid-proteina
Liposan
Carbohidrato-proteina-lipido

Proteina PA
Vesiculas
Células enteras

C. tropicalis
C. lipolitica
P. fluorescens
D. polimorphis
P. aeruginosa
A. calcoaceticus
Bacterias varias

Fuente: Desai y Banat, 1997

Los biosurfactantes de mayor interés en la industria petrolera, debido
a la facilidad para su obtencion como sus mudltiples aplicaciones, son los
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ramnolipidos, del tipo glicolipidos. Los glicolipidos son carbohidratos en
combinacién con cadenas largas de acidos alifaticos o hidroxialifaticos. Los
ramnolipidos contienen una o dos moléculas de ramnosa unidas a una o dos
moléculas de acido B-hidroxidecanoico (Figura 2). La unién de las moléculas
de ramnosa al acido B-hidroxidecanoico es realizada por la enzima
ramnosiltransferasa (Desai y Banat, 1997).
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Figura 2. Estructura molecular de los biosurfactantes de tipo ramnolipidos
producidos por Pseudomonas aeruginosa. Fuente: Desai y Banat, 1997

El uso de biosurfactantes ofrece ventajas en relacion con los
surfactantes quimicos debido a su alta biodegradabilidad, baja toxicidad para
la mayoria de los procesos donde pueden ser aplicados, produccion
aceptablemente econémica, factibilidad de produccién a partir de materiales
o sustancias de desecho, biocompatibilidad y digestibilidad, lo que les
confiere una gama de aplicacion bastante amplia. En la industria petrolera,
los biosurfactantes tienen diferentes aplicaciones biotecnoldgicas
potenciales orientadas principalmente a procesos de biotratamientos para la
remocion de compuestos toxicos de suelos y efluentes y, en la limpieza de
tanques y tuberias (Desai y Banat, 1997).
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Hay que destacar que los suelos y aguas contaminadas con
compuestos resistentes a las transformaciones biolégicas son dificimente
recuperables y la via del biotratamiento no aplica en estos casos, sin
embargo, el uso de biosurfactantes resulta atractivo por facilitar los procesos
de transformacién de compuestos contaminantes o téxicos en los casos
donde aplica (Pacwa-Plociniczak, 2011). De esta manera, los
biosurfactantes se usan para dispersar los contaminantes, aumentando asi
su area superficial y facilitando los procesos de biodegradacion. El
pretratamiento de suelos con un biosurfactante solubiliza compuestos como
hidrocarburos poliaromaticos y aumenta la biodegradacion de éstos
contaminantes. La mayoria de los estudios in situ a escala piloto utilizan
biosurfactantes junto con solventes (Singh y Tripathi, 2013).

Numerosos estudios de laboratorio indican que los biosurfactantes
incrementan el recobro de hidrocarburos y la remocién de metales como
cobre, cadmio y zinc. Los biosurfactantes mas utilizados en procesos MEOR
se producen a partir de cepas bacterianas obtenidas de muestras de suelos
y de los yacimientos de peftréleo, ya que éstas bacterias resisten a
condiciones extremas como las altas temperaturas, presion y concentracion
de sales (Banat, 1993).

3.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gram negativa que pertenece al grupo de las y-
proteobacterias que tiene una amplia distribucién en la naturaleza pero es
particularmente importante en las poblaciones bacterianas degradadoras de
hidrocarburos en ambientes impactados. En el area de la salud publica,
podria representar un problema para individuos cuyo sistema inmune se
encuentra comprometido ya que es un patdégeno oportunista, produce una
serie de componentes exégenos y enzimas hidroliticas que contribuyen en
su patogénesis denominados factores de virulencia. Estos se producen
durante la fase estacionaria de crecimiento de la bacteria, su expresién esta
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acompaifiada por la producciéon de sustancias tenso activas y depende de
una respuesta conjunta y eficaz para la colonizacién del huésped (Soberon,
2009).

La regulacion genética de la producciéon de biosurfactantes en P.
aeruginosa ha sido estudiada desde hace mas de dos décadas. Se conoce
que gran parte de los elementos que participan en la virulencia de esta
bacteria, se encuentran regulados a nivel de transcripcion a través del
sistema de respuestas de Quorum Sensing. Este mecanismo se caracteriza
por la presencia de dos proteinas reguladoras, LasR y RhIR, que modulan su
actividad transcripcional cuando interaccionan con los autoinductores
30C12HSL y C4HSL respectivamente. Los complejos LasR/30C12HSL vy
RhIR/C4HSL se unen a secuencias en los promotores de los genes que
regulan las denominadas cajas /as. La proteina LasR interacciona con su
autoinductor 30C12HSL y activa la transcripcién de los genes que regula,
mientras que RhIR es capaz de activar o reprimir la transcripcion de los
genes que regula en presencia o ausencia de su autoinductor (Mata-
Sandoval, 2001).

Una de las enzimas clave en la produccion de ramnolipidos es la
ramnosiltransferasa 1, codificada por el operon rhiAB. La transcripcion de
este operén se regula por RhIR. Este, al estar unido al C4HSL, activa la
expresién del operén y cuando no esta unido al autoinductor la reprime. A su
vez, la trasncripcién de rhiR es activada por LasR(30C12HSL), aunque se
cree que en este proceso participan otros elementos (Desai y Banat, 1997).

Relacionado con el proceso antes descrito, también se encuentra la
produccion de la enzima Elastasa, que es un producto de la transcripcién del
gen lasB y para expresarse requiere del complejo LasR/30OC12HSL. Este
gen tiene una regién promotora con dos cajas /as llamadas OP1 y OP2.
Ambos operadores estan involucrados en la activacién del gen /asB por el
complejo LasR/30C12HSL aunque también se sugiere que la activaciéon de
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lasB es mucho mas compleja y estd sujeta a diversos reguladores y
autoinductores. Asimismo, estudios realizados en el laboratorio parecen
indicar que no es directamente RhIR la que se encuentra involucrada en la
regulacién de /asB, sino C4HSL, el cual se cree que compite con 30C12HSL
y desestabiliza el complejo LasR/30C12HSL. Esta evidencia indica que
existe una interaccion de las proteinas LasR y RhIR de Quorum Sensing con
la caja las del gen /asB, la cual se ve modificada por la presencia de ambos
autoinductores (Sullivan, 1998; Medina y col., 2003; Reis y col., 2011).

En la figuras 3 y 4 se esquematiza el proceso regulatorio de la
produccién de ramnolipidos en Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 3. Modelo representativo de los genes requeridos para la produccion

de ramnolipidos en Pseudomonas aeruginosa y su regulacién. Fuente:
Sullivan, 1998.
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Figura 4. Resumen de los factores involucrados directa o indirectamente en
la regulacién génica de la produccion del ramnolipido. Las lineas verdes
indican la activaciéon transcripcional / traduccional y las lineas rojas la
represién. Fuente: Reis y col., 2013.

3.2.4 Las biopeliculas

Las biopeliculas pueden ser definidas como comunidades de
microorganismos irreversiblemente adheridas a una superficie viva o inerte,
que producen una sustancia polimérica extracelular (SPE), que presentan
caracteristicas funcionales y estructuras complejas y que exhiben un estado
metabdlico alterado comparadas al crecimiento plancténico correspondiente
(NACE, 2006; Beech y Sunner, 2004; Dong y col., 2011).

Las biopeliculas pueden contener aproximadamente un 15% de
células y un 85% de matriz extracelular. Esta matriz generalmente esta
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formada de exopolisacaridos, que forman canales por donde circulan agua,
enzimas, nutrientes, y residuos. Alli las células establecen relaciones y
dependencias: viven, cooperan y se comunican a través de sefiales
quimicas o Quorum Sensing, que regulan la expresion de genes de manera
diferente en las disjjntas partes de la comunidad, como un tejido en un
organismo multicelular (Beech y Sunner, 2004).

Para adaptarse a la biopelicula, las bacterias hacen cambios
importantes en su estructura y metabolismo. Los avances en proteémica y
genémica han permitido identificar genes y proteinas que se activan o
silencian a través de las diferentes etapas de desarrollo de la comunidad. La
expresion génica de las biopeliculas es bastante distinta a la de las células
plancténicas ya que los requerimientos y organizacioges son muy diferentes
y €S necesaria una sincronizacion de eventos para vivir en comunidad;
numerosos estudios han tratado de dilucidar cuales son los cambios y las
ventajas de este tipo de organizacion respecto a la vida plancténica (Beech y
Sunner, 2004).

Las biopeliculas aparecen en campos diversos de la industria y la
medicina y son investigados por diferentes grupos con diferentes puntos de
vista. Sin embargo, todas las biopeliculas comparten los mismos principios
de desarrollo y propiedades. De esta manera, la investigaciéon basica en el
campo de las biopeliculas provee informacién para una gran variedad de
campos de investigacion y aplicaciones. El conocimiento de los principios de
la biologia, la quimica y fisico quimica, de los diferentes niveles,
mecanismos e interacciones de las redes regulatorias que controlan el
desarrolio de las biopeliculas, puede ser usado en dos formas: para mejorar
los procesos de formacién de biopeliculas beneficiosas o para desarroliar
estrategias mas efectivas en el tratamiento para la remocién de biopeliculas
perjudiciales (Lavania y col., 2011).
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En procesos industriales, las biopeliculas son usadas comunmente
como una tecnologia efectiva y segura para la proteccién del ambiente.
Algunos ejemplos son: tratamiento biolégico de aguas, purificacion de aguas
de desecho, y degradacién de desechos biolégicos. Las biopeliculas también
estan involucradas en la obtencién de productos biolégicos en reactores. Las
propiedades de absorcion y adsorcion de las biopeliculas son usadas por
ejemplo, para la remocién de metales y otros contaminantes de las aguas
residuales (Simdes y col., 2010).

Las biopeliculas también pueden formarse en el momento y lugar
equivocado causando por ejemplo, un fenémeno llamado biofouling, que es
la formacién de capas de microorganismos adheridos a la superficie junto
con las SPE y sus interacciones con las sales minerales del medio
circundante, lo que produce numerosas pérdidas en diversas industrias por
problemas de taponamiento en las tuberias. Otro aspecto importante, es el
problema de formacién de biopeliculas en sistemas de distribucién de agua
potable, causado por la formacion de compuestos intermediarios
provenientes de la reaccion entre las SPE y algunos desifectantes
(Starosvetsky, 2007).

Las células involucradas en una biopelicula pueden liegar a ser hasta
10° veces mas resistentes a la accién de antibiéticos y desinfectantes que
las células plancténicas. En una interaccién mutua, los antibidticos y los
desinfectantes pueden tener efectos en la expresion de las biopeliculas. Este
problema de resistencia puede crecer dado que el uso de materiales
sensibles a la accién de las biopeliculas estd aumentando cada vez mas
(Beech y Sunner, 2004).

Para describir el proceso de formacién de biopeliculas se han
propuesto 5 etapas (Figura 5). En la primera y segunda etapa, las células
plancténicas presentan una asociacion leve y débil al sustrato seguida por
una etapa de fuerte adhesién. La tercera y cuarta eigpa se caracteriza por la
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agregacion celular en microcolonias seguido por la maduracién de la
biopelicula. En la quinta y ultima etapa, algunas de las células que
conforman la biopelicula se desprenden de la colonia y retornan a la vida
plancténica transitoriamente y se dispersan (Beech y Sunner, 2004).

En la etapa de adhesion de las células al sustrato la bacteria
comienza a secretar un exopolisacarido que constituye la matriz de la
biopelicula y forma unas estructuras similares a setas entre las cuales se
observa la presencia de canales. La composicion del exopolisacéarido es
diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P. aeruginosa, celulosa
en S. typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa y galactosa en V.
cholerae o poly-N-acetilglucosamina en S. aureus. Ademas, estudios
recientes han puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz de la -
biopelicula. Asi, algunas cepas de P. aeruginosa son capaces de producir
ademas de alginato un polisacarido rico en glucosa que forma una pelicula
en la interfase medio aire al que se ha denominado Pellican (Beech y
Sunner, 2004; Simdes y col., 2010).

En la etapa de desprendimiento de las células de la matriz de la
biopelicula, las bacterias se liberan para poder colonizar nuevas superficies
cerrando el proceso de desarrollo de formacion de la biopelicula. La
liberacion de las bacterias desde la matriz es el proceso que menos se
conoce (Simdes y col., 2010).
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Figura 5. Etapas de la formacion de biopeliculas. Cada etapa del diagrama
esta asociada a una microfotografia del desarrollo de una biopelicula de P.
aeruginosa (todas las fotografias a la misma escala).

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Biopel%C3%ADcula

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de
formacién de las biopeliculas esta regulado por una compleja cascada de
reguladores. Un trabajo pionero con P. aeruginosa demostré que el proceso
de formacién del biopeliculas esta regulado por sistemas de comunicacion
entre células, autoinduccion o Quorum Sensing. Este sistema es un
mecanismo de regulacion dependiente de la acumulacién en el medio de
una molécula sefial, el autoinductor, que permite a la bacteria sentir la
densidad de la poblacion existente. En bacterias Gram negativas el principal
autoinductor es acilhomoserina lactona, mientras que en bacterias Gram
positivas los autoinductores son péptidos. Cuando en el medio extracelular
se acumula una suficiente cantidad del autoinductor, éste activa un receptor
especifico que altera la expresién de genes afectando a distintos fenotipos.
En relacion con estos sistemas, se ha identificado una molécula denominada
furanona producida por el alga Delisea pulcra, con una estructura similar a
las acilhomoserina lactonas. Estas moléculas se unen a los mismos
receptores, pero en lugar de activarlos, los bloquean, inhibiendo Ila
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consiguiente formacion de la biopeliculas. En la actualidad se esta
intentando desarroliar inhibidores de la formacién de biopeliculas basados
en derivados de la furanona, ya que esta molécula es extremadamente
téxica. De forma similar en S. aureus se ha descrito un péptido denominado
RIP, que inhibe un sistema de Quorum Sensing y el proceso de formacion de
biopeliculas (Simdes y col., 2010).

3.2.5 La PCR como herramienta para la deteccion de bacterias en
muestras ambientales por técnicas moleculares

En las dos ultimas décadas, los avances en la Biologia Molecular han
evolucionado desde los estudios de clonacién de un solo gen hasta
convertirse en una ciencia que estudia las propiedades y caracteristicas de
genomas completos. Para esto se requirié del desarrollo de métodos de alto
rendimiento en técnicas de secuenciacion del genoma y el estudio de la
célula en todos los niveles sistematicos. La base de estos estudios es la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés). La PCR amplifica fragmentos especificos de ADN desde
concentraciones de pico moles hasta cantidades suficientes de estos
fragmentos amplificados para la deteccién y cuantificacion de genes. Los
experimentos en micro arreglos para el estudio de expresion de genes, la
construccion de librerias de ADNc para el estudio de interacciones entre
ADN vy proteinas o estudios de polimorfismo genético, por ejemplo, serian
imposibles sin la creacion de la técnica de la PCR y el éxito de estos
estudios depende de la eficiencia y precisién en su aplicacion (Delidow y
col., 1993).

La PCR es un método extraordinario para la sintesis de acido
desoxirribonucleico (ADN) in vitro, fue creada en 1986 por Kary Mullis y su
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de un minimo. La PCR puede amplificar un gen o un
fragmento especifico de ADN en varios millones de veces en menos de dos
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horas. Sus vastas aplicaciones dieron lugar a un avance significativo en el
area de las ciencias biolégicas. Dentro de algunas de las aplicaciones del
PCR se encuentran el diagnostico molecular de enfermedades genéticas
humanas, de infecciones virales y bacterianas, en estudios de evoluciéon
molecular, clonacion y expresion de genes o la identificacion de
microorganismos (Herveg, 2006).

La PCR es una reaccion de varios ciclos en cadena, donde cada ciclo
se compone de las siguientes tres etapas: (a) desnaturalizacion del ADN, (b)
hibridacién de oligonucledétidos, iniciadores o primers con el ADN molde vy,
(c) sintesis de las nuevas cadenas de ADN. En el primer paso se separan
las cadenas de ADN para generar hebras individuales y se eliminan
estructuras secundarias, se Illeva a cabo a temperaturas de
aproximadamente 94°C y entre 2 a 5 minutos. En el segundo paso se
hibridan los oligonucledétidos a la regién de ADN que se desea amplificar, se
lleva a cabo a la temperatura de fusion (Tm) de los oligonucledétidos; las
reacciones tipicas utilizan una temperatura de hibridacion de 55 ° C, las
reacciones mas estrictas pueden ser ejecutadas entre 60 a 65 °C y las
reacciones en las que los oligonucleétidos tienen reducida especificidad
pueden ser ejecutadas entre 37 a 45 °C durante 1 a 2 minutos. En el tercer
paso la enzima Taq ADN polimerasa lieva a cabo la sintesis de ADN a su
temperatura 6ptima de 72 °C; el tiempo de ampilificacion se determina por la
longitud de la secuencia a amplificar, en condiciones 6ptimas la Taq ADN
polimerasa tiene una tasa de extension de 24 kb/min y como regla general
se emplea 1 min/kb para amplificar (Herveg, 2006, Delidow y col., 1993).

La ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Tagq ADN polimerasa) es
la enzima usada en el procedimiento de la PCR. Originaimente el
procedimiento se establecié usando la ADN polimerasa | de Escherichia coli
(Mullis, 1987). Esta enzima no es resistente a las temperaturas usadas en la
desnaturalizacién del ADN y por ende se adicionaba nueva enzima después
del primer paso en cada ciclo de reaccién. Posteriormente se aislé una

28



nueva enzima ADN polimerasa con actividad a temperaturas elevadas. Esta
enzima es la Taq ADN polimerasa producida por la bacteria termdfila
Thermus aquaticus. La Tagq ADN polimerasa simplificé en gran medida la
reaccion de PCR al prescindir de la adicion de enzima en cada uno de los 30
ciclos que se repite la reaccién. La importancia que cobré esta enzima
determiné que se establecieran procedimientos para facilitar su purificacion,
a partir de la bacteria productora de esta enzima, T. aquaticus.
Posteriormente, con el uso de la tecnologia del ADN recombinante el gen de
la Taq ADN polimerasa se cloné a partir de T. aquaticus y se expres6 en
Escherichia coli. La expresion de este gen en E. coli facilité su produccion y
purificacion. Los desarrollos posteriores han creado nuevas versiones de la
enzima Taq polimerasa con modificaciones en su estructura que le confieren
la versatilidad de activarse solo al comienzo de la reaccion, cuando se
alcanzan temperaturas superiores a los 70°C (Huang y Li, 2009).

La Taq ADN polimerasa es una enzima de 94 kDa cuya eficiencia esta
en el rango de temperatura entre 70 y 80°C. Esta enzima es muy
termoestable y con un tiempo de vida a 95°C entre 35 a 40 min. En términos
de ciclos térmicos, la reaccion de la PCR soporta aproximadamente 100
ciclos (Kolmodin y Birch, 2002). Posee una vida media calentada a 96°C de
40 minutos. Puede ser afiadida al comienzo de la reaccién y funciona hasta
el fin de la reaccién de amplificacion sin problemas. Tanto la hibridacion
como la sintesis de ADN se efectian a temperaturas elevadas para evitar la
formaciéon de secuencias que no son complementarias (Merkens y col.,
1995; Huang y Li, 2009).

Posee una actividad 5'->3' polimerasa y 5'->3' exonucleasa, pero no
tiene actividad exonucleasa 3'->5' y por lo tanto no es capaz de eliminar los
nucledtidos que no estan correctamente insertados en la cadena que se
forma. También posee una actividad terminal transferasa que ajusta un sélo
nucledtido, con frecuencia una A, a las dos extremidades 3'-OH del
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fragmento amplificado. Esta habilidad es a menudo utilizada en los métodos
de clonacién.

La Taq ADN polimerasa es capaz de incorporar un nucleétido no
apareado con una frecuencia de 2/10.000 nucleétidos por ciclo. La tasa de
error observado después de 30 ciclos de amplificacién es del orden de 0,25
%, lo cual no constituye un problema significativo cuando se efectia el
analisis global del producto de la PCR. Sin embargo, si los fragmentos van a
ser utilizados para métodos de clonacion, este error si podria representar un
problema, mas atin, si la incorporacién erronea se produce al comienzo de la
amplificacion. Este problema se puede resolver parcialmente utilizando una
mayor cantidad de ADN molde, o secuencia diana, al comienzo de la PCR,
puesto que también es posible también reducir el nimero de ciclos de
amplificacion y de la misma manera reducir el nimero de etapas de la
sintesis del ADN (Merkens y col., 1995).

Otra manera de mejorar la técnica de la PCR es utilizar Pfu ADN
polimerasa purificada a partir de la archea Pyrococcus furiosus que habita a
100°C en sedimentos marinos geotérmicos. Esta enzima posee no
solamente una actividad 5'->3' polimerasa, sino también actividad 3'->5'
exonucleasa. Es la enzima que produce la tasa de error mas baja conocida
(4 veces mas baja que la de la Tag ADN polimerasa). Su velocidad de
polimerizacion (550 nucléotidos/min) es menos elevada que la de la Taq
ADN polimerasa (2.800 nucléotidos/min). Como ésta no tiene actividad
terminal transferasa, produce productos PCR con extremidades cortas
(Herveg y col., 2006).
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3.2.6 Identificacibn de bacterias mediante secuenciacion de
fragmentos de genes codificantes del acido ribonucleico ribosomal
(ARNTr)

La comparacion de las secuencias de los ARNr (o de los genes que
los codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre
los organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusién
en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y
permitiendo la identificacion rapida y precisa de las bacterias. La
identificacion molecular basada en el ADNr 16S o 23S se utiliza
fundamentalmente para bacterias cuya identificacion mediante otro tipo de
técnicas resulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo. La amplificacién
del gen, para su posterior secuenciacién, parte preferentemente de ADN
extraido de un cultivo puro de la bacteria, pero también puede conseguirse
directamente de la muestra a evaluar (Rodicio y Mendoza, 2004).

El método molecular de identificacion bacteriana mediante
secuenciacion del ADNr 16S o 23S incluye tres etapas: a) amplificaciéon del
gen a partir de la muestra apropiada; b) determinacién de la secuencia de
nucleétidos del amplicén, y c) andlisis de la secuencia (Poggi y col., 2009).

El acido ribonucleico ribosémico o ribosomal (ARNr o rRNA por sus
siglas en inglés) es el tipo de ARN mas abundante en las células y forma
parte de los ribosomas que se encargan de la sintesis de proteinas segun la
secuencia de nucleétidos del ARN mensajero. Esta formado por una sola
cadena de nucleétidos, aunque también presenta regiones de doble hélice
intracatenaria (Rodicio y Mendoza, 2004).

Los ARN ribosomal se denominan tradicionalmente segin su
coeficiente de sedimentacién, medido en Svedbergs (S). De esta manera, en
organismos procariotas existen tres ARNr distintos (6S, 16S y 23S) y en
organismos eucariotas cuatro (5S, 5'8S, 188, 28S). En procariotas los ARNr
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23S y 5S forman parte de la subunidad mayor de los ribosomas, mientras
que el ARNr 16S forma parte de la subunidad menor. Sobre el armazén
constituido por los ARNr se asocian (dentro del nucleo celular) proteinas
especificas, formando las subunidades ribosomales, que salen a través de
los poros de la membrana nuclear al citoplasma, lugar en el que desarrollan
su funcién de sintesis proteica (Rodicio y Mendoza, 2004).

En las bacterias, los genes que codifican para los ARN ribosomal se
organizan en operones. Cada operén ribosomal, rrn incluye genes para
ARNr 23S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf), separados por regiones espaciadoras o
intragénicas (IG), conteniendo ademas genes para uno o mas ARN de
transferencia (ARNt). El producto de la transcripcién del operén a partir de
dos promotores, P1y P2, situados en la regién anterior a rrs (ARNr 163), es
procesado por la enzima ARNasa Ill, mediante cortes en sitios especificos
que separan las tres clases de ARNr, los ARNty las IG (Figuras 6y 7).

A

23S 5S

Figura 6. Estructura esquematica de un operdén rrn con los genes que
codifican los ARNr 16S, 23S y 5S. Los 6valos negros representan las
secuencias boxA del complejo AT. Fuente:
http://www.pnas.org/content/105/47/18159 figures-only
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Figura 7. Esquema de escision de los ARNr a partir de su precusor 30S.
Fuente: hitp://www.bx.psu.edu/~ross/workmg/RNAProcessingCh12.htm

E! ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 nt
codificado por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr
168), a partir de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y
taxonémica. El ARN ribosomal 23S, a veces abreviado como ARNr 23S o
simplemente 23S, es un componente de la subunidad 50S de los ribosomas
de procariotas. Es una cadena de acido ribonucleico que, en la bacteria
Escherichia coli posee 2.904 nucleétidos de longitud. En él radica Ia
actividad peptidil transferasa del ribosoma, esencial en la biosintesis de
proteinas. (Rodicio y Mendoza, 2004).

La importancia del ARNr en las lineas filéticas se debe a su alto grado
de conservacion. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todos
los organismos y por lo tanto constituye una diana universal para la
identificacion de especies. Su estructura y funcion han permanecido
constantes durante un tiempo muy prolongado por estar involucrado en la
sintesis de las proteinas que sostienen la vida y las mutaciones no pueden
ser toleradas en una funcién esencial como lo es esta maquinaria. Los
cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar
informacion acerca de todos los organismos a lo largo de la escala evolutiva.
Los ARNr contienen, sin embargo, suficiente variabilidad para diferenciar no
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sélo los organismos mas alejados, sino también los mas préximos. En las
bacterias, el tamafio relativamente largo de los ARNr 16S minimiza las
fluctuaciones estadisticas. La conservacion en la estructura secundaria
puede servir de ayuda en las comparaciones, aportando una base para el
alineamiento preciso. Dado que resulta relativamente facil secuenciar los
ADNr 168 existen bases de datos amplias y en continuo crecimiento. Otras
regiones del genoma también han sido amplificadas para construir hipétesis
sobre las relaciones filogenéticas entre bacterias pero no arrojan tanta
informacién como este gen. Sin embargo, el gen codificante del ARNr 23S
también es de interés en identificaciones bacterianas para diferenciar
especies que por el ARNr 16S no se pueden distinguir (Rodicio y Mendoza,
2004, Poggi y col., 2009).

La identificacion de bacterias mediante la amplificacion del ADNr 16S
comienza con el disefio de los iniciadores a partir de las regiones
conservadas de este gen. Cuando se pretende amplificar el ADNr 16S
practicamente completo, se utilizan iniciadores disefiados en base a
secuencias conservadas préximas a los extremos 59 y 39 del gen, que
originan amplicones de 1.500 pb, aproximadamente. Se ha demostrado, sin
embargo, que una identificaciéon precisa no siempre requiere la amplificacién,
y posterior secuenciacion, del ADNr 16S completo. En estas circunstancias
se utilizaran oligonucleétidos que permitan la amplificacién de fragmentos de
menor tamafio, preferentemente las 500 pb correspondientes al extremo 59.
De hecho, aunque existen posiciones filogenéticamente informativas a lo
largo de todo el gen, la mayor variabilidad se concentra en las primeras 500
bases en esta region. Generalmente ésta secuencia de 500 bases sera
suficiente para la correcta identificacion de un aislado (Rodicio y Mendoza,
2004; Poggi y col., 2009).

Aunque el ARNr 168 ha sido establecido por los investigadores como
molécula estandar en estudios de diversidad taxonémica, el ARNr 23S
ofrece ventajas sobre el ARNr 16S. Con una longitud media de 2.900 bases,
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es casi dos veces mayor que el ARNr 168 y, por lo tanto, es teéricamente un
marcador filogenético mas informativo. Las moléculas de ARNr 23S y 16S
comparten las mismas propiedades en términos de la conservacion de la
secuencia y estructura de la molécula. Ademas, los arboles filogenéticos
basados en en los genes del ARNr 16S y 23S tienen topologias comparables
(Yilmaz y col., 2011).

Una vez amplificado nuestro fragmento de ADNr de acuerdo a los
iniciadores usados, se realizan las reacciones de secuenciacion para el
posterior analisis de secuencias.

Actualmente, se emplea la secuenciacién automatica, en una reaccién
similar a la de amplificacién, que utiliza un Unico iniciador por reaccién y
terminadores marcados con fluorocromos adecuados, que interrumpiran la
sintesis de manera aleatoria, y facilitaran la deteccién posterior de los
fragmentos interrumpidos (Poggi y col., 2009).

La disponibilidad de secuenciadores automaticos facilita
enormemente la etapa de deteccion. El nimero de bases generadas por un
secuenciador automatico es de 500 a 900, dependiendo del capilar utilizado
en la electroforesis. Por ello, para la secuenciacién de las dos cadenas del
ADNr 16S completo, seran necesarios de 8 a 4 iniciadores, dos de los cuales
podran ser los mismos utilizados en la amplificacion. Sin embargo, la
secuencia obtenida podria contener errores o presentar posiciones
ambiguas. Por ello, la obtencién de la secuencia definitiva requiere la
evaluacion de los electroferogramas y la alineacion de la cadena directa con
la reversa, para resolver las posibles discrepancias. Asi, aunque la
secuenciacion de una cadena del amplicon puede conducir a una correcta
identificacion, la calidad de la secuencia sera éptima cuando la comparacion
de ambas cadenas se utiliza para la correccion de errores (Poggi y col.,
2009).
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Finalmente se realiza el analisis de las secuencias. Aunque existen
varias opciones de bases de datos para andlisis de secuencias de ADN, la
principal y mas utilizada es el banco de genes (Genbank) a través de la
pagina web del Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica de los
Estados Unidos (NCBI por sus siglas en inglés).

Genbank es una base de datos primaria. Esto quiere decir que es un
repositorio de todas las secuencias de proteinas y nucleétidos disponibles.
Genbank esta administrada por el NCBI y este a su vez depende del Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés). El
NCBI es parte de la base de Colaboracion de Secuencias de Nucleétidos
Internacional (INSC por sus siglas en inglés) un consorcio que también
incluye al DNA Data Bank de Japén y al Instituto Europeo de Bioinformatica
(EBI por sus siglas en inglés) este Ulitimo a su vez forma parte del
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL por sus siglas en inglés).
Un laboratorio puede depositar secuencias en cualquiera de estos centros y
la informacién esta disponible para todos, porque las bases de datos se
sincronizan cada dia. Otra base de datos primaria es el Banco de Datos de
Proteinas (PDB por sus siglas en inglés) que es el lugar donde se deposita
informacion estructural de proteinas.

RDP es la principal base de datos de secuencias de ADNr, no soélo
16S, sino también 23S de procariotas y, 18S y 28S de eucariotas. Permite la
comparacion de secuencias on line, y ofrece otras muchas posibilidades,
incluida la construccion de arboles filogenéticos. Contiene mas de 78.000
secuencias de ADNr 16S, que son alineadas, teniendo en cuenta la
estructura secundaria de la molécula de ARN. La base de datos RIDOM se
limita también a secuencias de ADNr, centrandose exclusivamente en
microorganismos patégenos.

La elecciéon de la base de datos es importante, y se recomienda la
utilizacién de mas de una de ellas, para comprobar si conducen al mismo
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resultado. Finalmente, se podra construir un arbol filogenético, que refieja,
de forma esquematica, el grado de parentesco genético entre las bacterias
comparadas (Rodicio y Mendoza, 2004).

3.2.7 Métodos basados en huellas moleculares para el analisis de
comunidades bacterianas

La disponibilidad de métodos moleculares novedosos y avanzados
basados en acidos nucleicos ha revolucionado los estudios de la microbiota
ambiental. En particular, la comprensién de la diversidad, funcionalidad y las
interacciones microbianas. El entorno selectivo del ambiente puede reducir
la diversidad de especies, lo que permite una mejor comprension de su
ecologia y funcionamiento a través de técnicas moleculares. Para investigar
hipétesis comprobables se necesita un enfoque polifasico basado en
enfoques moleculares tales como metagenémica y metatranscriptémica en
organismos cultivables y no cultivables. Asi, los avances en el conocimiento
del funcionamiento y la adaptacién de especies bacterianas se fomentara
por métodos combinados en metagendmica y metatranscriptomica con
enfoques basados en métodos de cultivo (Van Elsas, 2011).

En la Ultima década se han realizado rapidos desarrollos en métodos
de huellas moleculares para el entendimiento de las poblaciones

microbianas, especiaimente los métodos para el estudio del ADNr 16S o
238S.

Se requieren analisis posteriores por técnicas de huella molecular del
fragmento amplificado por la PCR, ya sea de los genes ADNr o cualquier
otro gen filogenético o funcional de eleccién, para obtener los datos sobre
las comunidades microbianas que se buscan. Se puede proceder por
ejemplo, a través de los analisis de polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) que produce
huellas relativamente simples las cuales pueden utilizarse para fines
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comparativos. Cuando se realizan técnicas de PCR-RFLP de fragmentos de
genes codificantes de los ARNr se denominan analisis de restriccion de ADN
ribosomal (ARDRA por sus siglas en inglés) (Van Elsas, 2011).

En la técnica de FRLP, el fragmento amplificado es luego tratado con
enzimas de restriccion especificas para producir fragmentos de ADN de
diferentes longitudes. Estas enzimas de restriccion o endonucleasas de
restriccion, son enzimas que hidrolizan los &cidos nucleicos rompiendo
enlaces internucledtidos del interior de la cadena. Los fragmentos de
restriccion se separan mediante electroforesis en geles de agarosa a través
del cual corren debido a un campo eléctrico y su disociaciéon obedece a la
masa o a la carga eléctrica de las muestras segun la técnica utilizada. Esto
proporciona un patréon de bandas que es Unico para un ADN en particular
debido a la diferencia en las secuencias del ADN en los individuos donde los
sitios de restriccion varian. Las bandas pueden ser transferidas por Southern
Blot a una membrana donde se hibridan con una sonda que permite
determinar la longitud y la separacioén de los fragmentos. En este paso las
cadenas de ADN tienen que ser desnaturalizadas y estar en cadena sencilla
para permitir la hibridacion con las sondas. Las endonucleasas de restriccion
cortan el ADN de cadena doble en secuencias especificas y cada enzima
reconoce un sitio en particular. Este método es muy sensible (el limite de
sensibilidad es de aproximadamente 0,5% de la comunidad) pero presenta
inconvenientes relacionados con problemas de digestion incompleta de los
fragmentos (Tolvanen y Karp, 2011).

Las endonucleasas de restriccion son producidas principalmente por
bacterias que hidrolizan enlaces fosfodiéster del esqueleto del ADN de doble
hebra en secuencias especificas. Las de tipo Il son las mas (tiles en los
métodos de ADN debido a su especificidad de secuencia absoluta, tanto
para la reaccién de unién como para la de ruptura. Estas enzimas se
denominan con tres o cuatro letras que corresponden a la primera letra del
género y a las dos o tres primeras letras e la especie del organismo de
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procedencia. El numero sefiala el orden cronologico de descubrimiento de
esa enzima en esa generacion.

La hibridacién directa de los amplificados a una sonda especifica
utilizando una transferencia o Southern Blot es otra opcion que proporciona
informacion sobre la presencia de regiones de homologia con la sonda.
Alternativamente, la clonacién en una biblioteca seguida de la secuenciacién
de clones de la biblioteca seleccionada se puede utilizar para proporcionar
informacién acerca de la diversidad y naturaleza de la secuencias en estudio
(Van Elsas, 2011).

Las técnicas basadas en la PCR mas otros métodos post PCR
permiten comprender la dindmica microbiana de una comunidad. La ventaja
de estos métodos es que permiten una visién directa de la composicion
comparativa y la diversidad de la microbiota dominante. También se ha
desarrollado una gama de métodos de huella molecular basados en
amplicones generados por PCR, tales como la electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés), electroforesis en
gel de gradiente de temperatura (TGGE por sus siglas en inglés)
polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP por sus siglas en
inglés) y andlisis de espaciador intergénico ribosomal (RISA, port sus siglas
en inglés) entre otros. Todos estos métodos permiten conocer los
microorganismos de comunidades con diferentes niveles de resolucion. Sin
embargo, se limitan a los miembros dominantes (el llamado top-1000) de la
comunidad microbiana en estudio. Por lo tanto, el método no tendra acceso
a los organismos poco comunes de la biosfera. Otra observacién, y una
cuestion de precaucion, es que todos los métodos basados en técnicas del
ADN a partir de muestras directas, sin obtencion de aislados, detectaran
tanto organismos viables como no viables. Estos dos grupos son dificiimente
distinguibles sin realizar evaluaciones adicionales, tales como el anadlisis de
la viabilidad celular (Van Elsas, 2011).

39



Para aplicar las técnicas de huella molecular del fragmento
amplificado por la PCR se siguen los siguientes pasos: 1) EIl ADN de un
individuo se extrae y se purifica. 2) El ADN purificado es amplificado usando
la técnica molecular de la PCR y 3) los amplicones son tratados por
cualquiera de los métodos antes descritos (Tolvanen y Karp, 2011).

Los métodos basados en analisis de los fragmentos amplificados por
técnicas de DGGE se introdujeron en 1993 para detectar la estructura de
comunidades bacterianas y desde entonces es comun para analizar la
diversidad y dinamica poblacional. El principio del método es la separaciéon
de cadenas de doble banda de acuerdo a su punto de desnaturalizacion
utilizando un gel en gradiente (Xiaoqi y col., 2007).

Las técnicas de SSCP se basan en el distinto comportamiento
electroforético que presentan las moléculas de monocatenarias de ADN
segun su secuencia en un gel de poliacriiamida no desnaturalizante,
formandose diferentes estructuras tridimensionales dependiendo de la
secuencia de la hebra. Los fragmentos de ADN a analizar por esta técnica
deben tener un tamafio medio de unas 400 pares de bases. El producto de
la PCR se desnaturaliza calentandolo a 94°C y se enfria rapidamente en
hielo. El cambio de temperatura debe ser brusco para que las moléculas de
cadena simple no vuelvan a hibridar entre si, sino consigo mismas. Un
cambio de una sola base en la secuencia, puede hacer que cambie la
conformacién. Finalmente, los fragmentos reasociados se someten a
electroforesis, pudiéndose detectar tanto en geles de poliacrilamida como
mediante electroforesis capilar con control de la temperatura
(Schmalenberger y col., 2008).

A pesar de ser una técnica sencilla, también presenta ciertas
desventajas, entre las que destacan el caracter imprevisible del
comportamiento electroforético de las cadenas simples, el cual se ve
influenciado por las condiciones en la que tiene lugar la migracién, como por
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ejemplo la temperatura. La segunda gran desventaja es que a medida que
aumenta el tamafio de la molécula a analizar, ésta se vuelve insensible a
determinados cambios, adoptando siempre la misma conformacién
tridimensional a pesar de haberse producido un cambio en su secuencia.
Ademas, la desnaturalizacion completa es dificil de conseguir y muchas
veces aparecen bandas en el gel correspondientes a doble cadena
(Schmalenberger y col., 2008).

La combinacion de métodos como DGGE y SSCP son utilizados para
caracterizar comunidades bacterianas usando fragmentos amplificados del
ADNr 16S para obtener una huella bidimensional (Schmalenberger y col.,
2008).

El analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD por sus
siglas en inglés) es herramienta eficaz para investigar la diversidad genética
de organismos en un ambiente determinado, y es sin duda una técnica muy
util en la etapa inicial de este tipo de estudios. Es compatible con la
deteccién simultanea de polimorfismo en muchos loci en el genoma entero
(Kesari y Rangan, 2011).
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IV. MARCO METODOLOGICO

4.1 Area de estudio

Para la toma de muestras de agua de produccion de petréleo se
selecciond un pozo representativo de cada uno de los blogues de la FPO
(Carabobo, Ayacucho, Junin y Boyaca) con condiciones criticas de
presencia de microorganismos. El agua procedente de estos pozos se
evalué como sistema modelo y la metodologia desarrollada para la deteccion
e identificacion de bacterias presentes se estandarizé para aplicarla en
cualquier area de estudio a fin de conocer el perfil de la poblacién
bacteriana. Las muestras de agua se tomaron entre los meses de marzo y
junio de 2013. A medida que llegaron las muestras al laboratorio se
comenzaron a procesar para los analisis microbiolégicos.

4.2 Obtencion y procesamiento de las muestras de agua

Las muestras de agua de produccién de crudo se tomaron en sitios
donde no ha sido aplicado ningtn tipo de tratamiento quimico, siguiendo las
precauciones de manipulacion para analisis fisico quimico y microbiolégico.
Se registro la temperatura del agua en el punto de muestreo. Con el uso de
un equipo medidor de multipardmetros se determin6é el pH, salinidad y
conductividad de las muestras en el laboratorio.

4.3 Deteccion de bacterias por métodos de siembra
Los métodos microbiolégicos descritos a continuacién permiten
conocer el contenido de bacterias, asi como, la dinamica de crecimiento de

bacterias cultivables, su capacidad para producir biosurfactantes y formar
biopeliculas.
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4 3.1 Determinacion de bacterias heterétrofas totales y bacterias
productoras de acido

Se determin6é el contenido de bacterias heterétrofas totales por
dilucién seriada en medio caldo nutritivo y bacterias productoras de acido en
medio caldo rojo fenol siguiendo los procedimientos descritos en la norma
NACE TMO0194-2004, recomendados para la deteccion de bacterias en
aguas de yacimientos de petréleo.

4.3.2 Aislamiento y purificacion de bacterias cuitivables

Para aislar las bacterias cultivables se realizaron diluciones seriadas
de cada una de las muestras de agua con soluciéon salina (NaCl 0,9% P/V) y
se sembraron por el método de siembra en placa vertida en placas de Petri
con agar nutritivo. Las placas de siembra se incubaron a la temperatura de
crecimiento para organismos meséfilos (30°C) durante 24 a 48 horas, hasta
la formacién de las colonias.

Las colonias representativas se seleccionaron tomando en cuenta el
ndmero y su frecuencia de aparicion. Las colonias se aislaron y purificaron
por el método de agotamiento en el mismo medio de cultivo agarizado. Se
observaron las caracteristicas de las colonias crecidas en el medio de cultivo
y se clasificaron de acuerdo a su morfotipo.

4.3.3 Caracterizacion morfolégica y bioquimica de las bacterias
aisladas

A fin de realizar la clasificaciéon fenotipica de las bacterias, se
estudiaron las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las cepas
bacterianas aisladas. Se realizé tincion de Gram y se observaron las células
al microscopio para anotar sus caracteristicas.
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Para las pruebas bioquimicas se utilizé el kit de pruebas APl 20E® de
la casa comercial BioMérieux.

La bateria de pruebas AP! 20E® es un sistema de identificacién rapida
para bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram
negativas. Basicamente consta de 21 pruebas bioquimicas estandarizadas.
Este sistema presenta las ventajas de ser rapido y de permitir realizar
numerosas pruebas a la vez. Cada tira de APl 20E® contiene 20 microtubos
o pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba
bioquimica distinta.

Los microtubos se inocularon con una suspension de
microorganismos en solucién salina (NaCl 0,9% P/V). Las tiras o galerias se
incubaron a 30°C. Por efecto del metabolismo bacteriano, después del
periodo de incubacibn (24 a 48 h) se producen cambios de color
espontaneos o por la adiccion de reactivos para revelar el resultado (Figura
8). Todos los resultados obtenidos se registraron en una tabla.
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Figura 8. Cambios de color de la galeria de prueba API 20 E®. Fuente: ficha
técnica galerias API 20 E®, BioMérieux,
http://perso.wanadoo.es/microdominguez/APl.htm

La lectura de las reacciones se hace mediante comparacién con la
tabla de lectura (Tabla 2) donde se indica si los microorganismos deben
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considerarse positivos o negativos para cada reaccion segun el color

aparecido.
Tabla 2. Lectura de la galeria de prueba API 20 E®
Pueba Reaccién / Enzimas Negativo Positivo
ONPG beta-galactosidasa sin color amarillo
ADH arginina deshidrolasa amarillo rojo o naranja
LDC lisina descarboxilasa amarilio rojo o naranja
oDC ornitina descarboxilasa amarillo rojo o naranja
) azul oscuro o
CIT utilizacion del citrato verde
turquesa
L, sin precipitado precipitado
H2S produccion de H,S
negro negro
URE ureasa amarilio rojo 0 naranja
TDA triptéfano desaminasa amarillo marrén-rojo
. color rosa o
IND produccion de indol amarillo ) .
anillo rosa-rojo
produccion de acetoina (Voges- .
VP sin color rosa-rojo
Proskauer)
i o difusién de
GEL gelatinasa sin difusion i
pigmento
GLU fermentacion/oxidacién de glucosa azul o verde amarillo
MAN fermentacion/oxidacién de manitol azul o verde amarillo
INO fermentacion/oxidacion de inositol azul o verde amarillo
SOR fermentacion/oxidacién de sorbitol azul o verde amarillo
RHA fermentacion/oxidacién de ramnosa azul o verde amarillo
SAC fermentacién/oxidacion de sacarosa | azul o verde amarillo
MEL fermentacion/oxidacion de melobiosa | azul o verde amarillo
AMY | fermentacidn/oxidacién de amigdalina | azul o verde amarillo
ARA fermentacion/oxidacion de arabinosa | azul o verde amarillo
10) ¢ citocromo oxidasa
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4.3.4 Determinacion de la dinamica de crecimiento de las bacterias
aisladas, su capacidad para formar biopeliculas y producir biosurfactantes

La produccién de biosurfactantes se realiz6 por la medicién de la
capacidad de los sobrenadantes libres de células para formar emulsiones
estables al mezclar con querosén en tubos de ensayo. Se sembr6 cada uno
de los aislados bacterianos por separado en 2 mi de medio PYG que
contiene peptona y extracto de levadura al 0,5% c/u y glucosa al 10%. De
esta manera, el medio PYG proporciona la glucosa suficiente para activar el
metabolismo celular de las bacterias productoras de biosurfactantes.

Los cultivos se incubaron a 30°C durante 24 horas. Se centrifugé a
maxima velocidad en una microcentrifuga. Se recuperd el sobrenadante y se
mezcld en tubos de ensayo con 2 ml de querosén. Luego se agita
fuertemente en un vortex por dos minutos. La suspensién se deja en reposo
hasta que la fase emulsionada es completamente estable. Se asigna un
namero arbitrario a cada uno del 1 al 5 en el cual el nimero 1 corresponde al
no emulsionado y el numero 5 corresponde al mas emuisionado.

La capacidad de las bacterias para formar biopeliculas se determiné
siguiendo la metodologia descrita por Hasanshahian y Emtiazi, 2008 con
algunas modificaciones descritas a continuacion.

Se prepararon microplacas de cultivo tomando las precauciones de
esterilidad. Se dispensdé en cada pocillo 180 pl de caldo nutritivo. Se
prepararon suspensiones de cada una de las cepas bacterianas en 5 mi de
solucién salina (NaCl 0,9% P/V) contenida en tubos de ensayo con tapa de
rosca. Se inoculdé con 20 pl de cada suspensién bacteriana por triplicado. Se
dejaron pocillos control con medio de cultivo libre de bacterias.
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La microplaca con las bacterias inoculadas se incub6 a 30°C en un
equipo Bioscreen C® por un periodo de cinco dias hasta la formacion de las
biopeliculas. En el mismo equipo se leyé la absorbancia a 600 nm
diariamente en cada pocillo para realizar las curvas de crecimiento
bacteriano.

Una vez formadas las biopeliculas, la microplaca, se extrajo del
equipo y se elimin6é el cultivo por inversion de la placa. Se lavé con
abundante agua destilada y se colocé en cada pocillo 150 yl de etanol para
fijar las células. Se lavé nuevamente con agua destilada y se secéd en la
estufa a 50°C. En la microplaca seca, se colocé 150 pl de violeta cristal en
cada uno de los pocillos, se tifi6 durante veinte minutos. Se lav6é con
abundante agua destilada, se secé nuevamente en la estufa. El colorante
adherido se liberé con la adicién de 150 pi de acido acético al 30% y se leyé
la absorbancia a 540 nm en el equipo Bioscreen C® para la cuantificacién de
las biopeliculas formadas.

Se determin6 el Indice de Formacién de biopeliculas (IFB) segtn la
ecuacion 1

IFB= D.O 540 nm muestra - D.O 540 nm control (1)

4.4 Deteccién de bacterias presentes en aguas de pozos productores
de petréleo por técnicas moleculares

La identificacién de las bacterias cultivables contenidas en las
muestras de agua en estudio se realizd por extraccion y purificacion del ADN
de cada aislado, amplificacién del gen codificante del ARNr 23S, su
secuenciacion y analisis de la secuencia para comparar con las bases de
datos disponibles y obtener la identificacion de las especies encontradas.
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4.4.1 Extraccion y purificacion de ADN bacteriano

Para extraer el ADN de las bacterias aisladas se segui6 el protolo
descrito en el kit para purificacion de ADN marca Promega (Wizard® DNA
Genomic Purification Kit) con algunas modificaciones para adaptar al tipo de
muestra en estudio indicadas a continuacién.

Como se trata de células bacterianas, para la ruptura de la pared
celular se resuspendi6 el pellet de cultivos over night en medio LB, en 480
pL de EDTA 50 mM, luego se afiadié 120 pL de lisozima 10 mg/ml y se
incubé a 37 °C por una hora. El resto del procedimiento se realiz6 siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Se determiné la concentracién del ADN extraido y se verifico su
pureza por lectura de la densidad 6ptica a 260 y 280 nm con el uso de un
espectrofotometro marca Variant.

4.4.2 Disefio de iniciadores para la amplificacion del ADNr 23S

El disefio de iniciadores es uno de los aspectos mas importantes de la
PCR ya que, si no se tiene cuidado, se podrian amplificar otros fragmentos
de ADN distintos a los buscados (amplificacién inespecifica) o no obtenerse
amplificados. Para obtener iniciadores 6ptimos se siguen algunas reglas
utiles, por ejemplo: 1) Cada primer individual debe contar con una longitud
de 18-24 bases, si son muy cortos pueden alinear en diversas posiciones del
ADN templado lo cual resulta en amplificaciones no especificas y si son muy
largos incrementan la temperatura de alineamiento; 2) Se debe mantener un
contenido de G:C (Guanina:Citosina) entre 40 y 60 % ya que si es menor a
40 %, el complejo molde-oligonucleétido no es tan estable e induce la
separacion del complejo y si es mayor a 60%, se incrementa la temperatura
de alineamiento; 3) Ambos iniciadores deben de tener temperatura de fusiéon
(Tm) cercanos y alrededor de los 5 °C; 4) La secuencia de los iniciadores
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individuales debe iniciarse y terminarse con 1 0 2 bases GC para aportar un
fuerte apareamiento y mayor estabilidad a la hibridacioén del oligonucledtido
con su secuencia diana y 5) Evitar regiones con potencialidad para formar
estructuras secundarias internas.

Para el disefio de iniciadores se tomaron las secuencias reportadas
en el banco de genes del NCBI para el gen de interés y se alinearon por
comparacién multiple de secuencias empleando la herramienta ClustalW
http://mww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ y a través de la herramienta

MUSCLE http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ del MBL-EBI. También se
alinearon con el programa BioEdit. Se buscaron en las secuencias las
regiones consenso y se procedié6 con el disefio de iniciadores para la
obtencién de dicho gen con el uso del software Oligo Explorer
ftp://ftp.cecalc.ula.ve/bioinfo/.

Alternativamente, se emple6 la herramienta Primer BLAST del NCBI,
en el cual la eficiencia de estos iniciadores es probada y analizada
vitualmente. Los iniciadores se analizaron a través de estas herramientas
para verificar el contenido de G-C, formacién de hetero y homo dimeros,
formaciéon de horquillas y la determinaciéon de su Tm, con el fin de obtener
unos iniciadores 6ptimos.

Como el éxito en la obtencién de los fragmentos amplificados y la
precision de los resultados depende en gran medida de la seleccién de los
iniciadores, para comprobar su eficiencia se realizé un analisis virtual con la
herramienta Test Prime de la base de datos SILVA hitp://www.arb-
silva.de/search/testprime, un recurso integral en linea para comprobar la
calidad y alineado de datos de secuencias de ARN ribosomal. SILVA provee
informacién integral, de calidad comprobada y conjuntos de datos
actualizados periédicamente de alineado de secuencias de la subunidad
ribosomal pequefia (16S/18S, SSU) y la subunidad grande (23S/28S, LSU)
de ARN ribosomal (ARNr) de los tres dominios de la vida (bacterias, Archaea
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y Eukarya). Se analizaron los iniciadores de disefio propio y los reportados
por Kotilainen y col., 1998 (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de iniciadores analizados virtualmente

Nombre Secuencia ﬁ Autor
MS37F | 5’AGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCA3' Jff:REtﬁa—iﬁ en vy
col,, 1998
MS38R 5'CCCGACAAGGAATTTCGCTACCTTAS | Kotilainen .
L'tml., 1998
CR23 F ' 5'-GAAACCCACTGCTCGTAATG-3" - Autoria propia
CR23R 5" .CCTGGACATGGGTAGATCAC-3" | Autoria propia

4.4.3 Amplificacion del gen ADNr 23S

La amplificacion de los fragmentos del gen ADNr 23S se realiz6
siguiendo una metodologia estandar con el uso de un termociclador marca
Eppendorf modelo Master Cycler Nexus. Las condiciones de reaccion se
estandarizaron hasta obtener amplificados de calidad para los
secuenciamientos.

A partir del ADN extraido de los aislados se amplificaron las regiones
variables del gen utilizando los iniciadores reportados por Kotilainen y col.,
1998.

La mezcla de reaccién consisti6 de 0,3 pl del ADN purificado; 0,7 uM
de cada iniciador MS37 F y MS38 R; 200 pM de la mezcla de nucleétidos
(dNTPs); 5 uM de MgCl,; 1,5 U/ul de Tag ADN polimerasa y 2,5 pl de su
correspondiente buffer 10 X, en un volumen final de 25 pl. Todos los
reactivos usados en la mezcla de reaccion son de la marca Invitrogen.

50



El programa de amplificacion incluyé un paso inicial de
desnaturalizacion de 2 min a 95 °C, 30 ciclos de 30 s a 95 °C; 20 s a 60 °C;
y 45 s a 72 °C. La extensién final se realiz6 a 72 °C por 10 min. Este
programa de reaccién se adapté y estandariz6 para las muestras evaluadas.

Los productos de PCR obtenidos son analizaron por medio de una
electroforesis con un gel horizontal sumergido de poliacrilamida. El protocolo
para la preparacion del gel se realiz6 de acuerdo a Cruz y Quintero
(comunicacién personal) para obtener una mejor resoluciéon de las bandas
que las obtenidas en un gel de agarosa.

El gel de poliacrilamida se prepara con 6 mi de poliacrilamida 19:1;
500 pl de glicerol al 10%; 250 ul de buffer TAE 10X (400mM Tris-acetato,
10mM EDTA); 800 ul de persulfato de amonio al 10% y 80 ul de TEMED.

La corrida electroforética se realiza aplicando un voltaje de acuerdo al
peso molecular de las moléculas de ADN que se va a separar. Para el caso
de productos de PCR obtenidos (entre 800 pb a 1 kb), se aplicé 120 voltios.

El gel se visualizé con el uso de un transiluminador luego de tefiir el
gel por 10 min en un envase conteniendo bromuro de etidio a una
concentracion de 1ug/ml.

4.4 4 Digestion por enzimas de restriccion de productos de PCR
(PCR-RFLP) de los fragmentos de ADNr 23S

Se busca un método certero, reproducible, simple y de bajo costo que
permita la diferenciacion genotipica de las especies mayormente
encontradas en las muestras evaluadas. Para ello se realiz6 el analisis de
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion del producto
amplificado del ADNr 23S.
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Para escoger las enzimas de restriccion se realizé una digestion in
silico utilizando el programa NEBcutter V2.0 hitp://tools.neb.com/NEBcutter2/

Se escogio la enzima HpyCH4V (New England, Biolabs). Esta enzima
tiene ventajas con respecto a otras enzimas de restriccion porque reconoce
secuencias cortas y muy repetidas en el ADN, por lo tanto, los sitios de corte
son de facil reconocimiento y se garantiza la obtencién de fragmentos cortos
en la digestién del fragmento original. En la tabla 4 se muestra el sitio de
corte en el ADN por esta enzima.

Tabla 4. Sitio de corte en el ADN de la enzima de restriccion seleccionada

Enzima Sitio de corte
HpyCH4V 5 _TGCA .3
3. .ACGT...5

La mezcla de restriccion consistié de 1 pl (0,5 U) de enzima HpyCH4V
de New England Biolabs; 1,5 pl de NEBbuffer de New England Biolabs; 5 pi
de ADN amplificado y 7,5 pl de agua desionizada para un volumen final de
15 yl. La mezcla se incubé por 5 horas a 37° C y se inactivo la enzima por
calentamiento a 65° C por 10 min con el uso de un equipo controlador
térmico programable PTC-100™ de la marca MJ Research, Inc. Para
visualizar el patrén de bandas digeridas, 5 uL del digerido se sometié a
electroforesis en gel de agarosa 2,5 % en tampon TBE 1X, 120 V durante 1
hora a temperatura ambiente y se tiié con bromuro de etidio (1 pg/ml). El
patron fue comparado contra patrones de digestion obtenidos por el analisis
virtual para su identificacion.

4.4.5 Purificacion de los amplificados

Los fragmentos de ADNr 23S se purificaron con el kit FavorPrep™
Gel/PCR Furification Kit de FAVORGEN.
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Los productos de PCR se purificaron a partir de un gel preparativo de
agarosa al 1,5%. Con el uso de un escalpelo se escindié la banda de ADN
del gel de agarosa y se transfiri6 el fragmento de aproximadamente 300 mg
a un tubo de micro centrifuga. El resto del procedimiento se realizé siguiendo
las instrucciones del fabricante.

4.4 6 Secuenciacion de los fragmentos de ADNr 23S

Se realiz6 la PCR para secuenciacién con el kit Sequencing Reaction
Mix de la marca Applied Biosystems cuya mezcla de reaccidn consistio de 7
pl de Buffer Terminator Reaction Mix, 0,5 ul (10 pmoles/ pul) de cada uno de
los iniciadores (en reacciones separadas)y 11 ul del ADN purificado.

El programa de amplificacién consistié de 25 ciclos que incluye 10 s a
96°C, 5 s 2 60°C y 4 min a 60°C en un equipo Master Cycler Nexus de la
marca Eppendorf.

Una vez realizada la PCR, los productos se precipitaron con
isopropanol al 65% por 20 min a temperatura ambiente y luego se centrifugo
a 12000 x g durante 25 min para. eliminar el alcohol. Posteriormente se
lavaron con etanol al 60% e igualmente se centrifugé en igual condicion que
la anterior. Al pellet de ADN lavado se le agregd 15 ul de formamida para
desnatuturalizar las bandas de ADN.

Los amplificados purificados se secuenciaron en un equipo modelo
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer de la marca Applied Biosystems con las
siguientes  condiciones de  secuenciacion: Dye Set Primer:
KB_310_P0P4_BDTV3_36 std.mob; Médulo de corrida: P4 std Seq (1 mL)
E.md4; Inyeccién: 30 s a 1 K volt y la corrida se realizé a 11,4 K volt, 7 p
Amp y a 50°c por 32 min.
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Las secuencias se analizaron, alinearon y compararon con ias bases
de datos de la NCBI.

4,47 Analisis de las secuencias

Se busc) la homologia de las secuencias obtenidas por comparacion
con las bases de datos utilizando la herramienta Microbial Nucleotide
BLAST del NCBI. Se obtuvieron las secuencias con mayor homologia en
base al porcentaje de maxima identidad. Luego se realizé un alineamiento
multiple con la herramienta ClustalW del NCBI introduciendo todas las
secuencias obtenidas en formato FASTA. Posteriormente, en la herramienta
ClustalW - Phylogeny se colocaron las secuencias alineadas en formato
FASTA y se seleccioné el método Neighbor-Joining para construir el arbol
filogenético. Alternativamente se usé el software MEGA 5.10 para estudios
filogenéticos siguiendo los pasos de la herramienta y se construyé un arbol
filogenético representado en forma de cladograma que mostré la
diversificacion de las especies encontradas a partir de una especie
ancestral.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Area de estudio

Se seleccioné un pozo representativo de cada uno de los bloques de
la FPO (Carabobo, Ayacucho, Junin y Boyaca) escogidos por sus
condiciones criticas de presencia de microorganismos. La ubicacion
aproximada de cada pozo se puede apreciar en la Figura 9 y sus
nomenclaturas en la Tabla 5.

BOYACA

Figura 9. La faja Petrolifera del Orinoco

Tabla 5. Pozos de la FPO en los cuales se tomaron las muestras de agua
para la evaluacion

Bloque Carabobo Ayacucho Junin Boyaca
 Campo | Jobo | Bare | Cabrutica Gudrico
Pozo JN9 | MFB888 V14 MCH7-26 |
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5.2 Parametros fisico quimicos de las muestras de agua

La temperatura del agua en cada punto de muestreo esta relacionada
con el tipo de operacion existente en el sitio. En todos los casos la
temperatura a boca de pozo es cercana a los 50°C.

En todas las muestras de agua analizadas el pH se encontr6
ligeramente basico (Tabla 6).

La conductividad es la capacidad de un determinado elemento para
conducir la corriente eléctrica. La unidad de medida mas habitual de la
conductividad es el Siemens (S). Debido a que la corriente eléctrica se
transporta por medio de iones en solucién, la conductividad aumenta cuando
aumenta la concentracién de iones, asi, la conductividad del agua potable
puede estar entre 0.005 a 0.05 S/m. Si la conductividad del agua aumenta,
sabemos que también aumento la cantidad de sustancias disueltas en ella.

La salinidad es el contenido de sales minerales disueltas en un cuerpo
de agua. El porcentaje medio que existe en el mar es de 3,5%.

Tabla 6. Parametros fisico quimicos de las muestras de agua en estudio

Muestra de T@M@@u@f@w&ﬂ oH Conduciividad | Salinidad
agua ©e) ‘;‘ (mSlicm) | (&™)
Carabele 42 7,6 42,2 26,9
11 Ayecueho 48 8,4 25,2 15,3
- Jurim 50 7,57 8,95 5,0
Boyacd 49 8,8 4,05 2,1

Tanto los valores de salinidad como los de conductividad son
menores a medida que el lugar de muestreo es mas cercano a la regiéon
centro sur del pais. Estas caracteristicas podrian influir en el nimero y tipo
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de microorganismos presentes en las muestras de agua provenientes de los
yacimientos de crudo.

5.3 Deteccion de bacterias por métodos de siembra

Tanto para la caracterizacion bioquimica de las bacterias como para
aplicar las técnicas de deteccién molecular, partimos de métodos basados
en cultivos, ya que la identificacion se realizd6 a partir de los aislados
obtenidos de las muestras de agua. Asi, el primer paso es la siembra de la
muestra en un medio de cultivo enriquecido y a partir del mismo proceder
con el aislamiento de las bacterias.

5.3.1 Determinacion de bacterias heterétrofas totales y bacterias
productoras de acido

La determinaciéon del contenido de bacterias heterétrofas totales nos
proporciona informacién sobre el nimero total de bacterias presentes en las
muestras evaluadas. La presencia de bacterias productoras de acido en
estructuras de areas operativas es critico, ya que los productos de su
metabolismo intervienen en procesos de corrosion en condiciones aerdbicas.
Estos grupos bacterianos pueden representar riesgos de dafios a estructuras
metalicas cuando se encuentran en cantidades superiores a tres érdenes de
magnitud de bacterias por mililitro (> 10° Bac/ml).

El contenido de bacterias heterétrofas totales se encontré entre 1 x
10%y 1 x 10° Bact/ml seglin se muestra en la Tabla 7. En cuanto al contenido
de bacterias productoras de acido, no se detectaron en las muestras de
agua Ayacucho y Junin. En la muestra de agua Carabobo estan presentes
pero no representan riesgos porque su contenido por unidad de volumen no
es suficiente para proliferar. Solo es verdaderamente critico su contenido en
la muestra de agua Boyaca (Figura 10).
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Tabla 7. Contenido de bacterias en las muestras evaluadas

Muestra de agua Contenice ce Conienice ce
hactenias bacterias
heteréfrofes totales | procucioras cde seldo
(Bacml) (Bacmi)
~ Cembobo | 10° - 10’
Ayecucho 10° 0
Jumnin 10* 0
Boyaca 10° 10°

83,323

Figura 10. Determinacién de bacterias productoras de &cido en las muestras

evaluadas
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Aun cuando no se conozcan las especies involucradas, en los
procesos operativos de produccion de petréleo es importante conocer los
pardmetros antes descritos, ya que de ello depende la toma de decisiones
en cuanto a la aplicaciéon de productos quimicos para mitigar o controlar el
crecimiento de microorganismos que podrian comprometer la integridad de
las estructuras, los procesos o productos del petréleo. Sin embargo, si se
conocen las especies involucradas, esta toma de decisiones puede ser
mejor orientada.

Ademas, tenemos en cuenta que en estos casos no todas las
bacterias encontradas son perjudiciales, es decir, algunos tipos de bacteria
podrian estar participando en procesos que ocasionan dafos estructurales,
pero tambien es posible capturar bacterias de estos ambientes con uso
potencial en bioprocesos. Asi, al realizar evaluaciones microbiolégicas de
rutina, se tiene la oportunidad para obtener bacterias con uso en
aplicaciones biotecnoldgicas. En estos casos si es determinante conocer la
especie bacteriana con la cual se esta trabajando.

5.3.2 Aislamiento y purificacion de las bacterias provenientes de las
muestras de agua

Las bacterias encontradas en cada una de las muestras de agua se
seleccionaron atendiendo a los distintos morfotipos encontrados, ya que esta
es la primera caracteristica de clasificacién. Se aislaron y purificaron en
medio agar nutritivo. Se encontraron seis morfotipos diferentes en las
muestras Carabobo, Junin y Boyaca y cuatro en la muestra Ayacucho. Los
distintos morfotipos se describen en la tabla 8 y se ilustran en las Figuras 11
a 16.
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Tabla 8. Descripcién de los morfotipos bacterianos

Morfotipo 4 2 3 4 5 6
Caracteristicas Blanca, Beig,  Beig, ‘Beig  Blanca, Amarilla,
de la colonia grande, pequefia, grande, grande, grande, pequeiia,

opaca, brillante, mucosa, brillante, mucosa, brillante,

irregular redonda

iregular  redonda  irregular  redonda

Figura 11. Aspecto del morfotipo 1
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Figura 12. Aspecto del morfotipo 2

Figura 13. Aspecto del morfotipo 3
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Figura 15. Aspecto del morfotipo 5
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Figura 16. Aspecto del morfotipo 6

5.3.3 Caracterizacion celular y bioquimica de las bacterias aisladas

Para llegar a un mayor nivel de clasificacion se realizé una tincién de
Gram y cada aislado se sembr6 en las galerias API 20 E®. La mayoria de las
bacterias encontradas son bacilos Gram™. Los resultados se muestran en las
Tablas 9y 10.
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Tabla 9. Morfologia celular de los aislados y tincién de Gram

CEPA Gram Morfologia celular
Al o+ ~ Bacilos grandes esporulados
A2 + Bacilos grandes esporulados
A3 - Bacilos grandes cortos
Ad - Cocobacilos
B1 - Bacilos pequefios
B2 - Bacilos
B3 - Bacilos
B4 - Bacilos
BS - Bacilos pequefios
B6 + Bacilos
C1 - Cocobacilos
C2 - Cocobacilos
C3 - Bacilos pequefios
C4 + Bacilos grandes
Cs - Bacilos
Cé + Bacilos
J1 - Bacilos pequefios
J2 - Bacilos pequefios
J3 - Bacilos pequefios
J4 - Bacilos pequefios
J5 - Bacilos
J6 - Cocobacilos
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Tabla 10. Resultados de la lectura de la galeria APl 20 E® correspondiente a
cada uno de los aislados

CEPA ONPG ADH IDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO"SOR RHA SAC MEL AMY ARA
Al - - - - .- - -+ o+ - - - - - - - -
A2 - - - - - - - - -~ 4
A3 +

A4 +

B1 - +

B2

B3 - + - -
B4

85

B6

c1 -

C2 - + - -
c3

ca

[« - +

c6

n

2

3

J4 - -

J5 - + - - - - - - - - - - - - - - - -
16 - + - - + - - - oa . . - - - - - - - -

[ S A TR T T T

R T TR T T T TR S S S S
+
DR R S

+ +

Las pruebas bioquimicas nos proporcionan informacién para un
siguiente nivel de clasificacion y en algunos casos podemos tener una
aproximacion de clasificacion a nivel de Género. Los resultados de las
galerias antes de incubar y con resultados positivos se muestran en las
Figuras 17y 18.

e

B il

&

Figura 17. Aspecto de la galeria antes de incubar
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Figura 18. Aspecto de la galeria con algunos resultados positivos

Los resultados de la Tabla 10 conducen a un cédigo de siete digitos
que luego es comparado con una base de datos que se proporciona con el
kit para la identificacién de las bacterias y ésta se establece por similitud de
esos codigos con los de microorganismos conocidos. Los resultados de la
identificacion se muestran en ia tabla 11. Las bacterias Gram positivas se
identificaron solo por las caracteristicas morfotipicas, ya que el kit esta
disefiado para bacterias Gram negativas, sin embargo, se sembraron en la
galeria para obtener informacion sobre sus caracteristicas bioquimicas.

Muchos de los aislados bacterianos presentan las mismas
caracteristicas entre si, por lo cual se escogié un aislado representativo de
cada género o especie sugerida en esta identificacion para las pruebas
moleculares.
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Tabla 11. Identificacién de las bacterias aisladas con el kit APl 20E®

CEPA Cédigo API 20E® Identificacién (Taxa)
Al B NA - ' Bacillussp o
A2 NA Bacillus sp
A3 0205000 Acinetobacter cacoaceticus
A4 0205000 Acinetobacter calcoaceticus
B1 2204000 Pseudomonas fluorescens
B2 0204000 Acinetobacter calcoaceticus
B3 2204000 Pseudomonas fluorescens
B4 0204000 Acinetobacter calcoaceticus
BS 0204000 Acinetobacter calcoaceticus
B6 NA Bacillus
C1 2225040 Chromobacterium sp
C2 2225042 Chromobacterium sp
C3 2225040 Chromobacterium sp
C4 NA Bacillus sp
Cs 2202000 Pseudomonas putida
Ceé NA Bacillus sp
J1 0200000 Acinetobacter calcoaceticus
J2 0200000 Acinetobacter calcoaceticus
J3 0010000 Klebsiella sp
J4 0200000 Acinetobacter calcoaceticus
J5 2200000 Pseudomonas aeruginosa
J6 2200000 Pseudomonas aeruginosa

NA: no aplica
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5.3.4 Determinacion de la dindmica de crecimiento de las bacterias
aisladas, su capacidad para formar biopeliculas y producir biosurfactantes

La produccion de biosurfactantes es una propiedad deseable en las
bacterias con uso biotecnolégico aplicado a operaciones de la industria
petrolera, por eso es de interés capturar bacterias que generen este
metabolito.

La capacidad de las bacterias aisladas para producir biosurfactantes
fue determinada en mezclas de los sobrenadantes libre de células de
cultivos puros en medio PYG con querosén. El biosurfactante producido por
las bacterias forma emulsiones estables en la interfase de esta mezcla. La
produccion se midié con la asignacién de nimeros arbitrarios del 1 al 5,
siendo el nimero 5 el que corresponde a la capa emulsionada mas gruesa.
Las bacterias mejor productoras de biosurfactantes son los aislados 4 y 6 de
la muestra de agua Carabobo. En la Tabla 12 se muestran los resultados de
la determinacion de la capacidad emulsificante de los cultivos y en la Figura
19 se ilustra la formacion de la emulsion en comparacion con una muestra
no emulsificada.

Tabla 12. Resultados de la prueba de emulsificacion en mezclas de
sobrenadante libre de células y querosén

Cepa 1 2 3 4 5 6
1 1 1 5 3
1 3 3 1 - -
2 3 1 1 1 1
1 2 2 1 2 1
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Figura 19. Aspecto de la emulsién formada en comparacion con la muestra
sin emulsificar

La dinamica de crecimiento de los aislados fue evaluada en
microplacas de cultivos con caldo nutritivo.

Casi todas las bacterias aisladas presentan la misma tendencia de
crecimiento en éstas condiciones de evaluacion. Alcanzan el maximo
crecimiento entre los 2 y 4 dias de incubacién y no se observa una clara fase
estacionaria, es decir, permanecen metabdlicamente activas en este periodo
de tiempo. Solo los aislados de la muestra de agua Ayacucho presentan
patrones de crecimiento diferente. Este fue muy débil en el aislado A2 y el
aislado A1 presenta un maximo de crecimiento a los 2 dias de incubacion y
posteriormente tiende a decrecer (Figuras 20 a 23). Este resultado indica la
capacidad de las bacterias para mantenerse metabdlicamente activas en el
tiempo y proliferar en el medio si las condiciones son favorables.
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Figura 20. Crecimiento de ias bacterias aisladas de la muestra de agua
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Figura 21. Crecimiento de las bacterias aisladas de la muestra de agua

Ayacucho
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Crecimiento bacteriano {D.0. 600 nm)
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Figura 22. Crecimiento de las bacterias aisladas de la muestra de agua
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Figura 23. Crecimiento de las bacterias aisladas de la muestra de agua
Boyaca
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La capacidad de cada uno de los aislados para formar biopeliculas en
las placas de siembra también es similar. No se detecta la formacién de una
biopelicula apreciable por el método empleado, a excepcion de la generada
por el aislado A1 (Figura 24, Tabla 13) lo cual corresponde con su dinamica
de crecimiento. El proceso de formacion de biopeliculas se inicia cuando el
contenido de bacterias en la fase acuosa disminuye (bacterias planctonicas)
y las células se adhieren a la superficie.

1
B2
03
os

e

Junin Boyacd

Carabobo

Ayacucho

Figura 24. Capacidad de las bacterias aisladas para formar biopeliculas

Tabla 13. Indice de formacion de biopeliculas (IFB)

Carabobo Ayacucho Junin Boyaca
1 008 | 020 . 008 | 004 |
- 2 006 | 009 | 005 0,03
3 0,06 008 0,08 - 004
Y 0,04 007 | 008 | 006
5 0,02 " o 0,07 0,04
6 ”11{ 000 T 0,04 002 |
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5.4 Deteccion de bacterias presentes en aguas de pozos productores de
petroleo por técnicas moleculares

5.4.1 Extraccioén y purificacion de ADN bacteriano
El kit usado para la extraccién del ADN bacterial rindi6 ADN en todos
los aislados, aunque concentraciones muy variables, entre 16,60 y 233,39

ng/ul (Tabla 14).

Tabla 14. Concentracién y pureza de los ADN bacterianos

Muestra | D.0.260 ;| D.O. Pureza Concentracién
nm 280 (D.O. (nglul)
nm | 260nm/D.O.
| 280nm)
C1 | 22950 | 1,3780 | 1,67 | 11475
€2 | 17132  1,0089 | 1,6981 85,66
€3 | 44279 | 2,2054  2,0078 221,40
c4 1,6880 | 1,1106 | 1,5199 84,40
G5 11078 | 08531 12086 | 5539
cé 1,3647 | 0,9026 | 1,5120 68,24
JI 31087 | 15865  1,9505 | 15544 |
J2 2,7829 | 1,6541 | 16824 139,15 |
J3 | 24772 | 12064 | 20534 | 12386
Ja 43426 | 2,2984 | 1,8894 217,13
~J5 | 30077 20033 19506 | 19539
- Je 1,9391 [ 1,002 | 19214 96,96
A1 0,3646 ' 0,3835  0,9507 1823
A2 1,3699 | 0,8121 1,6869 68,50
A3 | 26525 | 15138 | 17522 | 132,63
Ad 1,9304 | 1,2289 | 1,5708 96,52
B1 4,6678  2,8180 1,6564 233,39
B2 3,0908 | 1,7452 | 1,7710 154,54
B3 17930 12388 | 14474 = 8965
B4 24277 | 1,3535 | 1,7936 121,39 |
B6 | 31728 16338 18420 | 158,64
B6 1,2818 | 0,8371 | 15312 64,09
86 | 14374 | 0,8505  1,6901 71,87
124 1,3859 | 0,8664 | 15996 69,30
135 | 24697 | 14292 17280 | 12349 |
180 0,3318 | 0,3276 |  1,0131 16,60
8104960 | 06569 | 07551 | 24,80
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El grado de pureza también varia y aunque todas las muestras se
trataron en iguales condiciones y al mismo tiempo, estas variaciones se
deben a la heterogeneidad en el tipo de células y la densidad del cultivo
inicial de las baterias.

5.4.2 Disefio de iniciadores para la amplificacién del ADNr 23S

Para el disefio de iniciadores se toman las secuencias reportadas en
el banco de genes del NCBI para el gen ADNr 23S y se alinearon por
comparacion multiple de secuencias empleando las herramientas ClustalwW
y MUSCLE del MBL-EBI. También se usé el programa BioEdit para Se
buscan en encontrar las regiones consenso y se procedié con el disefio
de los iniciadores con el software Oligo Explorer y con la herramienta Primer
BLAST del NCBI.

No fue posible obtener un par de iniciadores 6ptimos debido a la
dificultad para encontrar las secuencias representativas en las bases de
datos.

Los iniciadores disefiados contienen las siguientes secuencia: F
5'GAAACCCACTGCTCGTAATG3' y R 3’ CCTGGACATGGGTAGATCACS

Para la comprobacién de la eficiencia de los iniciadores se realizaron
andlisis virtuales con la herramienta Test Prime de la base de datos SILVA
(Figuras 25 y 26). De acuerdo al andlisis SILVA, con los amplificados
obtenidos a partir de estos iniciadores podriamos identificar principaimente
bacterias del género Bacillus.

También se evaluaron por esta herramienta los iniciadores reportados
por Kotilainen y col., 1998: MS37 F
5’ AGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCA3’ y MS38 R
5'CCCGACAAGGAATTTCGCTACCTTA3. Estos iniciadores arrojaron
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mejores resultados con la herramienta SILVA y fueron los usados para la
amplificacion de los ADNr 23S en este estudio.

Con este par de iniciadores la eficiencia de la reacciéon de PCR para
la amplificacién del ADNr 23S es mucho mayor ya que cubre un amplio
rango de especies bacterianas para la identificacién incluyendo todos los

grupos bacterianos principalmente encontrados en muestras ambientales
(Figuras 27 y 28)

Home SHVAngs Browser - . Algrer Download Documentation Projects FIS= & Probes Shop Caontact
TestPrime 1.0 W Cart: 0
Y2 show

Segquence Dato & Clear

Forvard Prmer (5,.3) Reve'se Prmer (53] s Downtoad

| GARACCCACTGCTCGTRATG { CCTGGACATGOGTAGATCAC .

A bbb S ProbeBase Search
974x357 Please enter the probe
Database Mismatches name or sequences
SHLVA Database}»t:sﬁ "1“157'» v Marmum rumber of mamatches fE ;gn;at&'e; v —

T3 tenige s preaded by

Sequence Colacton Lg ] ' jv Length of 0-rismatch zome at 3' end v
Seach

jooramer) n L Reselforn  Run "estPrme

Figura 25. Analisis virtual de la eficiencia de los iniciadores con disefio propio
por la herramienta bioinformatica SILVA

Ovegviewy {all domains) -
Region Coverage Fraction of database eligible for evatuation
match
atch 126 (0.3%)
26 (0.5%) mismatch
smatch 26270 (67.9%)
§ 26270 (99.5%0) nodata (short sequences)
12301 (31.8%)

Figura 26. Resultado del analisis virtual de la eficiencia de los iniciadores
disefiados por la herramienta bioinformatica SILVA
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Figura 27. Analisis virtual de la eficiencia de los iniciadores seleccionados
(Kotilainen y col., 1998) por la herramienta bioinformatica SILVA

Overview (ol domains)
Region Covarage Fraction of dotahase ehgible for evatuation

odata (short sequences)

mismatch
23870 (88.09%)
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Figura 28. Resultado del analisis virtual de la eficiencia de los iniciadores
seleccionados (Kotilainen y col., 1998) por la herramienta bioinformatica
SILVA
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5.4.3 Amplificacion del gen ADNr 23S

Los fragmentos de ADRr 23S amplificados se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida 19:1. Las PCR de las muestras de los
aislados amplificaron el fragmento de ADN de interés, de un tamafio
aproximado entre 700 y 800 pb. Los fragmentos son equivalentes en tamafio
a los obtenidos con las muestras de bacterias de referencia.

1 23 456 7 8 9 pb

)

Figura 29. Amplificados de ADNr 23 S de muestras de referencia en gel de
poliacrilamida 19:1. Linea 1: cepa 26, Linea 2: cepa 86, Linea 3: cepa 124,
Linea 4: cepa 135, Linea 5: cepa 180, Linea 6: cepa 181, Linea 7: cepa E.
coli K12, Linea 8: control negativo, Linea 9: Marcadores de peso molecular
HMW DNA Ladder
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Figura 30. Amplificados de ADNr 23 S de los aislados en gel de
poliacrilamida 19:1. Linea 1. aislado A3, Linea 2: aislado B1, Linea 3.
aislado B2, Linea 4: aislado B3, Linea 5: aislado B6, Linea 6: aislado C2,
Linea 7: aislado C5, Linea 8: aislado C6, Linea 9. aislado J3, Linea 10:
Marcadores de peso molecular LMW DNA Ladder
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5.4.4 Digestion por enzimas de restriccion de productos de PCR
(PCR-RFLP) de los fragmentos de ADNr 23S

A fin de realizar el andlisis de restriccion de los amplificados del ADNr
23 S de las bacterias aisladas de las muestras de agua, se realizaron
pruebas de digestion in silico utilizando la herramienta informatica NEBcutter
V2.0 con secuencias obtenidas de las bases de datos correspondientes a
especies de los géneros Bacillus y Pseudomonas, ya que son los grupos
bacterianos mayoritarios encontrados en ambientes de areas operativas de
la industria petrolera. La enzima de restriccibn se escogié de acuerdo a
numero de fragmentos obtenidos en la digestion y el tamafio de los mismos,
asi como, las diferencias entre las huellas moleculares entre las especies
bacterianas. Se escogi6 la enzima HpyCH4V aunque con su uso no seria
posible distinguir entre especies distintas en el género Bacillus pero si en
Pseudomonas. Los resultados se muestran en las Tablas 15 a 19.

Tabla 15. Fragmentos obtenidos en la digestion virtual del ADNr 23S de
Pseudomonas aeruginosa

Fragmento ' ~ Extremos Nucleétidos} iongitud (bp)
1 (LeftEnd)-HpyCHAV ~ 1-743 743 “
2 HpyCH4V-(RightEnd) 744-894 151

Tabla 16. Fragmentos obtenidos en la digestion virtual del ADNr 23S de
Pseudomonas putida

Fragmento Extremos Nucleétidos Longitud (bp)
1 HpyCHAV-HpyCHAV  98-744 647
2 HpyCHAV-(RightEnd)  745-895 . 151 ;
3 (LeftEnd)-HpyCHAV 197 97
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Tabla 17. Fragmentos obtenidos en la digestion virtual del ADNr 23S de
Pseudomonas huttiense

Fragmento ~ Extremos Nucleétidos: ‘Lohgitud {bp)
1 (LeftEnd)-HpyCH4V  1-342 342
2 'HpyCHAV-HpyCHAV  413-687 275 |
3 HpyCH4V-(RightEnd) 800-876 77
4 'HpyCH4V-HpyCH4V  343-412 70 ;
5 HpyCH4V-HpyCHAV ~ 734-799 66 '
6  HpyCH4V-HpyCHAV 688733 46

Tabla 18. Fragmentos obtenidos en la digestién virtual del ADNr 23S de

Bacillus liqueniformis
Fragmento Extremos Nucleétidos Longitud (bp)
1 (LeftEnd)-HpyCHAV = 1-667 667 !
2 VHrpyCH4V-(RVightEnd)r 668—88:} : 214

Tabla 19. Fragmentos obtenidos en la digestion virtual del ADNr 23S de
Bacillus subtilis

Fragmento Extremos Nucle6tidos Longitud (bp)
1 ‘ ; (LeftEnd)-prCH4V 1-666 666 :
2 HpyCH4V-(RightEnd) 667-880 214 ,1

Las huellas moleculares obtenidas con Ia digestion de los ADNr 23S
tanto de las bacterias de referencia como los aislados de las muestras de
agua, coinciden con el analisis virtual en cuanto al nimero y tamafo
aproximado de los fragmentos (Figuras 31 y 32). Estos resultados son
confirmados posteriormente con la identificaciéon de las bacterias por
secuenciacion y analisis de las respectivas secuencias.
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Figura 31. Huella molecular de las muestras de referencia digeridas con la
enzima HpyCH4V en gel de poliacrilamida 29:1. Linea 1: Marcadores de
peso molecular LMW DNA Ladder. Linea 2: cepa 26, Linea 3: cepa 86, Linea
4: cepa 124, Linea 5. cepa 135, Linea 6: cepa 180, Linea 7. cepa 181, Linea
8: cepa E. coli K12
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Figura 32. Huella molecular de las muestras de referencia digeridas con la
enzima HpyCH4V en gel de poliacrilamida 29:1. Linea 1: Marcadores de
peso molecular LMW DNA Ladder. Linea 2: aislado A3, Linea 3: aislado B1,
Linea 4: aislado B2, Linea 5: aislado B3, Linea 6: aislado B6, Linea 7:
aislado C2, Linea 8: aislado C5, Linea 9: aislado C6, Linea 10: aislado J3

5.4.5 Identificacion de los aislados bacterianos por secuenciacion y analisis
de los ADNr 23S

Para proceder con la secuenciacion, los productos de PCR del ADNr
23S se purificaron mediante un gel preparativo de agarosa, escisién del
fragmento obtenido y extraccion del ADN del fragmento de gel, ya que los
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productos de PCR de la mayoria de las muestras presentaron fragmentos
inespecificos. La Figura 33 muestra Ila imagen de los geles preparativos de
las muestras de referencia.

Figura 33. Geles preparativos en agarosa 1,5 % de las muestras de
referencia. Linea 1: cepa 26, Linea 2: cepa 86, Linea 3. cepa 124, Linea 4.
cepa 135, Linea 5. cepa 180, Linea 6: cepa 181, Linea 7: cepa E. coli K12,
Linea 8: control negativo, Linea 9: Marcadores de peso molecular LMW DNA
Ladder

Las secuencias obtenidas se analizaron por la herramienta BLAST del
NCBI para obtener la identificaciéon de las bacterias y se realizé el analisis
filogenético para conocer la relacion entre las especies bacterianas
encontradas.
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Los resultados de ia identificacién de las bacterias por alineamientos

de las secuencias obtenidas del ADNr 23S se muestran en la tabla 20. De

acuerdo a estos resultados, la mayoria de las especies encontradas

pertenecen al género Pseudomonas. Estos resultados no son muy

consistentes con los de las pruebas de identificacion bioquimica por las

cuales se detecté un mayor numero de especies que por los alineamientos

del ADNr 23S.

Tabla 20. Identificacién de las los aislados bacterianos mediante el analisis

de las secuencias de ADNr 23S

Aislado Identificacién % de N° de acceso

bacteriano | identidad Gen Bank
26 : Achromobacter 100 HE798385.1

! xylosoxidans
86 ~Achromobacter 06 HE798385.1
| xylosoxidans

124 ‘Acidovorax avenae | 91 | NR103114.1
135 | Pseudomonas putida 91 | CP005976.1
180 | Bacillus licheniformis | 98 CP000002.1
181 | Bacillus subtilis | 99 ~ CP006881.1
~ E.coli | Escherichiacoli | 98 ~ 3J5KA

""A3 | Pseuomonas stutzeri 95 | CP003607.1
Bt | Pseuomonasstutzeri | 100 CP003071.1
B2 | Pseuomonas stutzeri 98 T CP003071.1 |
B3 ' Pseuomonas stutzeri | 99 CP003071.1
'B6 | Bacillus amyloliquefaciens | 88 | CP008952.1
€2 | Pseudomonas fluorescens | 98 AM181176.4
- c5 Pseudomonas fluorescens 98 | AM1811764

- C6 | Bacillus amyloliquefaciens | 88 CP006952.1

T38| Pseuomonas stutzeri 96 ~ CP003725.1
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Los resultados de las pruebas bioquimicas muestran mayor
variabilidad ya que se pueden encontrar diferencias en el comportamiento
metabolico entre variedades de una misma especie. Asi, las pruebas
bioquimicas servirian para establecer ese tipo de diferencias entre los
organismos de una poblaciéon pero no es una buena herramienta para la
identificacion precisa de especies. Las secuencias de ADN 23S analizadas
se muestran en el anexo 1.

En el analisis filogenético se observa que todas las especies
encontradas se encuentran estrechamente relacionadas, lo cual podria
explicar la inconsistencia con la identificacion de las especies por los
métodos de identificacion empleados (Figura 34).

0.00 &9 B .licheniformis

0.00 2.00 124

1.00 0.00 26

F o E.coli
6.00 181
5.17 0.00 B
0.00 r————B2
1000 i3
1.00
135
4.00 1.00 0.00

P.putida
280 P.aeruginosa

0.00
r____g;gc____ B.cereus

9.17 L 0% 4 80
1.00 B.subtilis

3.00
5,50 ————B6
217 J S T

0.00
c2
2.50

0.00 B3
2,50 0.00 cs
0.00 0.00 Al

0.00 0.00

0.00 11,00 P fluorescens

Figura34. Arbol filogenético basado en el alineamiento mudiltiple por el método
Neighbor-Joining de secuencias parciales del ADNr 23S de las especies
encontradas
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Es posible que las pequefias diferencias entre las secuencias de los
ADNr 238 de los aislados no sea suficiente para discriminar entre especies
de un mismo género. Asi, seria necesario ahondar en el estudio de estos
fragmentos para obtener alineamientos con un mayor indice de similitud con
las secuencias de las bases de datos, en los casos donde la misma fue
inferior al 90%.

No obstante, existe correspondencia entre la identificacién de las
especies bacterianas por los métodos empleados y su huella molecular por
el analisis ARDRA, por lo cual, si se desea detectar uno de los géneros
encontrados en este estudio de manera rapida y no se requiere del
conocimiento exacto de la especie en cuestion, la técnica ARDRA disefiada
y aplicada en este estudio serfa una buena herramienta a utilizar para
estudios posteriores.
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Vi. CONCLUSIONES

1. Los métodos basados en cultivo para la identificaciéon bacteriana tanto
por técnicas microbiolégicas como por técnicas moleculares, proporcionan
informacioén de los grupos dominantes en un ambiente determinado.

2. Las técnicas microbiolégicas son utiles cuando se desea conocer el
tipo de metabolismo presente en el area y estimar el nimero de
microorganismos en la muestra, pero los resultados son confusos cuando se
desea identificar las especies presentes.

3. Si el objetivo es la identificacion a nivel de género y especie, las
técnicas moleculares son las herramientas mas precisas.

4, La enzima HpyCH4V fue util para obtener huellas moleculares del
ADNr 23S ya que localiza y corta facilmente secuencias cortas en el ADN y
arroj6 un patrén para todas las muestras evaluadas, sin embargo, no fue
posible discriminar entre patrones de restriccién correspondientes a especies
de Bacillus.

5. El andlisis de restriccion del ADNr 23S con la enzima de restriccién
HpyCHA4V se complementd con la técnica de identificacion por secuenciacion
y el analisis de las secuencias de ADNr 23S.

6. Fue posible identificar los géneros dominantes en ambientes

relacionados con operaciones petroleras como son Bacillus y Pseudomonas
por el secuenciacién y el analisis de las secuencias de ADNr 238S.
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Vil. RECOMENDACIONES

1. Profundizar en el estudio de comunidades bacterianas relacionadas
con ambientes petroleros con técnicas basadas en el genoma, ya que es la
mejor herramienta de deteccién de microorganismos para el conocimiento
de los grupos dominantes en un ecosistema.

2. Complementar los resultados de este estudio con la evaluacion de
diversidad funcional para obtener un conocimiento global de la poblacién
bacteriana.

3. Perfeccionar la metodologia de PCR-RFLP del gen ADNr 23S asi
como estudiar la técnica con el ADNr 16S para de identificacion y estudios
de diversidad de bacterias ambientales.

4. Disefiar una metodologia basada en las técnicas de PCR-RFLP para
la deteccion especifica de bacterias productoras de surfactantes y que
intervienen en los procesos de formacion de biopeliculas, mediante el
andlisis de los genes involucrados en la produccion de ramnolipido (rhiA y
rhiB) en Pseudomonas, surfactina (srfA) en Bacillus subtilis y lichenisina
(licA) en Bacillus licheniformis.

5. Disefiar una metodologia basada en RAPD para el estudio de los
efectos de compuestos toxicos producto de las operaciones petroleras en
el ambiente, mediante las variaciones genéticas ocasionadas en los grupos
bacterianos mayoritarios encontrados en este estudio.
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Anayo 1. Secuencias obtenidas de cada una de las muestras
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